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RESUMEN

Se estudid aspectas de la hiologia y fisiologia del acocil rojo Pracambarus
clarkii, especie exotica en el norte de México. Esta especie es de gran interés en la
acuacultura de varios paises del mundo. Sin embargo, en México no ha sido un
recurso atractiva para su explotacion, a pesar de que pudo haber sido introducida
para estos fines. Los especimenes fuercn recolectados en el Rio San Juan,
Santiago, Nuevo Leon. La produccion de ovocitos (Patencial reproductivo) no
presentd diferencias significativas por estadio gonadal, y el maximo valor fue de
1,038 ovocitos. La reproduccion realizada (Namero de huevecillos adheridos)
presentd un vator méximo de 719 huevecillos, existiendo diferencias en el nimero de
huevecillos producidos por las hembras gravidas recolectadas en campo y las
mantenidas en el laboratorio. El porcentaje de perdida de fecundidad que ocurrid de
ovocitos maduros a huevecillos recién liberados, para hembras obtenidas en campo
y las mantenidas en laboratorio, fue de 34.51 y 38.59%, respectivamente. Se
determino las caracteristcas morfoldgicas e histologicas de los ovocitos de cada
estadio gonadal. Los indices gonadales fueron significativamente diferentes entre
cada estadio, con sus valores maximas en el estadio IV. Par atra parte, el {ndice
hepatosomatico fue significativamente diferente en el estadio 1ll, con respecto a los
otros tres estadios. Mediante técnicas de cromatografia, como filtracidon en gel e
intercambio idnico se estimé el peso malecular de la vitelina (VTL) y la vitelogenina
(VTG), con valores de 5126 y 521.8 kDa, respectivamente. Ambos tipos de vitelo
fueron caracteristicos de ovarios considerados maduros de acuerde a sus
caracteristicas morfolégicas e histoloégicas. La VIL y VTG, presentaron valores
cercangs al peso malecular estimado de la VIL de hembras del género
Procambarus, que fue de 500 kDa.
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CAPITULO |.- INTRODUCCION GENERAL
1.1.- INTRODUCCION

En el continente Américanc se han descrito 406 especies de acociles
(Hobbs Jr., 1989; Crandall, 1999). Gran parte de esta biodiversidad corresponde
al género Procambarus, con 16 subgeéneros y 156 especigs, que se distribuyen
principalmente en el Sureste de los Estados Unidos, incluyende los estados de
Texas, Louisiana, Missaouri, lllinais, Nuevo Méxica y Oklahoma y la vertiente del
Golfo de México y Cuba (Hobbs Jr., 1984).

En Meéxico, habitan 57 especies de acociles (Hobbs Jr., 1989; Villalobos-
Hinart et al, 1993), mas una nueva especie de Procambarus (P. citialtepet!)
descrita por Rojas et al. (1999), para el estado de Veracruz. Las especies
mexicanas son consideradas de afinidad neartica (Villalobos-Hiriart et a/,, 1993), y
se localizan principalmente en la vertiente del Golfo de México, pero algunas
especies son habitantes de ambientes dulceacuicolas del occidente de México
(Hobbs Jr., 1984,1989; Vilalobos-Figueroa,1982). La mayor parte de esta
biodiversidad caresponde al género Procambarus (49 especies) y solamente se
conocen 9 especies del génerc Cambarelius (Hobbs Jr, 1989). Se ha
documentado la existencia de tres especies consideradas exdticas para México,
P. clarkii, Orconectes virilis y Cherax queadncarinatus (Campos y Contreras-
Balderas, 1985; Habbs Jr., 1962; Rodriguez-Almaraz y Campos, 1994; Rodriguez-
Almaraz y Mendoza-Alfaro, 1999).

El acocil Procambarus clarkii, coma la mayar parte de las especies de este
género, habita en medios Ioticos y lénticos de agua dulce, tanta permanentes
como temporales (Huner y Barr, 1984) y se ha adaptado a diferentes formas de
vida, tales como: tuneles que perforan bajo la tierra himeda, bajo piedras con
vegetacion y también en las raices de arboles riparios (Villalobos-Figueroa, 1955;
Huner, 1976 Hobbs Jr., 1989; Campos y Rodriguez-Almaraz, 1992), Debido a 1a
abundancia de las especies de acociles en los cuerpos de agua dulce se han
considerado como la principal fauna macrobentdnica, tanto por su aportacion de

biomasa a los ecaosistemas, asi cama por la gran diversidad biologica que estos



representan (Momot, 1978, Momot, 1884, Hobbs Il et al., 1989). Esta especie es
tolerante a las variaciones fisicoguimicas de los ecosistemas acuaticos, e inclusive a
las sequias, para lo cual utilizan madrigueras (Hobbs Jr,, 1984).

El interés particular que tiene P. clarkii, se refleja en su importancia dentro
del contexte de la acuacultura y en las pesquerias, actividades que sé efectian en
diversas partes del mundo, pera con un particular desarrollo y arraigo en el estado
de Louisiana, Estados Unidos de America (Huner y Barr, 1984), no obstante, esta
actividad se ha venido fomentando en diferentes partes del mundo, principalmente
por su alta calidad proteica (Huner y Lindqvist, 1991).

La biclagia y ecologia de P. clarkii es conocida principalmente en base a los
éstudios de las poblaciones del ¢stado de Louistana, en donde se utilizan grandes
extensiones de terreno para su cultivo, lo que permite generar rendimientos de 500
3 4,497 kg/ha. Estos rangos de produccion dependen del tipo de estanques, la
estacibn del afo, la disponibilidad de almento, 1a presencia o ausencia de
depredadores y de los factores fisicoquimicas (Chien y Avault, 1980; Chien y Avault,
1983; Huner y Avault, 1976a; Huner, 1978a; Huner, 1978b; Romaire y Lutz, 1989;
Romaire, 2000). Independientemente de estas variables, la produccion cbtenida
representa ganancias de hasta de 70 millones de ddlares/aino (Momot y Romaire,
1981; Culley et al, 1985; Brankston ef al, 1988).

El éxito del acocil rojo es atribuible a varias caracteristicas biolégicas
inherentes a la especie, entre las que se cuentan su voracidad y su eficiencia
repraductiva. En efeclo, esta especie se reproduce tade el afo, presentando una
frecuencia de copulas a finales de mayo y principio de junio (La Caze, 1976;
Huner y Barr, 1984). La época de desove generalmente empieza en agosta y
termina en octubre, sin embargo se han registrado desoves esporadicos en
naviembre y diciembre (Dendy, 1978).

El panorama internacional nos muestra lg atractivo que resulta el acocil
r0jo, ¥ es una de las razones que ha justificado no solo su produccién, sino
también el uso de especies de acociles exaticos. Nuestro pais no puede ser la
excepcion, ya que hay planes ambiciosos para la produccion de langosta de ufia
roja Cherax quadricarinatus y el propio acocil rojo F. clarkfi, cuyg consumo €s adun



limitado (Rodriguez-Almaraz y Mendoza-Alfaro, 1999), a pesar de que la
expansion de esta ultima especie alcanza numerosos ambientes del norte de
México.

A pesar de la importancia de P. clarkii en la industria acuacultural de los
Estados Unidos de América, muy pocos estudios han sido desarrollados para
entender la fisiclogia reproductiva de esta especie y su eventual control de
reproduccian (Daniels et al, 1984). Por lo tanto resulta imperativo que para el
aprovechamiento de P. clarkii y otras especies nativas de Mexico, se analicen los
aspectos fundamentales de su fisiologia reproductiva, asi como los principales
parametros bioldgicos, particularmente aquellos relativos a la reproduccion vy
crecimiento, debide a su repercusidon sobre la estructura y dinamica de sus
poblaciones. Par lo antenar, este estudic tiene como metas principales caractenzar
la biclogia y fisiclogia reproductiva, en particular del cicle tipo de la vitelogénesis
secundaria de una pablacion de F. clarkii del estado de Nuevo Leodn, asi como los
cambios temporales de la composicion de sexos de su estructura poblacional.

Sobre este ultimo aspecto, ¢cabe mencionar que previamente a este estudio,
se han venido realizando diversos esfuerzos encaminados a elucidar diferentes
aspectos sabre |a biologia reproductiva de la poblacion antes mencionada (Abdo de
la Parra, 1981, Tabias-Chavana, 1991; Gonzalez Aguilar, 1985).

1.2.- OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general de este estudio:
Estudiar y describir el ciclo de maduracion sexual y en parlicular el de la
vitelogénesis secundaria y otros aspectos implicados en las caracteristicas

fisiologicas y estructurales relativas a la reproduccion del acocil rojo P. clarkii.

1.2.2. Objetivos particulares de cada capitulo:
a) Establecer las tallas de madurez sexual
b) Analizar la fecundidad de hembras de esta especie, comparando el

Potencial Reproductivo, Reproduccion Realizada y Reproduccion Actual,



tanto de especimenes oblenidos en campo y aquellos mantenidos en
laboratorio

c) Determinar los indices gonadosomaticos (IGS) e indices hepatosomaticos
(IHS) mensuales y por estadio de madurez ovanca

d) Describir y caracterizar histoguimicamente los diferentes estadios de
madurez de las gonadas

e) Probar diferentes apraximaciones para llevar a cabo la purificacian de la

vitelogenina plasmatica (VTG) y vitelina ovarica.

f) Caracterizar dichas moléculas en funcidon de su peso malecular,

presencia de grupos prosteticos, y el rol fisiologico en hembras maduras.

g) Relacion de los niveles de VTG y VIL con otros indices reproductivos
(GSI, IHS) y caracteristicas histolégicas de los ovocitos.

1.3. HIPOTESIS

La fecundidad (Produccion de ovacitos y huevecillos) de las hembras estaré

en funcion de su talla y estado de desarrollo de la gonada ¢ de los huevos

liberados.

Se podra diferenciar y establecer los diferentes estadios de maduracion

gonadica de las hembras utilizanda técnicas histoquimicas.

Los valores del Indice Ganadosomatico € Indice Hepatosomatico estaran en

funcion del estado de madurez ovarica y temporada de muestreo.

Mediante la utilizacidn de diferentes técnicas bioquimicas sera posible

aislar y purificar la VTG y VIL en hembras maduras, a partir de muestras de

hemolinfa y extractos de ovario, respectivamente. Y en base a las caracteristicas

estructurales de estas moléculas se podra determinar su rol fisiologico.

1.4.- ANTECEDENTES GENERALES



1.4.1. DISTRIBUCION DE Procambarus clarkif

El acocil rojo Procambarus clarkii en los Estados Unidos de América es
nativo en los estados de Texas, Alabama, Louisiana, Mississipi, Florida, Arkansas,
Tennessee, Missouri, lllinois, Nuevo México, Cklahoma). Sin embargo, hasta el
momento ha sido introducido en Arizona, Nevada, Califomia, Oregon, Maryland,
Carolina de! Norte y del Sur, Virginia, Georgia, Indiana y Ohio. [gualmente, existen
poblaciones establecidas en otras regiones del continente americano, como
Belice, Costa Rica, Republica Dominicana, Brasil, Nicaragua, Guatemala,
Venezuela, Colombia y Ecuador. Asi mismo, se ha introducido en paises
europeos cama Espana, Francia, Gran Bretana y Portugal. En Asia se le ha
localizado en China, Taiwan, Hawaii y Japdn, mientras que en el continente
Africano esta especie se intradujo en Kenia, Uganda, Zambia, Zimbawe y Uganda
(Huner y Barr, 1984; Hobbs Ill et al, 1989; Campos y Rodriguez-Almaraz, 1992).

En México, P. clarkii se encuentra en todos los estados del norte, pero en
algunas regiones de Nuevo Leon, Chihuahua y Coahuila es considerado camo
residente natural y se ha introducide en el Centro-Este de Tamaulipas, Sonora,
Centro de Nuevo Leon, Baja California y en la cuenca del rio Colerado dentro de
la vertiente del Pacifico (Hobbs Jr., 1962; Hobbs Jr., 1976; Hobbs Jr., 1984, Hobbs
Jr.,1989; Hobbs |, et a/, 1989; Campos y Raodriguez-Almaraz, 1992; Rodriguez-
Almaraz y Campos, 1994).

La introduccion del acocil rojo P. clarkii ha ocasionado un impacto
ecoldgico de magnitudes cansiderables en los diversos ecosistemas acuaticos
donde reside (Hobbs Jr, et ai., 1989). Dentro del contexto regional, la especie
exética P. clarkii ha originado un gran impacto ecoldgico, particularmente en el
centro del estado de Nuevo Ledn, ya que ha venido desplazando a la especie
nativa Procambarus regicmontanus, por lo que sus poblaciones se han visto
mermadas, hasta el grado en que actualmente la especie nativa esta considerada
coma una especie en peligro de extincién (Rodriguez-Almaraz y Campas, 1994).



1.4.2. ESTADO ACTUAL DE LAS ESPECIES NATIVAS

La mayoria de las especies nativas de México sola son conocidas en su
localidad tipo y areas circunvecinas, y desde su hallazgo y descripcion, han sido
pocos los estudios de tipo bioecalégico realizados con esta fauna, (e.g. Campos-
Gonzélez, 1982; Rodriguez-Almaraz y Campos, 1994; Rojas, 1999, Rodriguez-
Virgen, 1989). Ante este desconocimiento parcial, se corre el riesgo que algunas
especies lleguen a desaparecer y no se pueda abtener informacion bicecaldgica
de estas. Ejemplo de lo anterior, son |os siguientes casos, Cambarellus areciatus,
especie endémica de Coahuila, que desde su descripcidon no ha sida observada ©
recolectada en su localidad tipo {(Contreras-Balderas, comunicacion personal). Al
menos en el noreste de Mexica, una especie esta en peligro (P. regiomontanus),
que es una consecuencia de la alteracidbn y modificacion de su habitat, y
probablemente por la introduccidn y migracion de P. clarkii en el centro de Nuevo
Leon. Cambarellus alvarezi fue cansiderada una especie amenazada (Rodriguez-
Aimaraz y Campos,1994), sin embargo, mas tarde se declardé extinta y s0lo era
conocida para el ejido el Potosi, Galeana, Nuevo Ledn (Contreras-Balderas y
Lozano-Vilano, 1996).

En constraste, adicionalmente a la nueva especie de Procambarus de
Veracruz (Rojas ef al, 1999); se han descubierto dos nuevas especies para el
noreste de Mexico, cada una perteneciente a Pracambarus y Cambarellus que
estan siendo descritas (Observaciones personales). Asi mismao, Rodriguez-Virgen
(1999), menciona que una poblacién de P. bouvien de Uruapan, Michoacan, ha
sufrido una notable reduccidn por la captura hecha por el hombre.

14.3. ECOLOGIA E IMPACTO DE LOS ACOCILES EN LOS
ECOSISTEMAS

1.4.3.1. Habitat

Los acociles, algunas especies de langostinos y cangrejos braquiuros (e.q.
seudotelefusidos) son habitantes bentdnicos de ecosistemas de agua duice, tanta

en rios, arroyos, canales de riego, lagos, presas e incluyendo los ambientes



temporales y cuerpos de agua de cavernas (Villaiobos-Figueroa, 1955;Huner,
1997).

La mayoria de los acociles son de habitos nocturnos, y en este momento es
cuando deambulan para su reproduccién y bisqueda de alimento, mientras que
durante el dia, se ocultan en sus madrigueras o cualquier refugio disponible
(Villalobas-Figueroa, 1955; Huner y Barr 1984).

Algunas especies de acociles, como P. cfarkii, estan adaptadas para vivir
en areas gue son alternadamente inundadas y secas, esto permite el crecimiento
de vegetacion que sirve de alimento y refugio (Huner y Barr, 1984). Ademas, se
pueden lgcalizar entre detritos, piedras, raices de arboles riparios y madrigueras
(Rodriguez-Almaraz y Campos, 1994;Haobbs Jr., 1989; Villalobos-Figueroa, 1955).

1.4.3.2, Madrigueras

Los acociles construyen esfructuras simples o complejas denominadas
madngueras, de acuerda a su uso y funcion, los cambaridos son clasificades como
enmadrigadores primarios, secundarics y terciarios (Hobbs Jr., 1942; Huner y Barr,
1084).

Los enmadrigadores primarios.- Construyen madrigueras muy complejas
(Huner y Barr, 1984) y estan restringidos a este habitat (Hobbs Jr., 1942) en
donde pasan casi toda su vida dentro de ella y ocasionalmente salen a la
superficie para copular, alimentarse o buscar nuevas territarios.

Los enmadrigadores secundarios.- Ocupan generalmente madrigueras
que son simples y verticales, pero frecuentemente salen a aguas abiertas cuando
las entradas de las madrigueras estan inundadas.

Los enmadrigadores terciarios.- Viven exclusivamente en las
madrigueras en épocas de sequia 0 en invierno, ocasionalmente, pero no
necesariamente, las ocupan en épocas de reproduccion (Huner y Barr,
1984,Habbs Jr., 1989). Existe un grade de complgjidad en la estructura de este
tipo de madriguera, dependiendg si €l habitat es temporal 0 permanente. (Huner y
Barr, 1984; Huner,1990).

El acocil rojo P. clarkii (enmadrigador terciario) construye diferentes tipos de



madrigueras (Huner y Barr,1984), igualmente, se ha observado a especimenes de
esta especie protegiéndase bajo piedras que presentan restos de humedad en el
cauce de arroyos o rios secos, durante los meses mas célidos (Junio-Agosto) en

la parte central de Nuevo Leon (observacicnes personales).

1.4.3.3. Habitos alimenticios y papel politréfico

El comportamiento alimenticio en el acaocil rojo, se manifiesta parque es
atraido por el alimento animal o artificial mediante el receptores de distancia
(telereceptares), posteriomente, agitan las maxilas y maxilipedos vigarosamente
para crear corrientes que conducen el alimento hacia los érgangs sensoriales en
la region anterior del cuerpo, de esta manera lo reconocen flsicamente y puede
ser consumido (Huner y Barr, 1984),

Los acociles son considerados politréficos, pero el grueso de su dieta
consiste de detritos de plantas, siguiendo en orden de importancia las plantas y
animales vivos (Miltner y Avault, Jr. 1981; Davis,1983; Huner y Barr, 1984,
Huner,1990). El detrilo es colonizado por organismos unicelulares
descomponedores y epifiticos, el valor nutricional de este material esta dado por
esta calonizacién. Aunque los animales representan la menor contribucién a la
dieta, éstos proveen compuestos organicos esenciales, como colesteral y
proteinas (Huner y Barr,1984). Sin embargo, estudios previos sugieren que el
material animal es mas importante en la dieta de acociles juveniles que en los
adultos (Huner, 1990). A este respecto, Habbs I (1993), recopilé los estudios
sobre las relaciones tréficas de acociles y langostinos de Narteamerica, que
incluyen datos de ingestion de material vegetal y detritos, ademas de los
principales macro y micrcinvertebrados que son ingeridos por estos crustaceos.
Asi mismo, menciana las diferentes especies de peces, anfibios, reptiles, aves o
mamiferos que son depredadoras de |0s acociles.

Asi de manera general los resultados de diversos estudios efectuados por
©cologos y acuacultores arrojan que los acaciles son principalmente detritivoros-
herbivoros, debido a la presencia a |la presencia de material vegetal y los

productos de su descomposicidn en sus estémagos, rechazando practicamente fa



ingestion de material facilmente digerible como son los metazoarios de cuerpo
suave. En constraste con esta premisa, Momot (1995), realizd esludios
comparativos, donde analizé el papel de los accciles en los ecosistemas
acuaticos, y los resultados demostraron que los acociles no son omnivoros
indiscriminantes sino que presentan una predileccion por la proteina animal, y que
durante la busqueda de alimentg, ellos ingieren grandes cantidades de material
herbaceq y detritos, ya que entre este malerial son localizadas las presas, de
hecho, este grupo de animales se encuentra entre los principales carnivoros de
rios ¥ lagos, pero la fuente de proteina animal puede estar limitada por diversos
factores, por lo que los acociles tienen la capacidad de ingerir material herbaceo o
detritos, convirtiéndose en herbivaras facultativaos si la materia animal es ausente

o carente.

1.4.3.4. Cambios o modificacion del habitat por la presencia de acociles

Numerosos estudios sefialan que la materia vegetal favarece la produccion
de acociles en areas naturales y de cultivo. El usa de pastos silvestres y otras
plantas terrestres, incluyenda el arroz, son cultivadas ¢ se permite que crezcan
dentro de los estanques de cultivo para |la formacion de detritos (Huner y Barr,
1984; Huner, 1990). En édreas naturales el material vegetal aloctono y las
macrofitas contribuyen en |a produccién y refugio de los acociles. Tanto |a
disminucién de la vegetacion natural que sirve de alimento, como la pobre calidad
del agua, son dos de los principales problemas en el cullive de acociles en
Louisiana (Miltner y Avault Jr.,1981)

Por otra parte, se ha sugeridc que los acociles juegan un papel importante
en la estructura de las macrofitas y las comunidades de invertebrados que se
refugian entre ellas. (Lodge y Lorman, 1987). En efecto, las comunidades de
macrofitas son reducidas ¢ eliminadas durante la actividad forrajera ¢ busqueda
de presas por parte de los acociles (Momot, 1995). Por ejemplo, Lodge et al.
{1994), mencionan que el acocil O. rusticus ejerce un efecto significativo en la
reduccion de las macrofitas, |o cual {rae como consecuencia repercusién en el

microhabitat, ya que estas plantas sirven como substrato para el crecimiento de



perifitdn y refugio de muchos macrainvertebrados.

A este respecto, se ha reportada que las plantas acuaticas como Elodea
(Egeria densa) y la plamta Lagarto (Althemanthera philoxeroides) resultan
adecuadas para incrementar la superficie del substrato y son a su vez una fuente
de alimenta para los acociles (Nelson y Dendy, 1979).

En el mismo sentido, Hill y Lodge (1995), sefialan que los acociles afectan
directamente a mas de un nivel trafico (detrilivoro, macroinvertebradas, herbivaros
y macrofitas). Sin embargo, |a actividad forrajera de los acociles podria controlarse
a través de la biomanipulacion, camo serfa en el caso de la introduccidn de peces
depredadores de invertebrados, que contribuyen con este comportamiento
alimenticio, en el crecimiento y abundancia de las macrofitas. Igualmente,
Charbelois y Lamberti (1996), mencionan que algunos acociles, como Orconectes
rusticus, afectan directa e indirectamente €l bentos de un ambiente Itico,
ocasionanda un efecto de cascada trofica, ya que tienen un efecto muliitréfico en

las redes alimenticias de los arroyos, donde esta especie habita.

1.4.3.5. Calidad del agua en ambientes naturales y de cultivo

La alcalinidad, dureza, oxigeno, pH, salinidad y temperatura, se encuentran
entre los principales parametros fisicoquimicos que deben ser considerados
durante el manejo de peblaciones naturales y de cultivo de acociles (Huner y Barr,
1984, Huner 1990). Asi mismo, ha sido senalado que el incremento en la dureza
del agua aumenta el promedio de peso ganado y supervivencia del acocil rgjo (P.
clarkii) (de la Bretonne et ai.,1969; de la Bretonne Jr., y Avault Jr.,1971). Por otra
parte, la reduccién de oxigeno representa un gran problema para el cultivo de
acaciles de Lauisiana, ya que valares mengres de 3 ppm causan estreés, reduccidn
en el crecimiento y mortalidad (Avault Jr. et al., 1974; Ramaire, 1986; Culley y
Ducbinis-Gray, 1987).

La resistencia a los cambios en estos parametras es en funcion de la
especie. Asi por ejemplo, el acocil australiano Cherax destruclor es mas tolerante
a las bajas de oxigeno que Cherax tenumanus, esta ultima especie trata de

escapar de su habitat buscando oxigeno atmosférico, como ocurre en otras
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especies de acociles (Huner, 1986). Otro ¢aso es el del acocil europeo Astacus
astacus qQue puede tolerar concentraciones de oxigeno disuelto de 2 ppm durante
el invierno en (agos de Finlandia (Avauit Jr., 1976).

En lo que concierne al género Procambarus, de acuerdo a Romaire (1986)
y Huner {(1990), mencionan que las principales parametros fisicoquimicos y sus
respectivos rangos, que deben ser considerados durante el cultivo de los acociles
P. clarkii y P. zonangulus.

Temperatura: 21-25 °C

0;: >3 ppm

pH: 6.5-8.5.

Qureza (CaCOs): 50-400 ppm

Alcalinidad 50 - 400 ppm

Salinidad (agua dulce): 10-15 ppm

Toxicidad: amplia a diferentes pesticidas, los insecticidas resultan mas

toxicos que los herbicidas y fungicidas.

1.4.4.- BIOLOGIA REPRODUCTIVA

1.4.4.1. Dimorfismo sexual

Los acociles cambaridos tienen un ciclo de vida distintivo que involucra una
alternancia morfolagica entre formas sexualmente activas e inactivas. La forma
activa es nombrada c¢omo forma |, pero una vez que los adultos mudan
nuevamente se transforman a una forma Wl, sin embargo, esta forma no puede ser
distinguida de la forma inmadura (Huner,1990). El dimorfismo sexual en los
acociles queda de manifiesto en fa mayor talla de machos adultas en comparacidn
con las hembras, ademas sus quelas son mas largas y gruesas (Hobbs Jr. y
Marchand, 1943; Huner y Barr, 1984; Huner y Lindgvist, 1991). La diferenciacion
sexual en Procambarus, es reconacida en las hembras por la presencia de los
gonoporos en los coxopaditos del tercer par de pereidpodos y la existencia de una
abertura en forma de herradura entre el 4° y 5° par de apéndices toracicos
llamado annulus ventralis, en donde el macho deposita €l espermatéforo. En el

caso de los machos esta diferenciacidn marfcldgica se distingue por el desarrolio
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de las quelas y la ornamentacién y dureza de los pleépodos | (gonépodos) Hobbs
Jr. (1989). Los gonoporos se ubican entre el 5° par de pereibpodos y sus primeros
pleépodos estan modificados para realizar la copula; en Procambarus clarkii se
presentan adicionalmente unos procesos a manera de ganchos en el izquio del 3°
y 4° par de perei6podos (Hobbs Jr. y Marchand, 1943; Huner y Barr, 1984). En la
Fig. 1.1 se presentan dichos caracteres dimérficos de acuerdo a Huner y Barr
(1984).

Ganchos en 3°y

4° jizquiopodito
Gonoporos
Gonoporos
i odiEess 4
modificados

Pleopodos

L

Fig. 1.1.- Dimorfismo sexual de Procambarus clarkii en base a caracteres
externos, A) Hembra y B) Macho. (Tomado de Huner y Barr, 1984).

1.4.4.2. Maduracion sexual

La talla a la cual llegan a su madurez sexual los acociles depende de la
especie (existen variaciones interespecificas e intraespecificas), potencial
genético de crecimiento y condiciones ambientales (Huner y Romaire, 1978;
Momot, 1984; Lutz y Wolters, 1986). Sin embargo, se considera que la densidad
de organismos es mas importante que el factor genético en la determinacién de la
talla de madurez (Huner et al, 1994). La talla promedio de madurez en los
acociles es una buena indicacion del crecimiento potencial de estos en un habitat
especifico (Huner, -—-). En las especies de Procambarus la talla de madurez varia
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de 45 a 125 mm de longitud total, en particular, las hembras de P. clarkii pueden
alcanzar su madurez desde los 50 mm, alcanzando tallas entre los 89 a 108 mm
de longitud total (Huner y Barr, 1984; Huner, 1980; Corey, 1987a; Huner y
Lindqvist, 1881, Aiken y Waddy, 1992). Estos cambaridos maduran en un amplio
rango de talla, por lo que la talla no es un criterio adecuado para identificar a los
acociles de forma Il (Huner ef al., 1994). Esta especie alcanza su madurez sexual
normalmente en 6§ @ 8 semanas, pero puede prolongarse hasta 6 meses y pueden
vivir .hasta 18 meses (Sukg, 1958; Black y Huner, 1976; Huner y Avault Jr.,
1876b). -

En otras especies, como en O. virilis |la madurez ocurre entre los $ a 11 cm
de longitud total (Huner, 1990).

1.4.4.3. Cortejo y cépula

Los machos y hembras de acociles maduros son descritos como forma |
(Habbs Jr., 1872) y no mudaran antes de que el ciclo reproductivo este terminado.
Estos pueden copular libremente, y la hembra puede iniciar el acto de copula. En
€l casa de los machaos sin quelas, estas pueden copular, pero no pueden competir
exitosamente con machos que tengan sus quelas intactas.

Los acaciles exhiben un comportamienta copulatorio distintiva (Huner y
Barr, 1984; Huner, 1990). Este comportamiento se resume en encuentros de
ambos sexos, previo a un reconocimiento quimico y visual, que inicia con peleas
entre ambos sexos, utilizando sus quelipedos, hasta que el macho sostiene
firmemente a las hembras con estgs apéndices, postrando a la hembra con su
dorso en el substrato. Posteriormente el macho usa sus pléopodos modificados en
gondpodios para dar inicio a la cdpula, esta puede durar de unos cuantos minutos
hasta una hora y media. Finalmente, los machos transfieren con gonopodos
ersctos un espermatdfare en un receptaculo semina! (annulus ventralis) de las
hembras. El esperma queda almacenado, por un pericdo que se puede extender
hasta 8 meses, hasta que ocurre la ovulacion, debido a que la fertilizacion es
externa. (Huner y Barr, 1984).

El compeortamiento reproductivo en [0s machos depende de su estado de
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desarrollo, en el caso de Procambarus clarkii se presentan dos formas de acuerdo
a esta caracteristica. Una vez que los machos han alcanzado un desarrollc en e!
que se observa la presencia de ganchos en los pereidpodos, los gonopodios y
guelas alargadas se dice que son forma | (sexualmente activos); posteriarmente a
la forma | se presenta una muda en la que se observa una apariencia de “juvenil’,
entonces se dice que han llegado a la forma |l (inactivos sexualmente).
Normalmente en una siguiente muda estos retornaran a la fase | (estado activo).
Es comun que los cambaridos altemmen las formas activas y de apariencia juvenil (|
y |l respectivamente) a 1o largo de su vida (Huner y Barr, 1984, Huner ef al,
1994).

El acocil rojo es una especie que se puede aparear durante todo el afno
{Lowery y Mendes, 1977, Huner y Barr, 1984; Gonzalez-Aguilar, 1995); aunque la
mayoria de las cOpulas acurren entre finales de Mayo y principios de Junio, sienda
estas fertilizadas a finales del verano o principios de ctofio (Avault, Jr. 1972;
Habbs Jr. y Marchand, 1843; La Caze, 1976; Huner y Barr, 1884; Huner y
Lindgvist, 1991).

1.4.4.4. Desove e Incubacion

Es practicamente desconocido el ciclo reproductivo de la mayoria de las
especies mexicanas de acociles, salvo por algunos estudios efectuados. En
refacion con esto, Campos-Gonzalez (1982), describid aspectos del ciclo de vida
de P. regiomontanus y otr¢ hecho par Cruz y Civera (1982), quienes estudiaron el
desove e incubacion del acocil enano Cambarellus montezumae. Otros estudios
han sido hechos con la especie ahora residente del norte de Meéxico, P. clarkii,
para la cual se han caracterizado aspectos de la madurez sexual, fecundidad y
ciclo vitelogénico (Gonzalez-Aguilar, 1985; Abdo de (a Parra, 1991, Tobias-
Chavana, 1991).

Las especies de acociles del norte de los Estados Unidos de Ameérica y
Canada desovan los huevas en otofio, cuando |a temperatura del agua y longitud
del dia decrece rapidamente, pero estos son desovados principalmente en
primavera (Huner, 1990; Huner y Lindqvist, 1991). En cambio, las especies de
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latitudes mas bajas, coma P. clarkii, desovan durante todo el ano (Huner, 1990),
pera los "picos” de desave se registran a finales de verano u otofia (Avault
Jr.,1972; Huner y Barr, 1984). Esta especie localizada en el centro de Nuevo
Leén, presentan un patrdn reproductivo similar al de las poblaciones de esta
misma especie localizadas en dreas naturales y de cultivo de Louisiana
(observaciones personales).

Las hembras de cambaridos se refugian en madrigueras o en otras areas
para desovar e incubar los huevecillos (Huner y Barr, 1981). Antes de ovipositar la
hembra limpia su abdomen con los pereidpodos y una sustancia gelatinosa "clara”®
es liberada por glandulas de cemento localizada en ¢l abdomen y urépodos. Estas
glanduias se alargan y forman parches amplios de calor blanco en el abdomen y
urépodas (Huner ef af., 1994).

Posteniormente, los huevos salen de los oviductes que se abren en el tercer
par de pereiopodos, conforme se van liberando se fertilizan con el esperma
almacenado en el receptaculo seminal. Utilizando la "clara" y la propia pared
adherente de los huevecillos estos gquedan unidos en las setas de los pledpodos
de tal manera que quedan protegidos (Cruz y Civera, 1982; Huner y Barr, 1984;
Hurer y Lindqvist, 1991; Huner ef al., 1894).

Una vez liberados los huevecillos permanecen adheridos en los pledpodos
de las hembras para su incubacion. El tempo de incubacidn varia can ia especie,
la latitud y la estacion. Al respecto, Corey (1991) menciona que los huevecillos
producidos por hembras de acociles normalmente pueden eclosionar en un
periodo de 4 a § semanas. Sin embargo, en P. clarkii, especie ampliamente
estudiada sobre estos aspectos, el pericdo de incubacion depende de la
temperatura y puede ser tan corto como 3 semanas durante el verano o a
temperatura de 22 a 24 °C y tan largo como 2 a 6 meses, cuando son desovados
entre el otofio o invierno, o si las poblaciones estan ubicadas en latitudes nortefias
(Avault Jr., 1972; Huner y Barr, 1984, Huner, 1990; Huner et al, 1994). Al
respecto, Suko (1954, 1956), menciona que el desarrollo de huevos fertilizados a
temperaturas de 22.8 ° C es de 17 dias, mientras que a 9 ° C el desarrollo se

alarga hasta 162 dias.
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Durante la incubacidn, la hembra mantiene la circulacién del agua, gracias
a los movimientos de sus pledpodos, para aumentar |la oxigenacion y evitar el
depésito de sedimentos (Auvergne, 1982); no obstante los huevecillos estan
propensos a infecciones causadas por el hongo Saprofegnia parasifica, que puede
causar la muerte a estos (Avault Jr., 1972). La maduracion y desamollo de los
huevecillos dependen primordialmente de la temperatura, las condiciones de las
madrigueras y la ausencia de |uz en estas (de la Brelonne y Avault Jr., 1976).

En el interior de los huevecillos acurre un desarrollo interno pasando por
varios estadios de crecimiento (morula, gastrula, nauplios y embrion tardio), antes
de su eclosion (Huner y Barr, 1984). Por lo tanto de la eclosion se obtienen
juveniles y no larvas como ocurre en otros crustaceos decapodos, por lo cuél
quedan reducidos los requerimientos necesarios para €l buen desarrollo de los
estadios larvales (Goyert y Avault Jr., 1978). Este tipo de desarrollo se denomina
abreviado. Los juveniles permanecen con la madre hasta la segunda muda (Huner
y Barr, 1984; Huner, 1990; Corey, 1991).

1.4.4.5. Fecundidad

Los estudics de fecundidad han sido reconocides como un aspecto
ecolégico importante en las pablaciones de crustaceos (Corey y Reid, 1991). En
los accociles, la produccion de huevecillos es un¢ de los aspectos mas
significativos para su manejo en las pesquerias y acuacultura, ya que este
parametro es de transcendencia para la conservacion del “stack” de las especies
nativas (Huner y Lindquivist, 1991).

El nimero de huevos producidos y liberados de los ovanos de las hembras
en los cambaridos, es directamente proporcional a su talla. Por ejemplo, una
hembra de 57 mm puede producir 100 huevecillos, una de 80 mm produce hasta
300, mientras que una de 98 mm llega a producir alrededor de 500 huevos. En
cada puesta el ntfumero de huevos es generalmente menor al nUmerg de ovocitos
producidos en el ovario (Huner y Barr, 1984). Se ha observado en habitats
favorables para P. clarkii , que las hembras obtienen una mayor talla y en
condiciones desfavorables maduran, pero son mas pequerias y menas “fecundas”
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(Huner y Lindqvist, 1961).

Huner y Lindqvist (op. cit.) encontraron una relacién directa entre el numero
de huevecillos y la talla en hembras de P. clarkii, a los 70 mm de longitud total
producen 325 huevecillos, mientras que a los 100 mm producen 605. Sin
embargo, en la literatura se observa una variacion importante en los valores de
fecundidad. Por ejemplo, Avault Jr. (1972), registra para P. clarkii hasta 700
huevecillos por desove, mientras que Somer (1984), encontrd un rango de 124 a
956 huevecillos. Por otra parte, Abdo de la Parra (1991), encantré en una
poblacion de Procambarus ciarkii de Nuevo Ledn, hembras gravidas con un rango
de 149 a 495 huevecillos, cuya maduracién varié de 6 a 32 semanas.

1.4.5. CRECIMIENTO

El crecimiento en los acociles, como en el resto de los crustaceos se
produce a través del proceso de muda o ecdisis, el cual implica el
desprendimiento del exoesqueleto y la formacidn de uno nuevo, esto permite que
se expandan los tejidos con el consecuente incremento en tamano y volumen
(Huner y Barr, 1984, Aiken y Waddy, 1992). Durante este procesq, las individuos
presentan cambios en su fisiologia, bioquimica, conducta y anatomia. Los factores
gue pueden influir sobre el crecimiento desde la fase juvenil, incluyen la especie,
densidad, temperatura, fotoperiodo, nutricion, condiciones hidroldgicas y stress
(Abrahamsson, 1972; Bittner y Kopanda, 1973; Black y Huner,1978; Goyert y
Avault, Jr. 1978; Romaire, et al, 1978; Huner y Barr, 1984; Aiken y Waddy, 1992).
El crecimiento somatico obtenido por la muda, se inhibe durante el proceso de
reproduccion, periodo durante el cuval los organismos se resguardan en sus
madrigueras o refugios (Huner, 1976).

Los juveniles recien eclosionados miden 7 mm aproximadamente, se
alimentan del vitelo y permanecen unidos a la membrana del huevecillo mediante
un filamento membranoso que se pierde después de varios dias (Auvergne,
1982); este estadio primario, presenta algunas caracteristicas como el cefalotdrax
engrosado y redondeado, el rostro plegada hacia la parte inferior, la cola en forma
redondeada u oval y sin urdpodos, el cuerpo es transparente y los Qjos son
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sésiles.

Los juveniles de especies de diferentes latitudes, permanecen con la madre
hasta el estadio lll, para posteriormente ser independientes (Corey, 1987 b;
Momot, 1984; Huner et ai., 1994), por lo que es evidente un cuidado materno
(Pollock, 1991). Asi, si un juvenil o varios se separan de la madre, estos san
atraides por un feromona materna (Hurner y Barr, 1984; Huner ef af., 1994),

Estas formas recién eclosionadas mudan varics dias después para
convertirse en juveniles mas grandes, |0s cuales se caracterizan por presentar las
mismas proporciones que los adultos; la cola se ensancha, los urdpodos se van
desarrollando, y el caparazdn se endurece. Una vez que la hembra sale de la
madriguera, os juveniles se¢ pueden separar de la madre y nadar libremente,
ademas de alimentarse, en esta etapa miden cerca de 8 mm de langitud total (LT)
(Huner y Barr, 1984; Huner et al., 1994).

Los juveniles de P. clarkii pueden ser encontrados durante todo el afo
(Penn, 1943; Suko, 1958) y llevan a cabo 11 mudas durante su crecimiento, hasta
antes de aicanzar su madurez sexual (Suko, 1953; Black, 1966; Huner y Barr,
1984). Las primeras dos mudas se efectian cuando ain estan adheridos al
abdomen de la madre, con un aumente en talla, que puede ser de hasta 6.3 mm
por muda. El tiempo entre una muda y otra es de 5 a 6 dias para los
juveniles(Huner y Barr, 1984). La maduracion sexual en los acociles puede darse
en un liempa breve que fluctia de § semanas a casi tres meses, bajo condiciones
ideales. Sin embargo, en general toma de 5 a 6 meses en latitudes surefias y 10-
18 meses en latitudes nortefias (Payne, 1978, Huner y Barr, 1984). La
reproduccién se puede iniciar cuando una generacion tiene cuatro meses y medio
de vida (Huner y Barr, 1984).

La tasa de crecimientc mensual €s mayor en machos que en hembras
debido a los periodos de incubacion y cuidado de juveniles (Hazlett y Rittschof,
19885). En Qrcanectes virlis el crecimiento se ha relacionada con un aumenta en
la calidad de alimento, principalmente de larvas de insectos (Momot y Jones,
1977).

Se considera que los acaciles son los miembros mas grandes y longevos
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de los crustaceos dulceacuicolas de Norteamérica (Momot et a/, 1878). Muchas
especies de acociles de latitudes bajas tienen una longevidad mas corta, como las
especies del género Procambarus que viven dos afos 0 menos, mientras que las
especies de cambaridos de latitudes altas y ambientes frios, usualmente viven de
4 a 16 anos, ademas que su madurez es mas tardia (Momat, 1984). En un
bioensayo de laboratorio, el crecimiento de P. clarkii alcanzé tallas de 74.60 mm,
talla mucho menor a la abservada en |as poblaciones naturales de Nuevo Ledn
que alcanzan valores de hasta 108 mm (Rodriguez-Almaraz y Compean-Jimenez,
1991).

1.4.6. IMPORTANCIA DE LOS ACOCILES

1.4.6.1. Produccion de acociles en areas naturales y de cultivo

Anteriormente se discutid la importancia de las planias y el significado de
su posterior descomposicion para la produccion de acaciles en areas naturales y
silvestres.

En afos recientes, Momot (1995), presentd datos de la produccion de
acociles en areas naturales de diferentes especies, que fluctian de 17670 Kg/ha
en estangues y lagos, y de 64 a 505 kg/ha en ambientes léticos. En lagos de
Michigan, Orconectes virilis domind la produccion bentdnica, con valores de
1,000-1,400 kg/ha {(Momot et al, 1678).

Los acociles en los E.U.A. son cultivados en aproximadamente 46,000 ha
de estanqueria produciendo casi 25000 toneladas métricas, el 90% de la
produccion se encueniran en Louisiana donde se culliva principalmente P. clarkii,
(Huner y Lindqvist, 1991; Lutz y Wolters, 1999). La produccion comercial de acociles
de Norteamérica, se basa principalmente en dos especies P. clarkii y P. zonangulus,
la primera especie representa entre el 80% (Lutz y Wolters, 1999) y el 85% (Huner,
1997) de dicha produccion.

La produccion de acociles estd determinada por las caracleristicas de los
estanques. Al respecto, Romaire y Lutz (1989) reportan una produccién de 536-
642 kg/ha, sin embargo, con un buen manejo la cosecha puede alcanzar valores
de 800 a 1,000 kg/ha anuales, y en ausencia de depredadores puede haber
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rendimientos de 2,200 kg/ha a 2,800 kg/h (Huner, 1878b; Avault Jr, y Huner,
1985). En campos de arroz 0 en estangues abiertos normalmente se registran
cosechas de 1,000 a 1,200 kgfha (Huner, 1890).

Los acociles pueden ser consumidos y bien aprovechados una vez que
hayan alcanzado una talla de 100 mm (Huner y Lindqgvist, 1991), no obstante, que
solo se aproveche el misculo abdominal (cola) que representa entre €l 12 al 15%
del peso del animal (Culley et al, 1985). Actualmente, se ha iniciado la
comercializacion del acocil en una forma denaminada "acocil suave" (Soft shell),
que ofrece como ventaja el poder consumir hasta un 95 % del peso corporal
(Huner y Lindqvist, 1991).

1.4.6.2. Nutrician

En diferentes estudios se ha mencionado la importancia de la vegetacion
(alactona y autéctona) como fuente de alimentacidn para los acociles que son
cultivados en Norteamérica. En estos se plantea que la carencia o disminucion de
este tipo de alimento, detiene el crecimiento de los organismos en tallas
subcomerciales (<76 mm de longitud total) y esto ocasiona perdidas en la
produccion dé acociles (Avault Jr. et ai, 1974,Cauge et al, 1982). El detritos
vegetal producido en los campos de arroz es considerado €l principal nutrimento y
es la base de las redes alimenticias de un estanque de cultivo de P. clarkii,
(Huner, 1990). Se ha establecida que el detritos esta directamente relacionadg a
la proporcion de C:N, una alta relacion de C.N {17:1) es una medida indicativa del
alto valor nutricional del detritos para acociles (Avault et al, 1983).

Sin embargo, Momot (1995) discutio el papel nutricional asignado al detritos
vegetal, considera que del 30 al 50% del Nitrégeno encontrado en detritos de
diferentes tiempos de descompasicion, consiste de compuestos nitrogenados no
proteicas, estos son resistentes a la degradacion quimica y no son asimilados por
los detritivoros  Los acociles no pueden digerir totalmente estos compuestos por lo
que tienen que ingerir grandes cantidades de detritos para obtener un beneficio
nutricional. Finalmente concluye que la relacion C:N es de ligera utilidad como una

medida del valor nutricional. El detritos sclo sirve para proporcicnar algo de
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energia para el mantenimiento, pero es incapaz de sostener el crecimiento. En
ambientes loticos, el detritos puede ser ingeridc accidentalmente porque
constituye el substrato para complejas comunidades de insectos y metazoarios de
cuerpao suave,

En México, no existen estudios dirigidos sobre aspectos alimenticios de las
especies nativas, no obstante, hay reportes preliminares con la especie exdtica P.
clarkii, donde se probaron dietas naturales (Murioz-Ortiz, 1993) y alimentos
formulados (Re Araujo, 1985, Cordero-Esquivel, 1988). Uno de los aspectos
ecologicos mas importantes a estudiar, es el papel y efecto de las actividades
alimenticias de las poblaciones de acociles mexicanos en lgs diferentes
ecosistemas que habitan.

1.4.6.3. Especies exdticas

No obstante que la principal razdn de la introduccién de acociles, en
particular de P. clarkii, sea de interés ecandmica, existen ejemplos de diversas
consecuencias negativas a nivel ecologica a raiz de la introduccion de esta y ofras
especies (Avault Jr., 1976; Holibs Jr., 1984; Hobbs Jr., 1989). Un ejemplc en
nuestra region, es el posible desplazamiento de la especie P. regiomontanus
nativa de Nuevo Ledn, la cual hasta 1985 era dominante en la cuenca del Rio
San Juan (Campas y Rodriguez Almaraz, 1992; Rodriguez et al., 1993; Rodriguez
Almaraz y Campos, 1994).

En México se han registrado tres especies exdticas de acociles: Orconectes
virifis, Procambarus clarkii y Cherax quadricarinatus. La primera especie ha sida
ubicada al norte de Chihuahua (Campos-Gonzalez y Contreras-Balderas, 1985), y
podria compartir el habitat con P. clarkii, que tiene una amplia distribucion en el
norte de Meéxico (Campos y Rodriguez-Almaraz, 1992).

La langosta de una roja Cherax quadricarinatus nativa de Australia, es una
especie que ha sido introducida en varios estados de Méexico con la intencidn de
producirla comercialmente (Rodriguez-Almaraz y Mendoza-Alfaro, 1999). Hasta el
momento, no es conocido el efecta ecologico por |a introduccidn de esta especie

en nuestro pais, no solo para los acociles nativos, sino también para otros grupas
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de crustaceos decapodos de agua dulce y macroinvertebrados.

La introduccion de especies acuaticas de una region geografica a otra, se
justifica por el bienestar econdmico que ofrecen, tanto en la acvacultura y
pesquerias. La posible utilizacidn en México del acacil rojo y de la langosta de ufia
roja, se basa por el aparente éxito que ha tenido la produccion acuicola y
demanda de estos crustacecs en diferentes partes del mundo. Ademas, para
ambas especies se han logrado desarrollar las técnicas de produccion y manejo,
que conllevan a una facilidad relativa de su cultivo, lo cual viene a ser
potencializado por el desconocimiento bioecologico y de produccion de las
especies nativas. En los Estados Unidos de Ameérica, los acuacultores han
mostrado interés en cullivar la langosta de ufa roja, sin embargo, las autoridades
han sido muy cuidadosas en no permitiv cultivar esta especie en estanqueria
abiena (Huner, 1997).

1.4.6.4. Mercado y usa actual de las especies nativas y exdticas

El aprovechamiento de las especies nativas es casi totaimente
desconocido, salvo €l consumo local del acocil enano Cambarellus montezumae,
que es capturado de manera artesanal en diversos estados del centro del pais.
Esta especie ha sido consumida desde los antiguos pobladores del valle de
México hasta su actual comercializacién a baja escala en los mercados populares.
(Rodriguez-Almaraz y Mendoza-Alfara, 1899).

La pesqueria de diversas especies mexicanas del género Procambarus es
considerada artesanal, y no hay datos de los valores de produccion (Huner, 1995).
Ante esta situacion, consideramos importante el estudio de diferentes poblaciones
de acociles, particularmente las del genero Procambarus, ya que alcanzan las
tallas mas atractivas para su produccion y comercializacion, de esta manera se
podria determinar que especies y cuales areas geograficas son susceptibles para

una produccién armonica de este recurso sin mermar las poblaciones naturales.
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CAPITULQ 2.- ANALISIS DE LA FECUNDIDAD EN HEMBRAS DE Pracambarus
clarkii

2.1. INTRODUCCION

Los estudios de fecundidad han sido reconocidos como un aspecto
ecologico importante en [as poblaciones y el conocimiento def ciclo de vida de
cualquier especie (Corey y Reid, 1991). El conteo de huevos es usado para
describir el potencial de fecundidad en muchas especies acuaticas (Snyder, 1983).
En los acociles, la produccién de huevecillos e€s uno de los aspectos mas
significativos para su manejo en las pesquerias y acuacultura, ademas, este
parametro es de transcendencia para la conservacion del “stock™ de las especies
nativas (Huner y Lindqvist, 1991). Estos crustaceos son los invertebrados
bentonicos mas importantes desde el punto de vista energético y son dominantes
en muchas regiones templadas de Norteamerica, Europa y Australia (Momot,
1984, Corey, 1991). Esto se debe no solo a que estos ocurren en gran humero,
sint gque se propagan rapidamente (Corey, 1991). Se considera que la
alimentacién, calidad del agua y refugio de (0s acociles contribuyen a la mayor
produccion de huevecillos (Huner y Lindgvist, 1991).

2.2. ANTECEDENTES

2.2.1. Estrategias y factores ambientales que influyen en la produccion

de huevos en acociles.

Los acociles no tienen un estado larval, probablemente en respuesta a las
condiciones de los sistemas [6ticos, donde ocurren normalmente, ahi la corriente
del agua es unidireccional y constantemente remaveria las larvas de una
poblacion (Cobb y Wang, 1985). Los acociles pueden ser estrategas r o K de
acuerdo al tamano de huevo que produzcanh. Un estratega r, tiene una vida corta,
crecen rapidamente y producen un alto numero de pequefios huevecillos, de aqui
que P. cfarkii sea considerado un estratega r, ya que sus huevos llegan a medir 2
mm de diametro. Por otra parte, los estrategas K, viven par largo tiempo, crecen
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lentamente y producen pocos huevos que son grandes, como en el caso de
Cambarus robustus, cuyos huevos miden 3 mm de didmetro. Los estrategas K,
viven en climas frios y (a incubacién prolongada permite que los huevos
contengan mas reservas organicas, para asegurar un desarrolld viable de 10s
juveniles durante la incubacién (Huner y Lindqvist, 1991).

La luz y la temperatura como en otros arganismos, afectan el ciclo ovarico
de los acociles, esto permite a los acuacultores manipular el ciclo reproductivo,
produciendo juveniles sobre una base predecible. Los acociles expuestos a un
fotoperiodo corto y normal maduran rapidamente, en c¢ambio cuando son
mantenidos en fotoperiodo constante o dias largos estos presentan un
reciclamiento ¢ontinuo, que afecta la maduracion sexual (Huner y Lindqvist, 1991).

Existe un efecto de la nutricion sobre la reproduccion de acociles, en
Cherax tenuimanus bajo condiciones de cultivo, la produccién de huevos se ve
alectada negativamente por una pobre nutricidn, los cuales son pequenos y
escasos, en cambio cuando hay una disponibilidad importante de detritos las
hembras fueran mas productivas (Morrissy, 1975). Momot (1884), sugiere que la
fecundidad de O. vinlis es controlada por la disponibilidad de alimento para
hembras adultas. France {1983), encontrd en esta misma especie, que la relacion
talla-fecundidad, varia con la produccion de los lagos, asi, cuando son mas
productivas es més alta la fecundidad y mayor el crecimiento somdatico de las
hembras. Otrg factor que puede influir en la produccion de huevecillos, son los
pigmentos carofencides que son depasitados en altas concentraciones en los
huevos, la deficiencia de estos, afecta la viabilidad de embriones y larvas (Castell
y Kean, 1986).

2.2.2. Perdida de huevecillos

Los acociles, asi como otros grupos de crustaceos decapodos pierden un
gran numero de huevecillos y larvas durante la embriogénesis, la eclosian y el
desarrollo farval mientras estén adheridos a la hembra (Corey, 1987; Corey, 1991;
Kuris, 1991). Consiguientemente, en los estudias de fecundidad en crustaceos, es
importante observar las diferencias en talla del huevo o cualquier cambio en el
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nimero de huevecillos durante el desarrollc. Si existe alguna diferencia
significativa, los estados de desarrollo deben ser consideradcs separadamente. La
alta produccion de huevos se considera coma una estrategia ecaldgica-evolutiva,
por ejemplo, el excesivo nimero de huevecillos desovados por algunos
camarones alfeidos pudiera actuar comao una reserva para compensar la perdida
de huevecillos durante el desarrollo, con el cual maximizan el nimero de larvas
eclosionadas (Corey y Reid, 1991; Corey, 1991). La perdida de huevecillos en
hembras de acociles durante la ovipasicién y la incubacion puede variar de 0 a
69 8% (Carey, 1991). En P. clarkii, de acuerdo a Penn (1943), el porcentaje de
perdida es de 38.3% (Tabla 2.1). Por otra parte Kuris (1991), para esta misma
especie registra una perdida del 28%, y menciona que esta perdida no tiene una
asogciacion con la talla de la hembra. Estas perdidas de huevecillos en acociles y
en otras especies de crustaceos decapodos, se atribuyen a diferentes factores,
por ejemplo, la fuerza de 1a corriente del agua (Corey, 1991), presencia de huevos
infertiles (Carey, 1991; Kuris, 1991), una inadecuada adhesion de los huevecillas
(Corey, 1991) y una perdida durante la oviposicidn y fracaso en la eclosién (Kuris,
1991). En los acociles contrariamente a algunos camarones peneidos (e.g.
Litopenaeus setiferus) no es comun la retencién de huevos atresicos, después de
la extrusian de la masa de huevos (Kuris, 1991). En laboratorio se ha observado
que las hembras tienen problemas para expulsar los huevos, y a veces estas
mueren mientras reabsorben sus ovocitos madurgs (Penn, 1943; Mason, 1970).
Otras causas pueden deberse a procesos mecanicos, como el desprendimiento de
huevos de las setas de los pledpadgs, esta podria ser una consecuencia
necesaria del desarrollo normal de los huevos, ya que la talla de estos se
incrementa sustancialmente durante el desarrollo; ademas la perdida se puede
atribuir a la abrasion de la masa de huevos en las madrigueras y al manejo de
hembras ovigeras (Kuris, 1991, Shields, 1991).

Entre otras perdidas, se atribuye el crecimiento de juveniles adn sobre el
cuerpo de la hembras, causando la separacion de los mismos. Ilgualmente
contribuye |a talla de la hembra, lo cual al liberar un exceso de huevos, propicia
que algunos pueden quedar fuera del area protectora. También se han atribuido
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perdidas al parasitismo de Crepidostomum cornutum (Carey, 1991). En el caso de
que los huevos no sean fertilizados, estos llegan a ser cubiertos por hongos vy
comidos por las hembras (Corey, 1987; Corey, 1991). Todas las especies de
acociles de Norteamérica, incluyendo P. clarkif, son resistentes a la plaga del
hongo Aphonomices astaci, pero son porladoras de la enfermedad (Vey et al.,
1983). En algunos decapodos, puede existir un canibalismo matemal, como una
medida para separar huevos infectados (Aiken et al.,1985 ).

La extrusién incompleta de huevecillos en algunas especies de acociles, es
sequida por la reabsorcion de estos, asi por gjemplo en O. propinquus, el
porcentaje de ovocitos reabsorbidos vara de 5 a 7% (Corey, 1991).

La perdida de huevecillos causada por Ja velocidad de la corriente de un rig,
s€ ha observado O. propinquus, donde se determino una relacion negativa entre el
nimera de huevecillos liberados v la corriente, la fuerza de esta durante las lluvias
de primavera, tiene dos efectos: primeramente, el substrato cambia y causa un
incremento en el movimiento de las hembras ovigeras, consecuentemente hay
perdida de huevos. En segundo lugar, |a corriente puede ser tan fuerte que evita la
copula de primavera, que es importante para una exitosa fertilizacion y llega a
intervenir en la adherencia de hueves(Carey ,1987). Otros factores que afectan la
fecundidad en los crustaceos son la temperatura, salinidad, desecacion vy
contaminacion par metales pesados (Kuris, 1991; Shields, 1991).
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Tabla 2.1.- Comparacion interespecifica del porcentaje de perdida entre el numero de ovocitos en
el ovario y €l numero de huevecillos abdominales ¢ juveniles del estadio Il (Tomade y modificado
de Corey, 1991).

Especie % de perdida de Autor
huevecilios
Cambarus longulus longulus Cerca de 50 Smart, 1862
C. robustus 58.9-89.7 Corey, 1991¢
Procambarus clarkii 383 Corey, 1991*
P. hayi 413 Penn, 1943
Orconectes vinis 42 Momot, 1967
0. virilis 0-48.5° Momot y Gowing, 1977
O. rusticus g-30° Heid y Corey (com. Pers.)
0. rusticus 0-23.1°
3941
O. propinquus 13 847.0° Corey, 1887
44.0-59.8°
O. kentuckiensis §-15" Boyd y Page, 1978
Pacifastacus leniusculus Cas( 27° Mason, 1877

"Rango de perdida debido a |as diferentes tallas d¢ [as hembras
“Perdida de huevecillos abdominales de estedio [l en Rembras de acuano
*Rango de perdida observada debrdo a diferentes aflos y/o localidades

2.2.3. Patencial reproductiva y reproduccion realizada

De acuerdo a Corey (1991), hay varias formas de estimar la fecundidad en
los acociles; potencial repraductivo (nimero de ovocitos), reproduccion realizada
(numero de huevecilios adheridas al abdomen), produccion actual (nimero de
larvas en estadio lll) y la eficiencia reproductiva (porcentaje de sobrevivientes que
alcanzan el estadio |lll), eslas relaciones varia interespecificamente €
intraespecificamente en muchas especies de acociles.

2.2.3.1. Potencial Reproductivo
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Dentra de los factores que afectan €l potencial reproductiva y la capacidad
bioenergética de los acociles se encuentran la densidad de animales, como ocurre
en Q. vinlis (Momot y Gowing, 1977), la calidad del agua (oxigeno y temperalura) y
alimento (calidad y cantidad) (Momot, 1984). En el caso particular de acociles los
australianos se ha determinado que existe una relacidon directa entre el alimento
disponible y el desarrcllo ovarico. En ausencia de una adecuada nutricion, las
hembras reabsorberan sus huevos (Mills et al., 1994).

De acuerdo a Carey (1991), existe una relacién positiva entre el numero de
ovocitos y la longitud del caparazén en hembras de cinco especies de acociles
como en C. rabustus, y O. propinquus, la tasa de incremento de la pendiente
resulto mas alta en en la segunda especie, debido a que los ovocitos eran mas
grandes (2.6 mm) en C. robusius.

2.2.3.2. Reproduccion Realizada

Se han realizado diversos estudios sobre reproduccion realizada en
acociles, particulanrmente en las especies Pacifastacus leniusculus, Orconectes
limosus, O. propinquus y Cambarus robustus (Abrahamsson y Goldman, 1970;
Mason, 1977; Smith, 1981; Corey, 1987).

A este respecto, Penn (1943), encontrd en P. clarki una relacion
significativa a! asaciar el numero de huevecillos adheridos a la hembra
(reproduccidn actual) y la talla (longitud del caparazén). Adicionalmente, Huner y
Lindqvist (1991), mencionan que en P. clarki hay una relacian directa del numero
de huevos ovaricos y |a talla, con 5-6 cm de LT se producen de 50 a 100 huevos,
mientras que hembras de 11 a 12 ¢m producen de 500 a 600 hugvos.

Ademas de existir una relacidn positiva entre el ndmero de huevos y la talia
de los acociles, adicionalmente, se ha encontrado una relacion significativa entre
el volumen del caparazdn y el volumen de la masa de huevecillos (Corey, 1987).

Entre otros estudios, Huner y Lindqvist (1991), aporiaron los valores del
numero de ovocitos y de huevecillos llevados por las hembras de distintas
especies de acociles, por ejemplo, F. clarkii, presentdé un rango de 325 a 605
ovocitos y de 100 a §35 huevecillos de acuerdo a la talla (Tabla 2.2).
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La diferencia entre el nimero de ovocitos en el ovario y el nimero de
huevecillos llevados sobre el abdomen hea sido descrita para P. clarkii (Penn,
1943), P. hayi, Cambarus longulus longulus, OQrconectes causeyi, Q.
kentuckiensis, O. rusticys y Q. virilis (Momot y Gowing, 1977).

Tabla 2.2 - Produccidn de ovocilos (Potengial reproductivo) y huevecillos (reproduccion realizada)
en glgunas especies de acaciles cambaridos (Tomada y modificada de Huner y Lindqvist, 1991).

# de Ovocitos # de Huevecillos
Especie 7cm LT 10 cecm LT  Autor 7emlLT 10emLT Autor
P. clarkii 325 608§ Delong (com. 100 535 Penn, 1943
pers.)
P. aculus 280 429 Delong {com. - - -
pers.)
P. hayi 285 400 Payne, 1971 170 260 Payne, 1971
Q fimosus 250 400 Kossakowski, 110 220 Kossakowski
1966 . 1966
Q. rusticus 270 460 Prins, 1968 190 320 Prins, 1968
Q. virilis - - - 280 480 Weagle y
Ozbum,
1972

2.2.4. Produccion actual y eficiencia reproductiva

La praoduccion de acociles se puede definir como el nimero de juveniles en
estadio It ¢ {ll. Durante el ¢recimiento de los juveniles realizan dos mudas en el
cuerpo de la hembra y el tiempo entre estas mudas depende de la temperatura,
durante este perfodo dificiimente sobreviven fuera de la proteccion de la madre
(Huner et al, 1994). La cuantificacion de juveniles de acociles que sobreviven
hasta su liberacién de la madre es practicamente desconocido en acociles. En
Cherax tenuimanus el numero de juveniles es generalmente menor al humero de
huevos ovaricos (Maorrissy, 1974; Mills et al., 1994), Esta situacion es normal en
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muchos crustaceos, ya que no todos los huevos pueden ser extruidos (Morrisy,
1974). Pero en Cherax destructor, [a mayoria de huevos contenidos dentra del
ovario son liberados, por lo tanto la fecundidad (produccién) actual es muy
cercana al polencial reproductivo, este primer parémetro es mucho mas
importante que el potencial repraoductivo (Mills ef al., 1994).

2.2.5. Metodos para evaluar la fecundidad en crusticeos

En ios estudios de fecundidad de crustdceos, se han utilizado diversos
modelos de regresion, desde la regresion lineal hasta la curvas asintolicas. Sin
embargo, el uso indistinto de estos modelos puede contribuir @ una ausencia
ielativa de comparacion de ia fecundidad entre crustaceos. Los modelos mas
utilizados son 1).- regresion simple de minimos cuadrados 2).- modeio exponencial
o regresidn de minimos cuadrados con la transformacion logaritmica de la
fecundidad 3).- modelo de la transformacién de la raiz cuadrada 4}.- regresién
simple de los minimas cuadrados de la fecundidad contra volumen de la hembra
5).- modelo alométrico (transformacion logaritmica del nimero de huevos v la talla)
y la 6).- regresian asintotica. Et madelo alométrice ¢ logaritmico de la fecundidad
que es usado comunmente en biologia pesquera, resulta ideal para utilizarse en
crustaceos. La fecundidad es una medida volumétrica que tiende a incrementarse
exponencialmente con la talla de la hembra. La funcidén potencial © modelo
alomélrico que se expresa Y=aX”, llega a ser una simple regresion de minimas
cuadrados cuando la fecundidad y la talla son transformados logaritmicamente (log
Y=loga+iogXt). Este modelo alomeétlrica tiene la caracteristica de simplicidad e
interpretabilidad. Ademas, representa los cambios proporcionales en la fecundidad
con respecto a los cambios proporcionales en la talla de la hembra, como se
emplean logaritmos, |2 pendiente es independiente de la escala original de
medicion. Las ventajas del modelo alométrico son: la transformacion logaritmica,
ya que asi se elimina la correlacion entre la variacion de la fecundidad y la talla de
la hembra. lgualmente, esta transformacion permite que la pendiente de la
regresion, tenga una escala independiente, permitiendo la comparacién entre
poblaciones o taxas y este modelo da una pendiente tedrica (=3), implicando que
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la fecundidad es una simple funcion volumétrica de la talla de la hembra (Somers,

1991).

El uso de los modelos ya mencionados, se presentan en la Tabla 2.3

con ejemplos de algunos estudics recientes sobre fecundidad en crustacecs

decapodos.

Tabla 2.3.- Estudios recientes sobre el andlisis de fecundidad en diferentes especies de crustaceos
decapados, que implican la relacidn talla y niumero de huevecillos.

Especie

Modelo

Comentario

Autar

Leander
Lalreutes parvulus

tenufmrn:;

Cancer spp.

FPhiocheras tnispinosus

Lithodes aequisgina

Falaemon xiphias

Chionceceles bairdi

Ranina ranina

Platyxanthus
patagonicus

Alométrica

Alométrica,
transformacion
logaritmica

Regresion lineal

Alométrico

Alometrico

Alometricg

Alométrico

Alomeétricg

con

Utilizd hembras que recién desovaron
sus huevos para minimizar el error por
la perdida de estos

de Cancer no
presentan relacién entre la talla y

Algunas especies
fecundidad por varias razones, las
hembras grandes pueden producir
menos huevos que las mas pequehas
que son mas tas
hembras vigjas no mudan anualmente

reproductivas,

y tienen menos esperma almacenado
lo gue provoca husvos infertiles

Isometria del numero de huevos en
funcién de 13 talla
Enceontraron una
talla y fecundidad
Usaron hembras con huevos de primer

inearidad entre (a

estadio, por |a perdida de huevecillos
duante laincubacidn

Analizaron fecundidad en huevos de
primer estadio por la perdida de estos
De acuerdo al andlisis la fecundidad
oscila de 78,000 a 256 00D huevos

Consisle en el numerg de huevos de
acuerdo g la talla

Bauer, 1991

Shields, 1991

Oh y Hartnall,
1999
Jewetlt et al,
1985
Guerao et al.
1994

Somerton  y
Meyers, 1983
Kennelly y
Walkins,

1994

Carsen et al.,
1896
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Cangrejos Grapsidos

Camarones carideos

Metapenaeus joyner

Cailcinus tibicen

Aslacus leptodactylus

Pracambarus flamasi

Alomeétrico

Algmétrico

Alométrico

Alomeétrico

Alométrica

Lineal

Hay relacidn significativa entre el
nimero huevos y talla, la fecundidad es
de casi 200,000 huevos

Encontrarcn una relacion significativa
de la fecundidad con varios parametros
morfalogicos

El peso del ovario madura se
incrementd en razén de la longitud del
caparazon

El nimerc de huevos esta influenciado
por |a especie de concha gcupada

Determinan que ng hay relacion del
tamafic de! huevo y la talla de la
hembra

El numero de huevos producidos por |2
hembra depende de su talla, alcanzado
valores de 700 hueves

Tsuchida
Watanabe,
1997
Anger

y

y

Moreira, 1998

Chu, 1985

Medina-
Mantelatto

Y

Biagi-Garcia,

1999
Harlioglu
Turkgulu,
2000
Rodriguez-

Y

Semna et al,

2000
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2.3.- METODOLOGIA
2.3.1. Diseno Experimental

DISENO |
(CAMPO Y L

2.3.2. Recoleccion y acondicionamiento de las hembras en laboratorio

Las hembras ovigeras y no ovigeras de P. clarkii fueron recolectadas
mensualmente en una porcién del lecho del Rio San Juan, Congregacion La Boca
(2527'11"; 100°05'12"), Santiago, Nuevo Leén. Los muestreos fueron nocturnos de
acuerdo a las técnicas recomendadas por Rodriguez-Almaraz y Campos (1994).
Estas hembras pertenecen a lotes distintos de los especimenes utilizados para el
estudio de histologia, Indices Gonadosomaticos y Vitelogénesis que se presentan en
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los siguientes capitulos. Todas las hembras fueron llevadas vivas en recipientes de
pléstico al laboratario, en el caso particular de las hembras ovigeras (40 ejemplares),
inmediatamente se procedi¢ a separar, clasificar y contar los huevecillos que llevan
bajo el abdomen. La clasificacidn de los huevos se realizé bésicamente de acuerdo
al criteric de Huner y Barr (1984), quienes establecen § estadios, ademas de
algunas abservaciones personales (Tabla 2.4).

Tabla 2 4 - Clasificacidn de fos huevecillos de P. cfarkii tomada y modificada de Huner y Barr (1984)
Estadio Caracteristicas

| .- Blastula Huevos esféricas de color café obscuro con graduacicnes, el digmetro es de 1.7 a
2.0 mm, a traveés de todos los estados de desarrallo.

Il - Gastrula Huevos mas obscuros, con granulaciones mas pequenas.

Il - Nauglio Huevos con una porcién translicida, que es la parte del embridn que da origen a los
primordios de apéndices tarécicos y somitas del abdomen.

IV.-Embnan Huevas con una porcidn translicida y café rojiza gque corresponde al cefalotérax. Los

tardio apéndices son mas conspicuGs.

V.- Juvenil Cormresponden a juveniles aef estadlo [ y i, que viven bajo el abdomen de la hembra
y élcanzan tallasde 5a 9 mmde LT.

Las hembras no ovigeras fueron mantenidas individualmente en peceras de
vidrio, expuestas a temperaturas de 24+2 ° C y un fotoperiodo de 12 luz:12
oscuridad. En cada ejemplar se determind el estado de muda por setagénesis (Aiken
y Waddy, 1992).

Este lote fue dividido en dos parles, el primero consisti6 de 82 hembras
colectadas en distintos muestreos, las cuales después de 3-5 dias, fueron disecadas
para separar, clasificar y pesar el ovario. Una porcion del tejido ovarico fue pesado
nuevamente y se contd el nimere de ovocitos contenides en la muestra, con el fin de
estimar el ndmero de ovocitos totales contenidos en cada ovario de cada ejemplar.
La clasificacion de los ovarios se llevo a cabo de acuerdo a de la Bretonne y Avault,
Jr. (1976). Las caracteristicas de cada estadio se presenta con detalle en el capitulo
3.

El segundo lote de hembras fue mantenido de farma aislada y en ascuridad

total por un tiempo indefinido, con el propésito de inducir el desove en laboratorio. En
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el caso que el desove fuera exitoso, los huevos (estadio 1) fueron separados
inmediatamente y contados para su posterior andlisis can los datos de peso o talla
de las hembras.

2.3.3. Datos biométricos de las hembras

Para cada hembra recolectada fueron registrados los siguientes valores
morfométricos: Longitud Total (LT en mm), Longitud del cefalotorax (LC en mm) y
Peso Total (PT en g). Estos datos fueron relacionados con el nimero de ovocitos,
nimero de huevos 0 numero de juveniles mediante analisis estadisticos, que en la
seccion siguiente seran explicados.

2.4.4. Métodos para describir la fecundidad

Para el analisis de {a fecundidad de las hembras de Procambarus ciarkii, se
dividio este parametro biologico en tres fases de acuerdo al criterio de Smart (1962),
Abrahamsson (1971), Corey (1987) y Carey (1991). a).- Potencial Reproductivo
(numero de ovocitas par ovario) b).- Reproduccion realizada {numero de huevecilios
flevados bajo el abdomen) y ¢).- Reproduccidn actual (nimero de juveniles llevados
por la hembra). ’

Para cada fase fue utilizado el modelo de regresion potencial, relacionando
los datos de fecundidad y biometricos de cada hembra. Este analisis estadistico
permite asociar ambas variables y determina el tipe de crecimiento alometnco de la
fecundidad en funcién de la talla. Este modelo ha sido ampliamente utilizado en
estudios biolégicos de crustaceos (Teisser, 1960; Hartnoll, 1982, Aiken y Waddy,
1992). El término alométrico se refiere a que una variable (en este caso la
fecundidad) se incrementa mas o menos rapida con respecto a otra variable de
referencia (talla o peso). Los valores del cosficiente de regresidn (b), indican el tipo
de crecimiento. La isometria corresponde a valores de b = 1 o0 3, si corresponden a
una relacion con la talla ¢ peso, respectivamente. La alometria negativa o positiva se
presenta cuando b< 1 0 3 o b>1 o 3, respectivamente. El primer paso fue determinar
la significancia de la regresién, probando las siguientes hipdtesis mediante un
ANOVA vy una prueba de F

Ho: =0
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Ha: =20
La decision estadistica fue si F caiculada es mayar que ia F tabulada [ocs (1),
vivz, donde v1 y v2, son los grados de libertad (GL) de la regresion (=1) ¥ residual (n-2)}, s€ rechaza
Ho.
Para determinar el tipo de crecimiento en cada regresion, se utilizé una
prueba de “t" de student para probar las siguientes hipStesis:
Ho: f=1(a3) Isometria
Hs: g =1 (o3) Alometria negaliva o positiva

Para calcular la "t se utilizé la siguiente ecuacién:

t = (Parametro estimado) -(Valor hipoiético de b)

Error tipico del parametro estimade

Donde: si { calculada es mayor que f fabulada qosz, n-2, S€ rechaza Ho, debido
a que se determinaron diferentes estadios para el Potencial reproductivo,
Reproduccion realizada y Reproduccién actual, los andlisis de regresién se llevaran
a cabo de manera independiente y mdas aldn, considerando dos variables de
referencia (LC y PT). Esto pemitid la obtencién de diferentes ecuaciones de
regresion, para la cual, se utilizaron pruebas de comparacion mualiiple de pendientes
y comparacion de dos pendientes de acuerdo a Zar (1996). En el caso de que las
pendientes resultaron iguales se compard ia eievacibn de las pendientes.
Adicicnalmente, para cada regresion se obtuvieron las estadisticas descriptivas
(Promedio, minimo, maxime y desviacion estandar).

Por otra parte, se determin¢ el porcentaje promedio de perdida de avocitos de
un estadio a otro, y el porcentaje de perdida de ovocitos del cuarto estadio a huevos
recién desovados (estadio [). Esto fue hecho con la finalidad de conocer la dindmica
de produccion y peldida de huevos, asi como el numera de huevos que llegaban a
lograrse como juveniles. Se elaboré una base de datos en EXCEL 97 (Microsoft®) y
SPSS (versién 8 para Windows®), que incluye los valores de cada una de las

variables para poder realizar los andiisis esladislicos anteriornente mencionados.
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2.4.- RESULTADOS

2.4.1. Datos del estado de la muda, talla (LC) ¥y peso (PT) de las hembras

De las hembras recolectadas (n= 155) el 90% estuvieron en el estado C
(intermuda) y el resto en estado D {(premuda). La LC y LT promedio fue de 40.18
(+3.56) y 84.38 mm (+ 7.01) , respectivamente. El PT promedic fue de 15.77 g
(+4.58), y los valores minina y maximo fueron de 6.80 y 35.90 g, respectivamente.
Los datos de LC, LT y PT fueron agrupados por estadio gonadal o desarrollo
embrionario de los huevecillos (nueve grupos), con la finalidad de delemminar
diferencias significativas de estos parametros morfométricos (Tabla 2.5). En el caso
de la LC el ANOVA indicd de diferencias significativas de este parametro por grupa
(F=2.313, P<0.05) y la prueba de Duncan determind que las hembras de estadio
gonadal IV, con un promedio de LC 42.22 mm, eran significativamente diferentes a
los seis grupos de hembras restantes. Igualmente, se encontrd una diferencia entre
los valores promedio de LT entre los diferentes grupos (F= 2.928, P<0.05). Ei
ANOQVA para los datos de PT no mostrd diferencias significativas (F=1.804, P>0.05),
entre los grupos de hembras.

Al asaciar PT, LT y LC mediante un analisis de regresion potencial para
determinar el tipo de crecimiento alométrico de estas variables, se determiné que el
crecimiento de PT en funcion de LC y LT era isométrico (t=1.645, P>(0.05 para LC)
(=0.2032, P>0.05 para LT). En el caso de LC en funcidn de LT se obtuvo un
crecimiento alométrico positiva (3.000, P<0.08). En los tres analisis de regresion
los coeficientes de regresidn (b) fueron significativos (Prueba F, P<0.05). En la
grafica 2.1 se presentan las ecuaciones y los valores de! coeficiente de
determinacion (¥) para cada andlisis. Se encontrd, en la relacion LC vs. LT, el mayor
valor de r? (0.965).
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Tabla 2.5.- Valores promedio, minimo y maximo de LC, PT y LT de las hembras utilzadas para el
andlisis de fecundidad

Estadia’ Lc LC Lc PT PT PT LT LT LT
Prom  Min Max Prom Min Max Prom Min Max N

ll 3885 3700 4400 1364 1110 2000 8419 78 92 21
11 40.77 3600 4900 1547 1140 2560 8672 7B 104 18
v 4222 3400 4900 1710 920 2730 8848 74 102 31
Blastufa 3856 3300 4300 1548 760 21.30 8067 68 92 12
Géstrula J960 3600 4200 1526 1070 2070 8270 76 90 10
Nauplio 3857 3€00 4100 1410 1030 1830 8114 78 89

Embrion 38.77 35.00 45.00 14.16 10.30 2010 8122 74 92

Juveniles 39.28 3140 45 00 18.10 6.80 23.80 8257 67 94 14
Blastula® 40,00 3100 4900 17.37 7.00 35,80 83.5% 67 100 33

“Incluye los estadios de 's génada y el estado de desarrallo de los huevecillos

*Huevecillos recién desavados (blastula) en laboratorio
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Figura 2.1.- Relactén morfométrica de las hembras utilizando LG, LTy PT

2.4.2, POTENCIAL REPRODUCTIVQ

2.4.2,1, Valores del nimero de ovocitos por estadio gonadal

El numero promedic y los ranges de cvocitos producidos por estadio gonadal
de las hembras recolectadas en campo son presentados en la Tabla 2.6. Para su
andlisis solamente se consideraron los estadios if, {ll y IV del ovario. El estadio | no
fue incluido ya que los ovocitos fueron inconspicuos, y debido al pequerio tamaiic de
la gonada, por lo cudl resultaba dificil de manipular y contabilizar los ovocites. El
nimero promedio de ovacitos fue mayor en el estadio |l con un valor de 621.66 (+
127.09), sin embargo, €l valor maximo se observd en estadio IV con 1,038 gvocitos.
El ANOVA mostrd que los valores promedio de los ovocitos por estadio no eran
significativamente diferentes (F=0.3419, P>0.05) entre lgs tres estadios.
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Tabla 2.6.- Valores minimos, maximos y promedio del numero de
ovocitos por estadlo gonadal de Jas hembras de Frocambarys clarkii

Estadlo n X Minime Méaxime cv

Il 21 621.66 (+127.09) 440 838 20.44
n 18 §79.44 (¢ 151.07) 371 1,024 26.07
v 31 60467 (+ 181.90) 375 1,038 30.08

2.4,.2.2. Analisis estadisticos del numero de ovocitos en funcion a las

variables morfamétricas

Los dates de numero de ovocitas (NO) por estadic fueron analizados en
funcién de LC y PT usando la regresién patencial (Y= a X"), las ecuaciones y los
valores del coeficiente de determinacion se presentan en la Tabla 2.7 y en las
Figuras 22 y 2.3 En el caso de cada regresion los coeficientes de regresion (b)
fueron estadisticamente significativos de acuerdo al ANOVA y la prueba de £ (Tabla
2.7). Las ecuaciones de regresion permitieron calcular el numero de ovocitos por
estadlo en funcién de LC o PT. Los valores de correlacian (r) y el coeficiente de
determinacion (%) fueron mayores en el estadio lll tanto para !a refacion NO vs. LC,
como para NO vs. PT. Utilizanda los valores de b se estima el tipo de crecimiento
alometrico que presentaba el NO en funcion de LC y PT. En el estadio Il el
crecimiento fue alométrico positive y negativa en funcion de LC y PT,
respectivamente. En el estadio lll se presenta una alometria positiva y en el estadio
IV, un crecimiento alométrico negalivo para ambas variables morfométricas (Tabla
2.8).

Tabla 2.7.- Pardmetros de la regresidn potencial del nimero de ovacitos (NO) par estadio en funcidn
de (CyPT

Edio, n r r Ecuacidn Intercepto b Significancia

[ 21 08230 06774 NQ=00093LC™™™ 46743 30095 F=39.9032
P<0.05

Il 21 05991 03588 NQ=71639PT*% 42716 0.8225 F=106397
P<0.05
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m 18

0.9010

08182

NO=0.0072LC"" 49216  3.0373 F=69.022
P<0.05
1] 18 09159 (.8389 NO=295229PT'® 3 3851 10845 F=8333
P<0.05
1% 31 08471 07176 NO=0.0358LC*™% 33204 25927 F=73.71
P<0.05
Vv 31 08524 07266 NO=427866PT°%™® 37562 09290 F=77.08
P<0.08

Tabla 2.8.- Tipo de crecimiente relativg de NO en funcién de LC y PT por
estadic gonadal

Estadio  Relacion B t P Tipo de
crecimiento
I NOvs LC 23.0095 4.2179 <0.001 Alometria +
i NOvs. PT 08225 -86B350 <0.001 Alometria-
u* NOvs. LC 30373 §5628 <0.001 Alomstria+
n+ NOvs. PT 10845 -16.122 <0001 Alomnetria +
v NOvs. LC 25927 §2742 <0.001 Alometria -
(\ i NOvs PT 09290 -195§72 <0001 Alometria -

Para probar Ho: b=1"0 b=3""
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Utilizando el meétodo de comparacion de pendientes (Zar, 1996), para

determinar la existencia de diferencias entre los coeficientes de regresion (b), de los

tres estadios en las dos relaciones (NO vs. LC y NO vs. PT }, se encontrd que estas

coeficientes para cada estadio no presentaban diferencias significativas (Para PT;
F=0.4962, P>0.05) (Para LC; F=0.4036, P>0.05) (Tabla 2.9 y 2.10). Como los
coeficientes de regresidn (b) obtenidos de NO vs. LC o PT fueron iguales, se
compard la elevacion de las pendientes mediante una Prueba de F (Zar,1996). En
ambos casos se observd que las pendientes de los tres estadios tenian diferentes
elevaciones (Para LC F=11.4637, P<0.05)(Para PT F=16.9305, F<0.05).

Tabla 2.9.- Prueba de comparacion de las pendientes abtenidas en la relacion
NO vs. PT de los tres estadios gonadales.

Estadio x’ Lxy oy n B S.C. G.L.
Residual Residual

I 04679 0.3837 068756 21 (8200 Q56099 19
11} 06865 0.7440 09569 18 10838 0.1506 16
v 20137 18698 23826 31 08285 06461 29
Regresidn
Mancomunada 1.3577 64
Regresion 31682 29976 4.2149 0.9461 13788 GO
Comun
Regresion 36945 28872 43425 70 20862 68
Total

F calculada=0.4962; F0.05(1)2,64=3.15 Ho: By=8,=5,
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Tabla 2.10.- Prueba de comparacion de las pendientes abtenidas en la relacion
NO vs. LC de 108 tres estadios gonadales.
“Estadio rx* Ixy Iy* n b 5C. G.L.
Residual Residual
1 0.0872 02881 09569 18 29606 0.1925 16
1} 00672 01982 08756 21 29494 0.2910 19

% 02582 066232 23823 31 25651 06833 209
Regresion

mancomunada 11670 64
Regresion 04126 11187 42149 27111 11817 66
Comun

Regresion 04385 10982 43425 70 15922 68
Total

£ calculada=0.4036; £0.05(1)2,64=3.15 Ho: B=B;=H,

2.4.2 3.- Valores estimados del nimero de ovocitos por talla (LC) y peso

(PT)

Cansiderando que todas las ecuacicnes de regresion fueron significativas, se
calculd el NO por estadio en diferentes clases de talla y peso (Tabla 2.11 y 2.12).
Los resultados mostraron un aumento del numero de ovocitos a medida que se
incrementaba la talla 0 peso por estadio. La seleccién de estas clases de talla y
peso, s€¢ basd en su pertenencia dentro del rango que presentd el material
recolectado en campo. Los valores minimos y maximos del NO estimados en funcion
de LC fueron 223.37 y 16086.29, respectivamente. Considerando el PT de las
hembras se estimaron 358.61 y 1395.91 ovocitos como valores minimes y maximos,

respectivamente,

Tabla 2 11.- Valares estimades de NO utilizando las regresiones obtenidas en cada estadlo, en
funcién de LC.

LC (mm)
E Ecuacion 30 35 40 45 50 5§
I LaNO=In(0.0093)+3.009In LC 258.09 41171 61572 B8647 120420 160529
Il LhNO=In(0.0072)+3.037 In LC 22337 35676 53519 76538 105404 1391.13
IV LnNO=In(0.0358)+2.592 InLC 24198 36088 51017 692.37 909.87 1164.84




Tabla 2.12- Valores estimados de NO utlizando las regresiones cbienidas en cada estadlo, en
funcién de PT.

PT t9)
E Ecuacién 10 15 20 25 30 35
Il LoNO=In(71.639)+0.822 InPT 47602 66445 84183 101143 1175.07 1333.91
Il LaNO=In(29.522)+1084InPT 35861 556€7 76049 96871 118050 1395.31
IV LnNO=In(42 786)+0 929 InPT 363.32 52952 69175 85110 1008.19 1163.4%

Los valores estimados de NO presentados anteriormente fueron utilizados
para determinar la diferencia porcentual de perdida de ovocites (DPP) entre dos
estadios por cada clase de talla (LC) (Tabkla 2.13). El valor promedio total de DPP fue
13.27, entre el estadio Il y Ill. Los valores de DPP entre los estadios Il y [V
presentaron incrementos significativos a medida que aumentaba la talla de la
hembra. Entre el estadio Il y IV los valores de DPP no tuvieron relacion con la talla,
incluso los valores estimados de NO para las tallas de 30 y 35 mm, fueron mayores
en el estadio IV.

Tabla 2.13.- Comparacidn de |a diferencia porcentual de perdida (DFPP) del NO estimados por estadio
gonadal en funcion de diferentes clases de talla (LC) de las hembras.

Talla Relacién Relacion Relacién
{mm) Estadio -l DPP  Estadio IV DPP  Estadio lll-IV DPP
30 259.08-223.37 13.78 2588 09-241.98 6.60 223.37-241.98 769
35 - 411.71-356.75 13.34  411.71-360.38 1234 356.75-360.88 1.14
40 615.72-535.19 13.07 615.72-510.17 17.14 53519-510.17 467
45 886.47-765.38 13.65 886.476982.37 2189 765.38-692.37 8.53
50 1204.2-1054.04 1246 1204.2-909.67 2444 1054.04-90087 1367
55 1605.2-1381.13  13.34 16052-1164.84 2743 1391.1-116484 16.26
Promedio 13.27 Promedio 18.30 Promedio 16.26
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2.4.3. - REPRODUCCION REALIZADA Y REPRODUCCION ACTUAL

2.4.3.1.- Valores del namero de huevecillos llevados por las hembras por

fase de desarrollo embrianario, incluyendo a los juveniles.

Las hembras ovigeras recolectadas en campo fueron separadas de acuerdo
al desarrallo embrionario de los huevecillos, que incluyo cinco estados. El rango de
produccion de huevecillos por las hembras recolectadas en campo fue de 106 a 495,
sin considerar el estado embrionario. El valor promedio por fase embrionaria fue
mayor en blastula (307.79), y estos valores fueron decreciendo conforme pasaban
los huevecillos de un estado a otro hasta |a fase juvenil (Tabla 2.14).

Por otra parte, las hembras gue desovaron en laboratorio presentaron
praducciones de 138 a 719 huevecillos en blastula, con un promedio de 318.78 (+
140.145). De acuerdo el ANOVA y la prueba de Duncan, los valores promedio fueron
significativamente diferentes entre los estados de blastula y juveniles; y el valor
promedio de huevecillos desovados en laboratorio fue significativamente diferente a
los valores de huevos en estado de embrion y juveniles (F=3.63; P<0.05).

Tabla 2.14.- Valores minimos, maximos y promedio del nimero de huevecillos
por fase de desarrallc embrionario levados par hembras de Procambarus clarki

Fase de Desarrollo n  Promedio Minimo Maximo CV

Blastula 12 30775(x8413) 180 473 27.33
Gastrula 10 266.90 (+ 45.34) 224 361 16 98
Nauplio 7 25071(+119.22) 144 435 47.85
Embrién 8 21340 (+ 48.76) 138 281 22 89
Juveniles 14 19407 (+6457) 106 360 3327
Blastuia® 33 318.78(+14045) 138 719 44,05

*Huevecillos obtenidos en labaratoric
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2.4.3.2.- Analisis estadistico del numero de hueveciiflos en funcion de las
variables morfométricas.

Este anaiisis permitid establecer la relacion del numero de huevecillos y
juveniles en diferentes fases de desarrollo embrionario, incluyendo a juveniles, que
son llevados en el abdomen de las hembras con respecto a LC y PT. Para este
analisis se utiizd el mismo procedimiento aplicado para determinar el Patencial
Reproductivo. Estas relaciones fueron sclamente significativas (ANOVA y prueba
de F, P<0.05) en la fase de blastula, juveniles y huevecillos desovados en laboratorio
(blastula) (Tabla 2.15). Los valores de correlacion (r) y del coeficiente de
determinacion (/) fueron mas altos en la fase de blastula tanto de hembras
recolectadas en campo y como en aquellas que desovaron en laboratorio y la mas
baja correlacion se presentd en gastrula, nauplio y embrion (Tabla 2.15; figs. 24 y
2.5). Utilizando los valores del coeficiente de regresion (b), se estimo que el
crecimiento relativo del nimero de huevecillos en estado de blastula (tanto de campo
y laboratario) fue alométrico positiva y negativo (prueba t, P<0.05) con respecto a
LC y PT, respectivamente. El crecimiento del nimero de juveniles con respecto a LC
fue isomeétrico y alomeétrico negativo con PT (tabla 2.16).

Tabla 2.15.- Parametros de la regresién potencial del nimero de huevecillos (NH) por estadio en
funcionde LC y PT

Fase n R v Ecuacion Intercepto b Significancia
Blastula 12 09344 08732 NH=00130LC*™™* — 43390 2.7498  F=68.904
P<0.05
Blastula 12 08980 08065 NH=39.429PTY*" 35745 0.7499 F=41.690
P<0.05
Gastrula 10 06109 0.3732 NH=04533LC'*"  _g7911 17311 F=4.7644
P>0.05*
Gastrula 10 05556 03087 NH=94642PTS 4 6501 03793 F=35723
P>0.05*

Nauplio 7 06645 04416 NH=022x10%°LC°%® .15.3296 56887 F=3.9550
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P>0.05"

Neuplio 7 05357 02869 NH=15287PT'®™* 27270 10342 F=2.0123
P>0.05"
Embrion 9 06314 0.3987 NH=0.4901LC'®™*  .0.7131 16604 F=46420
P>0.05°
Embridn 8 05407 02924 NH=48476PT"%® 33810 0.5606 F=2 8926
P>0.05*
Juveniles 14 06756 04565 NH=0.0467LC3%™  3.0637 2.2504 F=10.0810
F<0.05
Juveniles 14 0.5378 02894 NH=46.391PT>"®" 38371 05187 F=4.8879
P<0.05
Blastula®* 33 08764 07682 NH=0.00077LC % .7.1605 34848 F=102.75
P<0.05
Blastula® 33 08513 07248 NH=2.8600PT'™% 28690 1.0050 F=81.6451
P<Q.05

*relaciones no significativas

Tabla 2.16.- Tipo de crecniento relativo de NH en funcidn de LC y PT por fase de desarrolio

embrionario
Fase Relacion b t P Tipo de crecimiento
Blastula® NHvs LC 27498 52821 <001 Alomstria +
Blastula*™ NHvs PT 0.74989  -19.3707 <0.001 Alometria -
Juvenil* NHvs. LC 2.2594 1.7658 >0.05 Isométrica
Juvenil* NHvs. PT 0.5187 10576 <0001 Alometria -
Blastula® NH vs. LC 34849 72279 <0001 Alometria +
Blastula** NH vs. PT 10080  -17.63343 <0.001 Alomelria -

Para probar Ho: b=1" o b=3**
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2.4.3.3.- Valores estimados de! nimero de huevecilios por tatla (LC)

Los valores calculados del numero de huevecillos (NH) en funcion de LC,
de los estadios de desarrollo embrionario donde las regresiones fueron
significativas se presentan en la Tabla 2.17. La fase de blastula representa a Ia
reproduccion realizada y los juveniles a la reproduccion actual. Al comparar el NH
en blastula de hembras de campo y labaratorio, los valores resultaron mayores en
las hembras de campa con tallas de 30 a 45 mm de LC, pero en las tallas de 50-
55 mm estos valores fueron mas altos en las hembras gque desovaron en
laboratorio. El valor maximag calculadg de huevecillos en blastula fue de 902.01
huevecillos. Los valores calculados de juveniles con respecto a hembras de 30 a
55 mm de LC, presentaran un range de 101.59 a 399.67, estos valores presentan
una similitud al valor minimo y maximao de huevecillos en embrion tardio, que es la
fase previa a |a eclosion, cuyos valores fueron 138 y 281 huevecillos (Tabla 2.14).

Tabla 2.17.- Valores eslimados de NH uliizando las regresiones obtenidas en cada estadfo (HBC,
HBL, JUV), en funcién de LC (mm).
Est. Ecuacion 30 35 40 45 §0 1
HBC LnNH=In{0.0130)+2.749 In LC 15043 22985 33182 45874 61290 79655
HBL LnNH=In{0.00077)+3.4848 InLC 109.10 186.70 297.33 44823 647.09 902.01
JUV  LnNH=In(0.046712)+2.2594InLC  101.59 143.93 19451 25395 32224 39967

La diferencia porcentual de perdida (DPP) entre OIV (potencial
Reproductivo) y HBC (Reproduccion Realizada) fue menor a medida que se
incrementaba la talla de las hembras y presentd un valor promedio de 34.51. Esta
misma relacion se presenta al comparar OIV y HBL, perc €l rango de DPP fue
mayar (54.91-22.56 %) y el promedia porcentual fue 38.59 (Tabla 2.18).

La DPP entre HBC y HBL, HBC y JUV: y HBL y JUV, se incrementa a
medida que aumenta de talla de las hembras, excepta entre HBC y HBL donde a
tallas de 45 mm se presento un decrementa (0.97) y posteriormente un incremento
(5.28). En esta misma relacion la DPP de huevecillos promedio fue menar, que al
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comparar los huevecillos en blastula de campo y laboratorio con juveniles(Tabla
2.19),

Tabla 2.18.- Comparacin de |a diferencia porcentual de perdida (DPP) del numero de
ovocitos (NO) estimados en estadio [V (OIV), con respecto al nimero de huevecillos
(NH) estimados en los estadios HBC y HBL, utilizanda la LC {(mm) camao variable
de referencia.

LC (mm) o HBC DPP HBL DPP
0 74198 15043 3783 10910 54.91
35 36088 22985  36.30 186.70 4826
40 51017 33182 3495 29733 4171
45 69237 45874  33.74 44823 3526
50 909.87 61290 3253 647.09  28.88
55 1164.84 79655 3181 90201 2258
Promedio 34.51 38.59

Tabla 2.18.- Comparacion de la diferencia porcentual de perdida (DPP) del nimera de huevecillos
(NH) estimados entre los estadios HBC, HBL y JUV, utiizando la LC (mm} como variable de
referencia.

LC (mm) HBC HBL DPP HBC JUV OPP HBL Juv opPp

(%) (%A} (%)

30 15043 109.10 2747 15043 10159 3246 10910 10169 6.88
35 22985 186.70 1876 22985 14393 3738 186.70 14393 2290
40 33182 29733 1039 33182 194681 4135 29733 19461 3454
45 458.74 44823 097 458.74 253,95 $5.35 44823 25395 4334
50 61280 64708 *5.28 61290 32224 4742 064709 32224 50.20
55 796.55 902.01 *11.69 79655 399.67 4982 902.01 399.67 6569

Prom. 1242 43 96 36.59

2.4.3.4.- Comparacian de las regresiaones entre Potencial Reproductivo y
Reproduccion Realizada

Se utilizé el metodo de comparacidn de dos pendientes de regresion (Zar,
1996), de las relaciones obtenidas con LC. Huevecillos en blastula de campo (HBC)
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vs. Huevecillos en blastula de laboratorio (HBL), HBC vs. Ovocifos en estadlo IV
(OIV) y HBL vs. OIV, En todos los casos (as pendientes fueron estadisticamente
iguales de acuerdo a la prueba . En las tablas 2.20, 221 y 2.22 se presentan los

estadisticos calculados y los resultados obtenidos.

Tabla 2.20.- Andlisis de comparacion de las pendientes de regresién

de los huevecillos en blastula de campo y bléstula de laboratorio con LC

Estadistico Blastula Blastula Conclusién
(lab.)

Ix* 0.097483 0.3661

Zxy 0272912 1.274898

oy 0.86659 5.77884

N 12 33

B 2.7995 3.482376

SC residual 0.102559 1.3391865

GL residual 10 i

CM residual mancomunada 0.035164

Spi1-p2 0.675847

V (grados de libertad) 41

t calculada 1.010400

taos 2. v 2.020

Prueba Ho' b1 =02

Decision Se¢ acepta Ha:
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Tabla 2.21.- Andlisis de comparacidn de las pendientes de regresion
de los huevecillos en blastula de campo y ovocitos en estadia [V con LC

Estadistico Blastula Estadio IV Conclusion
¥ 0.097483 0.258206

Ixy 0.272912 0.662334

Ty 086650 2382322

N 12 31

B 2.7995 2 5651

SC residual 0.102559 0683345

GL residual 10 29

CM residual mancamunada 0.020151
Sor-z 0.533621

V (grados de libertad)

t calculada 0.439263
toosqv 2.023
Prueba Ho: b1 = b2
Decision Se acepta Ho:

Tabla 2.22.- Analisis de comparacion de las pendientes de regresion de
los huevecillkos en blastula de laboratorio y avocitos en estadia IV con LC

Estadistico Blastula (lab) Estadio IV Conclusion
Tt 0.3661 0.258206

Ixy 1274898 0.662334

Iy 5.77884 2.382322

N a3 31

e 3.482376 2.5651

SC residual 1.339165 0.683345

GL residual 31 29

CM residual mancomunada

Sbhb!

V (grados de libertad)
t calculada

loosi). v

Prueba

Degisidn

0.033708
0.471826

60

1.94409
2.000

Ho: b1=b2
Se¢ acepta Ho.
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Debido a la similitud entre las pendientes, se compararon las elevaciones

de dos pendientes (Zar, 1996), en las mismas relaciones mencionadas: HBC vs.
HBL, HBC vs. OIV, HBL vs. OIV. En todos los casos se determind que las
pendientes tenian diferente elevacidén, de acuerdo a la prueba t. En las Tablas

2.23., 2.24, y 2 25 se presentan los estadisticos calculados y los valores de t.

Tabla 2.23.- Comparacidn de las elevaciones de dos pendientes (HBL y HBC), utilizando LC, coma

variable de referencia.

Estadistico

HBL vs. HBC

Comentarios

Suma de cuadradcs de X para la
“regresion comun” (Ac)

Suma de |los productos cruzados
para |a “regresion comun” (B.)
Suma de cuadrados de Y para Ia
"regresion comun” (Ce)

Suma de cuadrados residual
para |a "regresion comun' (SS.)
Grados de libertad residual para
“regresion cormun” (DF)

MS residual para la “regresion
comun" (S%, ). =SSc/OF«

be

Prueba estadistica t

A= (sz]\ + (sz]z
A= 0.46358

Be= (2xy)1 + (Zxy)z
B.= 1.54781

Ce= (Z¥) + (3
Ce= 6 64543

§8¢= Ce- BzolA:
SS5=1.4775
DF=ny+n;-3
DF = 42

(S%x). =0.03518

b= 3.3388

1=2.05783 toosp o= 2.018 Se rechaza Ho. b= bs las

pendientes tienen  diferente

elevacién
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Tabla 2.24 - Comparacién de las elevaciones de daos pendientes (HBC y QIY), utilizando LC, coma

variable de referencia.

Estadistico

HBC vs. OIV Comentarios

Suma de cuadrados de X para
1a "regresion comun® (A¢)

de productos
cruzados para la “regresion
camun” {Bc)

Suma de cuadrados de Y para
la "regresién comun" (C.)

Suma lgs

Suma de cuadrados residual
para la "regresion comun” (S8)
Grados de libertad residual
para "regresion comun" (DF )
MS residual para la "regresion
comun” (5%,)c =SS./DF

bc

Prueba estadistica t

A= (IX) + (X2
A= 0 35568

Be= (Ixy)s + (Xny)e
B.= 0.935248

Ce= (Z¥)s * (ZvY)2
Ce= 3.24891

$S= Ce- BPJA
SS.= 0.78971
DF=ny+n;-3
DF =40

{8% 1) = 0.01974

b= 2.62945

t=-1212.2523 tg05(2) 40= 2.021
pendientes
elavacion

tienen

Se rechaza Ho: b= b; I[as

diferente
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Tabla 2.25 - Comparacion de Ias elevaciones de das pendientes (HBL y OIV), utilizando LC, como

variable de referencia

Estadistico

HBL vs. QIV Comentarios

Suma de cuadrados de X para la
"regresion comun” (A¢)

Suma de los productos cruzados
para la "regresion comun" (B)
Suma de cuadrados de Y para la
‘regresion camun' (C,)

Suma de cuadrados residual
para la "regresién comun® (55)
Grados de liertad residual para
"regresion comun* (DF.)

MS residual para la "regresidn
comun” (8% x)c =SS./DF.

b,

Frueba estadistica t

A= (D) + (I,
A= 062430

Be= (xy)s + (Lxy)2
Bc= 1.93723

Ce= (Zy) + (Zy°)2
C=8.16116

SS.= C- BYA,
$5.= 2.14985
DF.=n,+n;-3
DF = 61

(8% )c = 0.03524

b= 3 10304

t=4.13043 tgo52.61=2.000 Se rechaza Ho: b=
pendientes
elevadan

tienen

b;, las
diferente
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2.5. DISCUSION

2.5.1. Talla de las hembras

La talla de maduracion sexual de P. clarkii es de 50 mm de LT y puede
alcanzar una longitud de hasta 108 mm (Huner y Barr, 1984, Corey, 1937; Huner,
1990; Aiken y Waddy, 1892) Las hembras recolectadas presentaron un rango de
67 a 104 mm de LT, que coincide con el rango de madurez sexual de esta
especie. Las posibles variaciones en talla entre poblaciones de una misma
especie de acociles, depende de su potencial genético y condiciones ambientales
(Momot, 1984; Lutz y Wolters, 1986), y es reconocidu en estos crustaceos, el
amplio rango de talla a la cual maduran (Huner, ef al., 1994). Al respecto, Sammer
(1984) y Huner y Lindqvist (1991), registraron hembras gravidas de P. clarkii, a
partir de los 70 mm de LT, para este estudio se encontrd una ligera diferencia a lo
anterior, ya que |a talla inferigr para una hembra gravida fue de 67 mm. La talla de
maduracian en olras especies del genero Frocambarus varia de 45 a 125 mm
(Huner y Barr, 1984; Huner, 1990; Aiken y Waddy, 1992). Pero recientemente,
Radriguez-Serna et al. (2000), reporto para P. llamasi que el comportamienta
reproductivo se inicia cuando las hembras alcanzan una talla de 31 mm, pero
solamente ovipositan sus huevos cuando alcanzan tallas entre los 40 y 60 mm.

2.5.2. Potencial Reproductive

2.5.2.1. Produccion de ovocitos

El estudio de Huner y Lindqvist (1991), menciona que P. clarkii produce de
325 a 605 ovocitos dependiendo de |a talla entre un rango de 70 a 100 mm de LT
{35 a 50 mm de LC). En este estudio, las hembras con las mismas tallas
producieron entre 371 a 1038 ovocitos, lo cual es mayor a lo previamente
sefialado. En otras especies de acaciles, como P. acutus y Orconectes rusticus, se
han registrado una produccién hasta 460 ovocitos, como los valores maximos
(Humer y Lindgvist, 1991). De acuerdo a los valores promedio de ovocitos por
estadio gonadal, se presentd un mayor potencial reproductivo en los ovocitos
temprancs que en los ovocitos tardios. Este hallazgo es similar a |0 reportado por
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Corey (1987), para diferentes poblaciones de O. propinquus. Al respecto, se
considera que la demsidad, la calidad del agua {(oxigeno y temperatura), el
alimento y la talla de las hembras (Momot y Gowing, 1977, Mommot, 1984; Corey,
1991), actuan como los principales factores que afectan el potencial reproductive
de acociles.

2.5.2.2. Relacion Numero de ovocitos-Talla de jas hembras

En diversas especies de acaciles como P. hayi, Cambarus longulus, C.
robustus, Q. rusticus, O. vinlis. O. propinquus y |la especie de referencia en este
estudio, se ha observado una relacidn positiva enire €l nimero de ovocitas
maduros y la talla (LC) de las hembras (France, 1987; Corey, 1991; Huner y
Lindqvist, 1991). Esta misma relacion fue observada en las hembras utilizadas,
pero no solamente con los ovocitos maduros, sino también con ovocitos
inmaduros. Incluso, la relacidon no solo fue significativa con LC, sino también con el
PT de las hembras. Pero ademas, los valores de carrelacion (r) de los ovocitos en
Il y IV estadio fueron mayores a los determinados en las especies anteriormente

mencionadas.

2.5.2.3. Crecimiento alométrico de fos avocitos

Se deteminéd que la velocidad de incremento de los avocitos (alometria
positiva) fue mayor a medida que se incrementa la talla (LC) de las hembras en las
estadios |l y Ill. En cambio en el estadio (V se presento una alometria negativa.
Esta diferencia en el tipo de crecimiento puede atribuirse a diferentes factores, por
ejemplo, ios ovocitos del estadio IV {uvieron una talla mayor a un mm. Durante
este estadio, la gonada ocupd gran parte del caparazon, por €l notable incremento
en volumen de los ovocitos, pero con una consiguiente reduccion en el nimero de
estos. Esta misma observacion fue hecha por Caorey (1991), al determinar una
pendiente de regresion mas alta en la relacidn talla-ovocitos de O. propinquus que
en C. robustus, esta ultima especie presentd ovocitos de mayor talla. Esto
ocasiono que ocupen totalmente el espacio del cefalotdrax que esta destinado
para el crecimiento ovarico, Ademas, que existio una reabsorcion de ovocitos que
ocurrio durante el desarrollo gonadal. La anterior aseveracion es respaldada por
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los resultados de este estudio, al encontrar diferente elevacién de las pendientes
por estadio al considerar NO vs LC o PT.

2.5.2.4. Estimacién del niimero de ovocitos por estadio gonadal

La utilidad de relacionar el NO con la talla de las hembras (LC o PT),
permitid obtener ecuacianes para estimar el NO por talla, en este caso, fue
observado una mayor produccién de ovocitos a través de su desarrollo. Al
respecto, Huner y Lindqvist (1991), serialaron la importancia de estimar la
produccion de huevecillos u ovocitos en funcion de la talla, para diferentes
especies de acociles de importancia comercial.

2.5.2.5. Perdida de ovocitos por estadio gonadal

De acuerdo al porcentaje de pérdida de ovacitos entre un estado gonadal y
otro, la mayor pérdida fue entre el estadio Il y IV (18.30%) y la menor pérdida
entre el estadio Il y lll (13.27%). Esta perdida de ovocitos fue inferior a lo
registrado para el acocil O. propinquus, quien presentd una pérdida de ovocitos
durante el desarrollo de la gonada del 15 al 75% (Corey, 1991).

2.5.3. -Reproduccion Realizada y Reproduccién actual

2.5.3.1. Valores del numero de huevecillos

En los acociles, coma en O. vinlis el promedio de huevos adheridos a la
hembra, es usualmente inferior al promedio de nimero de ovocitos (Momot y
Gowing, 1977). En el caso del acacil rojo P. clarki, las hembras producen de 12 a
956 huevecillos y existe una notoria relacidn de esta produccién con la talla (Penn,
1943; Avault, Jr., 1972; Huner, 1978a; Sommer, 1984; Huner y Lindqvist, 1991).
En este estudio, la fecundidad observada para las hembras de campo y
laboratorio, quedo dentro del rango mencionado. En el primer grupo fue observada
valores de 138 hasta 495 huevecillos adheridos. Mientras que las hembras
mantenidas en el laberatorio, presentaron una maygr fecundidad, con un valor

maximao de 719 huevecillos.
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2.5.3.2. Relacién fecundidad-talia

Con respecto, a la relacion del nimero de huevecillos can |a talla, esta fue
solamente significativa en los huevos recién desovados (campo y laboratorio) e
incluyenda la fase juvenil. Este tipo de relacion, tambien ha sido estudiada en los
acociles de las especies Pacifastacus leniusulus, QOrconectes limosus, O.
prapinquus, C. robustus (Abrahamsson y Galdman, 1970; Corey, 1987, Smith,
1981), O. virlis (Momot, 1981), P. llamasi (Rodriguez-Sandoval et g/, 2000) y
Cherax quadncannatus (Showalter, 1996); ademas de airas especies de
crustaceos decapodos (e. g. Jewett, et al., 1985; Corey, 1987; Oh y Hartnoll, 1999;
Tsuchida y Watanabe, 1997), en todaos ellos se encontré una relacion significativa
entre ambos parametros. A este respecto, Somers (1991), considerd que la
fecundidad es wuna medida volumétrica que tiende a incrementarse
expanencialmente con la talla de las hembras.

Sin embargo, es importante resaltar que al momento de analizar este tipo
de reiacion biomélrica, se debe considerar [a edad de las hembras. Por ejemplo,
Shields (1991), encontré que puede no existir una relacion fecundidad-talla en las
especies del cangrejo Cancer, atribuyendo esto a que las hembras de mayeor talla
pudieron estar en senectud y por lo tanto, produzcan mencs huevos que las
hembras mas pequefas, que presentaron un mayor potencial reproductivo.

2.5.3.3. Estados de desarrolio de los huevecillos

En los estudios sobre reproduccién realizada con el acocil rojo (eg.
Sommer, 1984; Huner y Lindqvist, 1991), no se menciona si fue considerado el
estado de desarrolio embrionario de los huevecillos, ya que de un estado a otro,
se puede presentar diferencias significativas en los valores de fecundidad. En
cambio, Bauer (1991) y Guerao el al. (1994), a! estudiar la fecundidad de
diferentes especies de camarones carideos, solamente consideraron aquellas
hembras que presentaban huevecillos de los primeros estados, ambos
argumentaron que existe una perdida significativa de huevecillos en etapas mas
lardias de su desarmollo.
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En este estudio, las hembras ovigeras si fueron separadas de acuerdo a la
fase de desarrollo de los huevecillos propuesta por Huner y Barr (1984). Perg,
como se indicd anteriormente la relacién fecundidad-talla, solo fue significativa
para las hembras con huevecillos. en blastula (estadao ) y hembras que llevaran
juveniles. Por lo tanto, solo estos lotes de hembras fueron consideradas para
analizar el tipo de crecimiento alométrico de los huevecillos y/o juveniles en
funcién de la talla.

2.5.3.4.Crecimiento Alométrico y estimacion del numero de huevecifios

El crecimiento de los huevecillos fue alometrica positive y negativo al
asociarse con la LC y el PT, respectivamente. En cambio la fase juvenil presentd
isometria con respecto a LC.

Huner y Lindqvist (1991), al utilizar ecuaciones de regresion estimaron el
numero de huevos que puede producir las hembras de P. clarkii y otros acociles,
de acuerdo a su talla. Para la primera especie fue estimado hasta 535 huevecillos
atallas de 100 mm de LT (S0 mim LC). En este estudio, se estimoé que las hembras
a esta misma talla producen 61290 y 647.09 bhuevos en blastula (recién
desovados), para los especimenes de campo y laboratorio, respectivamente.

2.5.3.5. Factores que afectan la Reproduccién Realizada y la
Reproduccion actual

Las diferencias observadas en los valores de fecundidad para P. cfarki,
estan intimamente ligadas a diversos factores como calidad del agua,
disponibilidad de refugio y alimento (Huner y Lindqvist, 1991). En este dltimao
aspecto, Fernandez ef al. (1994), sefialo que las hembras de esta especie
requieren gran cantidad de energla para la produccidbn de huevecillos. Por
ejemplo, en el acocil Q. vinlis la relacidn fecundidad-talla es mas alta en los lagos
productivos (Momot, 1978).

La perdida significativa de huevecillos y larvas que ocurre mientras estan
adheridgs a las hembras, es otra causa de la variabilidad en la fecundidad en las
especies de acociles y otros grupos de crustaceos (Corey, 1987, 1991). De
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acuerdo a Carey (1987), la velacidad de |a corriente del agua es el principal factar
ambiental que origina |a perdida de huevecillos en los acociles.

De acuerdo a Penn (1943) y Corey (1991}, los porcentajes de perdida que
acurre de ovocitos maduros a huevecillos recién liberados, varia con la especie de
acociles, y alcanzan valores maximos del 69.8 %. Para P. cfarkii, esta pérdida fue
de 38.3 %. En este estudio, los resultados fueron casi similares, la perdida
estimada fue de 34.51 y 38.59%, para hembras de campo y laboratorio,
respectivamente. En otras especies de crustaceos decapodos, tambien fue
calculado el porcentaje de perdida de huevecillos, por ejemplo, las langostas
pierden del 30 al 50% (Talbot, 1991) y la langosta de ufia roja (Cherax
quadricarinatus) del 20 al 40% (Showalter, 1996).

La perdida porcentual de la reproduccién actual (nimera de juveniles) al
compararse con los huevecillos en blastula (estada |), tanto de hembras de campo
y laboratorio, fue 43.96 y 35.69, respectivamente. Estos valores son mayores a lo
reportado por Penn (1943), quien registro una pérdida de 28% de crias, pero no
encontrd una asociacion con la talla de la hembra. En este esludio si existid una
relacion significativa entre el numero de juveniles y la talla de los especimenes

revisadas.
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2.6. CONCLUSION

Talla de las hembras

Las hembras presentaron un amplio rango en la talla de madurez sexual,
que es caracteristico de esta especie.

Potencial Reproductivo

Las hembras utilizadas en este estudio presentaron un mayor potencial
reproductivo, con respecto a lo registrado en otros estudios similares para
Procambarus clarkii .

Se encontrd una relacidn lineal positiva entre la talla o peso de las hembras
con respecto al numero de ovocitos inmadures y madurgs producidos per el
ovario. Sin embargo, el tipo de crecimiento alométrico de los ovacitos fue diferente
de acuerd¢ a su estado de desarrollo.

De acuerdo a la observaciones y el analisis de los ovarios de distinto estado
gonadal. Se encontrd que durante el desarrollo del ovario se pierde una cantidad
significativa de ovocitos, y de acuerde a las estimaciones hechas fue mayor entre
los estadios Il y IV, con valores de hasta 27%.

Reproduccion realizada y Reproduccion actual

La reproduccion realizada fue inferior al potencial reproductivo.

Los valores de fecundidad qbtenidos para hembras recolectadas en campo
y las mantenidas en laboratorio, se ajustan al rango establecido para esta especie.
Sin embargo, el numerg de huevecillos o juveniles fue significativamente diferente
de acuerdo al desarrollo de los mismos.

Para establecer una mejor relacion entre la talla y numero de huevecillos
adheridos, es més adecuado hacer la estimaciéon de fecundidad, cuando los
huevecillos hayan sido recién desovados (en blastula). Considerando que hay una
perdida significativa de estos durante la incubacion.

' Los valores estimados de perdida de huevecillos son mayores a medida
que se incrementa la talla de las hembras y cuando los huevecillos pasan de un

estadio de desarrollo a otro.
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CAPITULOQ 3.- ESTUDIO HISTOQUIMICO DEL OVARIO E INDICES SOMATICOS
INVOLUCRADQS EN EL CICLO DE MADURACION GONADAL DE Procambarus
clarkii

3.1. ANTECEDENTES

3.1.1.- Anatomia y descripcion de los ovarios en crustaceos decapodos

En los crustaceos, los ovarios estan l|ocalizados ya sea dorsal o
dorsolateralmente al intestino como en otros artrépodos mandibulados (Adiyodi y
Subramoniam, 1883). En los verdaderos cangrejos (Brachyura), el ovario tiene forma
de H, conectandose a un cuerpo central de tejido ovarico {Payen, 1974), mientras
que en los camarones, los ovarios son pareados fusionandose con cuerpos
bilaterales, extiendose asi desde la regidn cardiaca del estomago hasta el telson.
Existe una serie de Iobulos de cada lado del ovario, los primeros lobulcs anteriores
se extienden a lo largo del cefalotdrax, estos son llamados |6bules anteriores,
enseguida se localizan los Iobulos medios, situadas al lado del hepalopancreas y
finaimente los abdominales que se extienden hacia el telson (Adiyodi y
Subramaoniam, 1983). En el langostino Macrobrachium lanchésten, los ovarios se
encuentran confinados solamente al cefalotdrax y no se extienden posteriormente
(Woo-Khoo, 1988). En las langostas espinasas y hamaridas los ovarios se presentan
a manera de bastones cilindricos pareadas, localizados entre el corazén y el tracto
alimenticio (Aiken y Waddy, 1980).

En los cambaridos (acociles) las gonadas en ambos sexos son trilobuladas
y se situan entre el corazon (inmediatamente abajo y delante de él) y el tubo
digestivo. Estas se dividen en dos Iobulos anteriores y un lébulo posteriar. En las
hembras los oviductos (uno a cada lado) desembocan en las aberturas de las
papilas genitales que se encuentran en l2 base del 3er. par de pereidpodas. Antes
y después de ovipositar, estas papilas son cubiertas por una capa muy fina de
exgesqueleto. En el macho existen dos canales deferentes enrollados (uno a cada

lado del testiculo) muy largos y estrechas, que desembaocan en las aberturas de



las papilas falicas localizadas en la base del 5° par de pereibpodos (Huner y Barr,
1984).

Lébulos
anteriores

Oviductos

Canal deferente

Lébulos inferiores

A Gonop!ros

Fig. 3.1.- Estructuras gonadales de Procambarus clarkii. A) Hembra y B)
Macho (Tomado de Arrignon, J., 1979).

3.1.2.-Clasificacion de las gonadas de acuerdo a sus caracteristicas

morfolégicas e histoquimicas

Durante el desarrollo de los ovarios de los decapodos, estos cambian en talla
y color, desde su inicio hasta la madurez, variando durante los ciclos de vitelogénesis
y oviposicién (Aiken y Waddy, 1980). Estos cambios en la morfologia y el color han
propiciado que se establezcan diversas clasificaciones tomando en cuenta estos
criterios (Woo-Khoo, 1988).

El numero de estados ovaricos, varia de especie a especie, por ejemplo en
las langostas de los géneros Jasus, Panulirus y Nephrops, se han establecido siete,
seis y 5-6 estados de desarrollo, respectivamente (Aiken y Waddy, 1980). Mientras
que el camardn Penaeus merguiensis y otros peneidos, asi como en el langostino

Macrobrachium lanchesteri se diferencian cuatro estadios (Woo-Khoo, 1988).
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En el caso particular de Procambarus clarkii, especie de interés en este
estudio, De la Bretonne y Avault (1978), consideran cuatro estadios de desarrollg,
cuyas caracteristicas corresponden a la siguiente descripcion:

) Condicién gastada, las gonadas son blancas y pequefias, no se distinguen
los ovocitos.

1)) Gonadas de color crema, se empieza a distinguir los ovocitos.

) Gonadas de color marrén, los ovocitos miden un mm de diametro

V) Gonadas del mismo color que de los huevecillos (cafe oscura) y los
huevecillos miden de 1.6 a 1.9 mm de didmetro

Existen otras clasificaciones para determinar los estados de maduracién de
las gdnadas de crustaceos decapodos, gque se basan en caracteristicas
histoquimicas de los ovocitos. A este respecto, Yanc (1988), establecié 10
estadios en el camarén Penaeus japonicus, mientras que Kulkarni et al. (1991),
determinaron en hembras de FFrocambarus clarkii siete estadios gonadales,
(Tabla 3.1). Resumiendo los principales aspectos considerados en esta dltima
clasificacidn, el estadio 1 corresponde a la multiplicacion de los ovocitos, las fases
inmadura y avitelogénica se presentan en los estadios 2 y 3 respectivamente, y
del 4 al 5 commesponden a la fase vitelogénica, acomodandose las células
foliculares alrededor de los gvocitos a partir del estadio 3. En los estadios del 4 al
6 se desarrollan granulos de vitelo en el citoplasma.

Desde un punto de vista general los estudios sobre maduracion gonadal de
los crustaceos ha sido ampliamente revisada por Adiyedi y Subramoniam (1983),
Meusy y Charniaux-Cotton (1984), Charniaux-Cotton, (1985) y Meusy y Payen
(1988).
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3.1.3.- Estudios sobre histologia gonadal en crusticeas decapodos
En los estudios de reproduccion, las tecnicas histoquimicas han sido una
herramienta muy util en la determinacion de las caracteristicas del ciclo de

maduracion gonadal de muchas especies de crustaceos, como se sefiala en |a
Tabla 3.2.
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Tabla 3.2.- Antecedontes sobre el uso de técnicas histoldgicas para ¢l estudio del ciclo

_____ gonadal de hembras en diferentes especies de crustaceos,

Autor, Especie Tecnica # de Proposito Métado de |
Afo Histoldgica estadios del estudio observacion
Perryman Procambarus Hemataxilina y Cambios en el ciclo Microscopia
(1969). simuians Eosina de Delafield ovarice inducidos por la dptica
Aldehldo-fucsinade | ———- luz
Gomori
Ouronslet et Camarones *Uranil Metanglico Crecimiento del huevo *M. Electronica
al. (1975). peneidos acetato de uranilo M. dptica
**Azul de metileno v
acuoso
Fauvel Macrobrachium | Tricromo de Gabe Determinacion del ciclo Microscopia
(1981). rosenbergi PAS, Hematoxilina ——ee- reproductivo tptica
de Groat
Pochon- Carciius maenas | Tricromo de Gabe o [ ] de taurina en ovarios y Microscopla
Mason, et al. eosina-hemalun | ———- hepatopancress dptica
(1984),
Tom, et al Parapenaeus Feulgen picro metil Caraclerizacian de la Microscapia éptica
(1987°). longirastns azul —_— vitelina
Black Sudan B
Paulus y Carcinus maenas Hematoxilina y Determinacion de *Qvario y
Laufer (1€87). y Libinis eosina de "Gill vitelcgénesis hepatopancreas
emarginata **PAS contrastado ]] “*Hepatopancreas
con verde rapido Microscopla de luz
Yanoy Penaeus japonicus Delafield Determinacion del sitio Microscapia
Chinze! Hematoxilina Egsina de sintesis de la de luz
(1987). Plus Vi vitelogenina
Yano (1988). | Penaeus japonicus Delafield Deszrrollc de los Microscaopla
Hematoxilina y Ovacitos de luz
Eosina Plus X
Black Sudan B
Tsumuray Falaemon Hematoxilina y Acumulacién de vitelina | Microscopla dptica
Nakagawa. paucidens Eosina u
1989
" Sandoval- Penaeus Hematoxilina y Estado de desarrollo | Microscopia dptica
Quintero y brasifiensts Eosina v gonadal
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Gracia
(1998).

3.1.4.- Indices Gonadosamaticos

Los indices ganadasomaticos (IGS; establecen la relacion proparcional que
existe entre el peso del ovario y el peso de la hembra. Considerando que el peso
del gvario puede ser usado como indicador de la maduracion del mismo, dicho
peso va a caracterizar un estado de desarrollo ovarico en particular;
incrementandose proporcionalmente al valumen corporal (De Viaming, et al., 1982,
Aiken y Waddy, 1980). La utilizacién de Indices gonadosomaticos en casi todos los
decapodos para el estudio de su reproduccion, ha side de gran beneficio cientifico,
ya que asi se ha podido conocer la maduracidn gonadal y épocas de desave
(Gonar, 1972 y De Viaming ef al, 1982). El uso de los métodos de relacion para
narmalizar la talla gonadal supone gue, en una poklacion dada, los animales de
diferente talla, mantienen la relacién talia gonadal-talla corporal. Ademas, el indice
gonadal es alil en la comparacion de animales de la misma talla a través del
tiempo en una poblacion o de diferentes habitats (Gonor, 1972).

El peso del ovario puede ser usado como un indicador de la maduracidn de
este, sin embargo, este peso debe ser utilizado para un particular estado de
desarrollo ovarico, por ejemplo, el ovario de una langosta de gran talla cantiene mas
ovacitos que las langostas mas pequefias, es decir que el peso del ovario en
cualquier estadio, se incrementa en proporcian al volumen carporal (Aiken y Waddy,
1980).

El Indice Gonadosomatico (IGS):

IGS= Peso del ovario/ Peso total de la hembra x 100

Es de uso comun para evaluar el crecimiente gonadal. Sin embargo, Grant y
Tyler (1983), consideran que los indices gonadicos solamente son satisfactorios en
especies de peces con una reproduccion estacional marcada. Por atra parte,
Erickson et al, (1985), mencionan que los IGS al ser usados para cuantificar la
condicion reproductiva de peces, pueden resultar inapropiados con ejemplares de
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diferentes tallas, sin embargo, €l crecimiento gonadal es frecuentemente aldmetrico.
De aqui que este autor haya desarrollado otro indice denominado Indice Gonadal
Refativo (IGR), el cual cuantfica fa condicion reproductiva de un animai
independientemente de |a talla de estos. En este indice se considera una relacion del
peso gonadal y la talla del ejemplar (mencs el peso gonadal), de acuerdo a la
siguiente ecuacion de regresion: W=a $ ® Al menos en las tres especie de peces
que utilizé, el IGR fue mas satisfactorio que el IGS.

Los estudios sabre IGS en acociles han sido realizados por Kulkarni et al.
(1991), quienes observaron para Procambarus clarkii, qﬁe los IGS se
incrementaban hasta el estadio €, sin embargo, para el 7 (Fase Postvitelogénica)
este ndice decrecié. Por ofra parte, Tobias-Chavana (1991), realizé un estudio de
ablacion unilateral del pedunculo ocular en F. clarkii, observando que con este
método, se acelera el desarrollo gonadal en organismos que no habian mudado, y
encontrd que las hembras que mudaron presentaban IGS mas bajos,
presumiblemente a causa de la exclusion mutua de los procesos de muda y
reproduccion, como se menciond anteriormente. También encontrd una
correlacion positiva al estudiar la relacidn existente entre la talla de la hembra y fa
longitud de la gonada de los acociles en laboratario.

Otros factores tienen influencia determinante en el desarralia ganadal. Asi,
Daniels et al. (1994), evalud los indices gonadosomaticos y hepatosomaticos en
FProcambarus clarkii en funcign de la temperatura y foloperiodo, los valores maximos
del IGS se realizaron en especimenes sometidos a fotoperiodo corto (10 horas-luz:
14 horas-oscuridad) y a una temperatura de 29 ¢ C. En relacion con lo anteriar,
Gonzaiez-Aguilar (1995), para una poblacion de P. clarkii en Santiago, Nuevo
Ledn, encontré que los IGS tuvieron los valores mas altos en el estadio |V y
durante el mes de Agosto.

El estudio concerniente a reproduccion de crustaceos ha generada cierto
cumulo de informacién sobre la determinacién de IGS en varias especies de
decapodos, algunos de [os cuales se presentan en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3.- Antecedentes sobre el uso de indices Gonadosométicos para estudlos de

reproduccion en crustaceos.

Ario Autor Especie Estadic Valor IGS Observaciones
1874 Bomirski y Rhithropanopeus 029-1.78* |["IGS para C. Crangon con
Klek harrisii (sin 1GS), ro——— 030-1.06"™ |extrpacion de peduinculos
Crangon crangon oculares. **IGS, misma especie,
hembras inyectadas con extracte
de pedunculo ocular.
1681 Quackenbush Panulirys argus 1.22 - 4 518" | *IGS de hembras inyectadas con
Y Herrmkind —— 0.259 - 1.15** | extracto de pedunculo ocular de
Uea pugilatar. **Hembras
intactas.
1982 Nakagawa of al. Palaeman 1.0-145" |*"GS, el diametro del avocito fue
paucidens - de 160 a 1210 um, no aumentd
proparcionalments ¢on &l IGS.
Crecimiento discontinue.
1989 Tsumura y Palaemon =1 <15->45 |I-IGS <15 Il-I1GSde1.b5a
Nakagawa paucidens 4.5 .- IGS > 4.5,
1991 Kulkarni et al. Procambarus clarkii | | =VIl ] 0.006* - 2.622* | * Qvario inmadurg; **Ovario en
vitelogénesis tardla.
1993 Chang, et al. Macrobrachium >4 Solamente usaren hermbras con
rosenbergii —_— IGS> § y ovocitos = 0.35 mm de
didmetro (hembras maduras).
1993 Haefner, Jr. y Crangon crangon =Vl 0483 (l) Incrementc en pess, §9% de
Spaargaren 5978 (Vil) desarrcllo ovarico hasta
previtelogénesis; 282% de pre a
vitelogénesis.
1993 McClintock et al. Callinectes sapidus *089-17 " Los IGS se realizaron en
— hemkbras y machos
1994 Daniels el al. Procambarus clarkii 0079 -1.225 |Hembras maduras, con 2
—— tratamientos a diferente T°C y
fotoperiodo.
1995 Chu Metapenaeus Qvarios de 15 individuas
foxner v 06-79
19856 Courtney et al. Penaeus plebejus <015 Concluyen que €i IGS no es un

buen indicador de reproduccion
en camarén
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1996 Medina ef af. Penaeus kerathurus -V 1.0-2.8* *IGS mensuales de hembras
1.4-3.7" |silvesires. **IGS de hembras
. mantenidas en estanques.
1996 Sagi et al. Cherax 0.42* - 2.15* |*Hembras previtelogénicas,
quadricarinatus —e ovocitos 287um
**Hembras vitelogénicas,
ovocitos de 1020pm
1997 Lee y Chang Macrobrachium -V 0.48-742 |ElIGS se incrementa con el
rosenbergif (1-V) desarrolio del ovario.
1998 Alunno-Bruscia y Chionoecetes opilio =10 Los valores se | Solo consideran hembras de >
Sainte-Marie expresanenin |28.9 mmde LC
1998 Spaargaren & Crangon crangon =Vl |0483* 5878 |*Minimo, **Maximo.
Haefner
1999 | Chu-Woong y Hartnoll Philocheras
trispinosus \'4 7-9

3.1.5.- Indices Hepatosomaticos (IHS)

En muchos crustaceos decapodos, el hepatopancreas €s una masa
glandular pareada larga y compacta, gue ocupa gran parte de la cavidad del
cefalotorax y se localiza a los lados del estomago e infestino anterior. Esta
glandula se une al intestino medio a través de un par de conductos primarios, y
estos se ramifican en cientos de tubulos secundarios, los cuales se conectan a la
masa lobular de este tejido. En Procambarus clarkii, 1os tubos primarios se unen
en la parte ventrolateral del intestino medio (Gibson y Barker, 1979; Ceccaldi,
1998).

El patron de coloracion presente en el hepatopancreas es variable entre los
distintos grupos de decapodos, dando tonalidades de café amarillento en las
especies Cancer pagurus, Paratelphusa hydrodromus, Metapenaeus bennettae y
Scylla serrata o verde amarillento en Homarus gammarus y Cambarus vinlis. Otros
colores observados son el amarillo naranja (Panulfirus polyphagus), rojo-naranja
(Palaemon macolmsonii), amarillo o café (Asfacus fluviatilis, Cambarus viniis,
Cancer pagurus y Nephrops) (Gibson y Barker, 1979). En Astacus leptodactylus,
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se han observado cambios de caloracion del hepatopancreas durante el ciclo de
muda, dando tonalidades de verde a amarillo (Durliat y Vranckx, 1982).

El B caroteno es el principal pigmento en los crustaceos decapodos, con un
42-90% del contenido total de carotenoides, Otros pigmentos identificados son |a
astaxantina, luteina, flavoxantina y la 4-keto-zeaxantina (Gibson y Barker, 1979).
Estos pigmentos pueden estar presentes en el ovario, pero previamente se
concentran en el hepatopancreas y pasan posteriormente a la hemolinfa durante |a
vitelogénesis (Varadarajan y Subramonian, 1980).

El hepatopancreas es un drgano vital de los crustaceos, ya que es
responsable de diversas funciones, como las sintesis ¥ secrecidn de enzimas
digestivas y la subsiguiente toma de nutrientes, pero tambien esta implicado en |a
excrecion, ciclo de muda, almacenamiento de reservas inorganicas y el
metabalismo de lipidos y carbohidratos, y al menas una porcion de sus funciones
estan bajo un control neurcendocrino (Gibson y Baeker, 1979). Las diversas
funciones del hepatopancreas estan relacionadas a los diferenies tipos de celulas
epiteliales que se presentan en el 4pice de lgs tuhulos (Ceccaldi,1998). La
nomenclatura y funcion de cada célula fue propuesta por Hirsch y Jacobs (1930), y
posteriormente utilizada por Gibson y Barker (1979) y Dall y Moriarty (1983). Las
células E, estas tienen caracteristicas embrionarias; las celulas R, tienen una
funcion de almacenamiento; las células F, presentan una apariencia fibrosa y las
células B, tienen una funcién secretora (Ceccaldi, 1998;Paulus y Laufer, 1987).
Las células R son abundantes y contienen numerosas vacualas llenas de lipidos y
elementos inorganicos, pero también hay pequeios depdsitos calcarecs y
particulas de glicogeno. En P. clarkii, estas celulas cantienen granulos de cobre,
sulfuro y otros elementos menos abundantes (Gibson y Barker, 1979; Ceccaldi,
1998).

El tamafo del hepatopancreas varia de acuerdo a la especie y en los
machos puede ser mas grande que en las hembras. En el cangrejo Arenaeus
cribrarius, el estadio IV gonadal de ambos sexos, se distingue porque los machos
presentan un hepatopancreas cuatro veces mayor en tamafio que la gdnada,
mientras que el hepatopancreas de las hembras solamente llega a ser del daoble
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del tamafio del el ovario {(Amaro-Pinherira y Fransozo, 1998). En las hembras del
camardn Crangon crangon, €l hepatopancreas es casi del doble de talla que el
ovario en los primeros estadios gonadales (I-1V), pero posteriormente decrece en
tamarfio durante la vitelogenésis. Estos cambios en volumen de ambos drganas
estén asociados al transporte de reservas desde el hepatopancreas, absarcion y
sintesis por el ovario (Haefner y Spaargaren, 1993; Spaargaren y Haefner, 1994).

El hepatopancreas esta relacionado en la produccién de vitelo exdégeno
necesario para el desarrollo del ovario (Paulus y Laufer, 1987; Quackenbush,
1988). En las hembras adultas, el hepatopancreas puede ser mas pequefio debido
a la maduracidn del ovario, al tiempo que se drenan las reservas metabdlicas
hacia este organo (Gibsan y Barker, 1979). En el acocil Orconectes nars, el
contenido de lipidos en gonadas se incrementa mientras que los lipidos del
hepatopancreas declinan (Armitage et al., 1972; Ammitage et al.,1973), esto ocurre
principalmente durante la maduracién ovocitaria (Mourente y Rodriguez, 1991).

En algunos estudios sobre el ciclo de maduracion ovarica de crustaceas
decapodos, ademas de determinar los Indices Gonadosomaticos (IGS), se ha
calculado la relacidn existente entre el peso del hepatopancreas y el pesc total de
la hembra, gue es conocida coma Indice Hepatosomatico (IHS).

En la tabla 3.4, se presentan 0s valores de IHS obtenidos para algunas
especies de crustaceos decapodos.

Tabla 3.4.- Valores del {HS en algunas especies de crustaceos decapodos

Especie Rango de los IHS Fuente

por estadio

gonadal

Penaeus kerathurus 324 Maourente y Rodriguez, 1991
Procambarus clarkii 6.78-8.99 Daniels et al., 1994
Metapenaeus joynert 3.344 Chu, 1995
Macrobrachium 3.58-6.17 Lee y Chang, 1997
rosenbergii
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1.- Colecta del material biolégico

Los especimenes (hembras) de Procambarus clarkii se obtuvieron en un
transecto del Rio San Juan, ubicado en la Congregacion "La Boca", en Santiago,
Nuevo Ledn (25° 27"11" N: 100°05'12" W), utilizando la técnica de colecta
mencionada por Campos y Rodriguez Almaraz (1992), consistente en el uso de
cebos (higado de res), redes entamoldgicas y captura manual durante la noche.
Los muestreos fueron mensuales durante 1998. En cada visita se obtuvieron
hembras de diferentes tallas (26-36 mm de Longitud del cefalotorax o LC) con el
fin de obtener hembras de diferente estado de madurez sexual, estas fueron
trasladadas vivas en cajas de plastico de 42x33x27 com, para su estudio en
laboratorio.

3.2.2.- Acondicionamiento de los especimenes en laboratorio

Los animales colectados se colocaron individualmente en peceras de
15x16x25 cm, con un nivel de agua de 4 cm, la temperatura se mantuvo entre los
24°-26°C y un fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas oscuridad como lo sugiere
Daniels ef al. (1994).

El agua de dichos contenedores se cambid cada tercer dia. El alimento que
se proporciond diariamente a los animales censistid en una dieta balanceada
basada en harina de pescado como fuente principal de proteina y soya,
proporcionada por tesistas del Laboratorio de Maricultura, sus caracteristicas
nutricionales se indican en Pelcastre {1996), y se detallan en la Tabla 3.5. Estas
condiciones de laboratorio se mantuvieron hasta la diseccion de los ejemplares,
generalmente de 5 a € dlas.
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Tabla 3.5.- Composicion de! alimento ofrecido a las hembras

Ingredientes % Ingredientes %
Coe 50s:50p 45000 = Premix Mineral 0.500
Sorgo 43379 VitaminaC 0.200
Harina de Subproducto Animal 7.000 Clorurc de Colina 0.080
Harina de Sangre 2.000 Antioxidante Redox 0.013
Aceite de Soya 1378 Antifungice 0.250
*  Premix Vitaminico 0.200

* Premix Vitaminico: Vit.A 10,000,000 U.l; Vit D3 1,200,000 U.l, Vit E §0,000 U.l,; Vit. K3 5§ g;
Tiamina 12 g; Riboflavina 20 g; Firidoxina 10 g, Vit. B12 20 g, Biotina 600 ¢, Acido félico 2.5 g;
Niacina 100 g. D-Pantotenato de Calcio 40 g; Vit. C 200 g, Exc. cbp. 1000 g.

= Premix Mineral: Zinc 80 g, Manganeso 50 g; Yodo 2.5 g; Cobre 10 g; Cobalto €.300 g; Fierra
108 g. Exc. cbp. '000 g; Vit. C cama Ascarbil Palifasfato; Clorurc de Calina 60%.

3.2.3.- Biometria

A cada uno de los acociles se le tomaron datos de longitud total (LT) y
longitud del cefalotérax (LC) con un Vernier Scala con una precision de 0.1 mm y
de manera adicional se registrd el peso total (PT) en una balanza electrénica
CHAUS Modelo C308P. La LT se considerd desde la parte anterior del rostro
hasta la parte terminal del urépodo, mientras que la LC solamente se considerd
hasta la unién con el primer segmento abdominal. Estos valores (talla y peso)
fueron incluidos en una base de datos generada en Excel y SPSS para Windows
1998.

3.2.4.- Estado de muda
Para la determinar el estada de muda de cada ejemplar se utilizd la técnica
de setogeénesis de los urdpodos siguiendo los criterios de Aiken y Waddy (1992).

3.2.5.- Diseccion

Previamente a la diseccion de los especimenes, cada una fue colocado en
el interior de un frasco que contenia un algoddn impregnado con cloroformmo, esto
con la finalidad de mantenerios inertes. Posteriormente, a las acociles se les quito

el cefalotérax por ambos lados para llevar a caba la diseccién con pinzas y agujas
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para la extraccion de gdnadas y hepatapancreas. Ambos tejidos humedos fueran
pesados en una bascula MARCA, ¢on una precision de 0.00001g. Para cada
gonada disecada se determino el estadio gonadal segun la clasificacion de De la
Bretonne y Avault Jr. (1976). Los datos de peso humedo del ovario y peso humedo
del hepatopancreas fueran también incluidos en la base de datos, para su analisis
y relacién con otras variables seleccionadas.

La gonada fue seccionada y conservada en tubos eppendorf a una
temperatura de -20°C. Una de las secciones se tomd para realizar cortes
histologicos y el resto fueron utilizadas en un estudio calateral destinado a la
caracterizacion y purificacion de los tipos de vitelo.

3.2.6.- Técnicas histolagicas '

3.2.6.1.- Mistologia para caracterizacion morfamétrica y marfologica de
las ovocitos mediante la Técnica de Haematoxilina de Harris y Eosina
(HyE)

a).- Fijacion

Las muestras de ovario obtenidas'de cada ejermplar fueron fijadas en liquida
de Bouin durante 24 horas, posteriormente se deshidrataron en alcohol etilica de
50 a 100% con barfios de 3 horas cada uno y se mantuvieron inmersas en butanol
por tiempo indefinido. Posteriormente, se colocarcn en benceno durants media
hora y se realizd la inclusion en parafina de 52°C de punto de fusion (Confrol

Técnico y Representaciones®).

b).- Microtomia

Habiéndose realizado la inclusion de las muestras de gdnadas, se
realizaron cortes histoldgicos con un espesar de 8um usando un microtomo
(American Optical Company); estos se calocaron en porlagbjetos para tedirlos con
Hematoxilina de Harris y Eosina,
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c).- Tincién

Esta técnica se utilizd para realizar la descripcién de las génadas por
estadio, considerandc el diametro, forma de ovocitos, diametro del nucleo, numero
de nucleolos; presencia de células foliculares y de vitelo, de acuerdo al criterio de
Kulkami et al. (1991). El procedimiento para llevar a cabo la tincion fue el
propuesto por Humascn (1972), modificado por técnicos del Laboratorio de
Histologia de la F.C.B. (Apéndice 1).

3.2.6.2.- Histoquimica para la determinacion de glicoproteinas, con la
técnica de Acido Periadico-Reaccion de Schiff (PAS)

a).- Fijacion y microtomia
Para esta técnica se realizo el mismo procedimiento de fijacién e inclusion
en parafina utilizado en la técnica de H y E, los cortes también fueron de un

espesor de 8um.

b).- Tincion

Esta técnica de tincion se utilizd para determinar la presencia de
carbohidratos (glicoproteinas) en el citoplasma, siguiendo las técnicas descritas
por Putt (1972) y Humason (1972), madificanda algunos de los tiempos de
permanencia en los reactivos con la finalidad de obtener mejores resultados. Los
pasos de la tincidn se enumeran en el Apendice 2.

Los cortes de gbnadas que contienen glicoproteinas dan como PAS positivo
granulos de color rosa a rojo purpura

3.2.6.3.- Histoquimica para determinar Ia presencia de lipidos mediante
la técnica de Black Sudan B (BSB)

a).- Fijacién y microtomia

Para |la técnica de BSB los tejidos fueron fijados en formalina al 10 %,

realizando 3 cambios cada 24 heoras. Las gonadas se conservaron en butanol para
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incluirios en parafina posteriormente. La inclusion y obtencién de los cortes se
realizé de la misma forma mencionada en las técnicas de Hy E, y PAS.

b).- Tincién

La determinacion de lipidos por medio de la técnica de BSB se llevd a cabo
en base al pracedimiento utilizado por Johnson 1980 y las medificaciones
realizadas por Tom et al. (1887a), (comunicacion personal, Apéndice 3).

Los lipidos combinadas caon algunas otras moleculas, asi como otras lipidas
neutros exhiben una reaccion positiva a esta técnica obteniendo una coloracion

negra, azul-grisacea o parduzca.

3.2.7.- Indices Gonadosomaticos

La determinacion de los indices Gonadosomaticos (IGS) por estadio y mes
de muestreo, fue de acuerdo a la relacion ya mencionada. Esie indice ha sido
utilizada en diversas especies de crustaceos decapodos (Quackenbush y
Herrkind, 1981, Nakagawa et al, 1982; Kulkarni et al, 1991; Haefner y
Spaargaren, 1993; Daniels ef al., 1994 Lee y Chang, 1997, Spaargaren y Haefner,
1998):

Adicionalmente se utilizd el Indice gonadal Relativa (IGR) propuesto por
Erickson et al. (1985), donde se utilizd primeramente la siguiente ecuacién W= a
s° para cada estadia gonadal, donde W es el peso del avario, S es la diferencia del
peso somatico total menos el peso del ovario de cada hembra, a y b son constantes
de la ecuacion. Posteriormente, se utilizo una comparacidn multiple de pendientes,
para probar si las pendientes (b) de cada regresion presentaban diferencias
significativas entre los estadios gonadales (Zar, 1996). En este caso como las
pendientes no fueran diferentes, se procedid a calcular un coeficiente de regresidn
(b) comun para cada regresion, de esta manera el IGR qued6 expresado como:

IGR= aW/s"®
Donde a es el valor del intercepto de cada regresion , en este caso por

estadio y b es el ceeficiente de regresidn comun.,
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3.2.8. Indices Hepatosomaticos (IHS)

Para la construccién de los IHS por estadio gonadal y mes de muestreo, se
utilizé la relacion entre el peso himedo del hepatopancreas (PHP) y el peso
himedo de las hembras (PHE):

IHS= (PHE/PHE) x 100

3.2.9. Analisis estadisticos

Los valores promedio del peso de las hembras (PT), langitud del cefalotérax
(LC), peso del ovario, peso del hepatopancreas, IGS, IGR, IHS y el diametro de
los ovocitos fueran sometidos a |a prueba de Kolmogarov-Smirnov para determinar
si presentaban una distribucion normal. Para estas mismas variables, se
determind si existian diferencias significativas entre sus valores promedio, ya sea
par esladio gonadal o0 mes de muestreo, mediante un ANOVA (F=, P<0.05) y la
prueba de Duncan (Prueba t P<0.05). Adicionalmente, se obtuvieron las
estadisticas descriptivas de las variables mencionadas por mes y estado de
madurez (Promedio, Desviacion estandar, Error estandar, valor minimo y maximo,
asi como el coeficiente de variacion),

Todas las pruebas y andlisis estadisticos fueron hechos con el programa
SPSS version §, 1992 y Zar (1996). Las graficas de cada analisis se editaron con
el programa Statistica y Excel para Windows 98.
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DISENO EXPERIMENTAL

Fig. 3.2.- Diagrama de flujo del disefio experimental



3.3. RESULTADOS

3.3.1.- Clasificacion de las gonadas

Los ovarios extraidos de las hembras de Procambarus clarkii, fueron
clasificados en cuatro estadios gonadales, considerando el color y tamafio de los
ovocitos (de la Bretonne y Avault Jr., 1976). En el caso particular del color del
ovario para cada estadio, se observaron algunas diferencias (ver clasificacion de
la Bretonne y Avault Jr., 1976) (Fig.3.3).

Fig. 3.3.- Ovarios de Procambarus clarkii en diferentes estadios gonadales;
a) estadio |, b) estadio ll, c) estadio lll y d) estadio IV.

Para tratar de uniformizar los colores observados en las gonadas se utilizé
una escala cromatica con muestrarios de colores de pinturas para interiores, de
dos marcas comerciales: DIAMOND ® y DUTCH BQOY ®. A continuacién se
presenta el color observado para cada estadio (Fig. 3.4).
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ESTADIO |.- Son ovarios de color Diamond ®

blanco a amarillo claro. Mayonnaise
ESTADIO Il.- El color Diamond®
caracteristico es crema. Surfspray
Dutch Boy ®
Papoose
ESTADIO lll.- Son de color café
en distintas tonalidades Dutch Bov ® -
Fiddler
Nutwood
Dutch Boy ®
Aw Nuts
ESTADIO V.- Los ovocitos son de .
color de los huevecillos; presentan un Dutch Boy ®
color café oscuro.
Buffalo

84



3.3.2.- Estado de la muda

Se colectaron 291 ejemplares hembras para este estudio, de las cuales de

acuerdo al criterio de setogénesis correspondieron en un 79.76 % y 19.24 %, a los

estadios de muda C y D, respectivamente. En la tabla 3.6 se presenta una relacién

del nimero de organismos por muda. La Fig. 3.5 muestra la observacion al

microscopio del urépodo de una hembra en estado D.

Tabla 3.6.- Relacion del estado de la muda con respecto al estadio gonadal

ESTADIO ESTADO DE LA MUDA
GONADAL
P& A B C D Total
Post-muda Post-muda Intermuda Premuda
| 2 26 21 49
I 1 78 29 108
1 60 5 65
[\ 68 1 69
Total 3 0 232 56 261

Fig. 3.5.- Margen del urépodo que representa las caracteristicas de un

espécimen en estadio D (las flechas indican la presencia de nuevas setas).
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3.3.3.- Datos morfométricos (LC y PT)

Las biometrias obtenidas de los ejemplares utilizados indicaron un
incremento, tanto en la LC como en el PT, a medida que avanzd el proceso de
maduracion. Se observé que los organismos en estadio | midieron en promedio
26.7125 mm de LC, mientras que los del estadio IV midieron 35.329 mm, a este
respecto se determiné la existencia de diferencias significativas en cuanto a los
valores promedio. Las hembras de estadios | y IV difirieron significativamente (F=
19.0738; P< 0.05) de acuerdo a la prueba de Duncan con los estadios Il y llI.

De manera similar, el peso total del animal se incrementd de 8.3146 gr a
13.395 gr en promedio del estadio | al IV respectivamente (F= 14.3321; P< 0.05).
Se observé una diferencia significativa en el peso promedio del estadio | que difirié
del resto (Duncan, P< 0.05) formandose 2 subconjuntos en los cuales no se
presentaron diferencias significativas, el -1ll y el lll-IV. En la Tabla 3.7, se muestra

la relacién de los valores de ambos parametros para cada uno de los estadios.

Tabla 3.7.- Datos morfométricos por estadio gonadal de hembras de P. clarkii.

LONGITUD DEL CEFALOTORAX (mm) PESO TOTAL
{gn)

Estadio (n) Maxime Promedio Minimo Desviacion Maximo Promedio Minimo Desviacién
Ejemplar Estandar Estandar

| 48 44 26.7125 12 7.3243 19.1 8.3146 2.7 3.5176

i 108 48 31.9012 21 5.8823 30.7 10.8289 3.1 41516

i 65 48.5 33.1031 19.5 6.486 37.5 12.286 4.4 5.0467

v 89 44 35.329 20 5.41 25.5 13.395 6.4 45193

El analisis de regresion de PT en funcion de LC fue significativo
(F=187.849; P<0.05) '(Fig. 3.6). El coeficiente de regresion (b) fue 1.125, de
acuerdo a este valor el crecimiento de PT fue aloméfrico negativo (1=22.86;
P<0.05).
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r2=0.395
a0 InPT= In0.217 +1.125 InLC

35 |
30 Q
25

20

In PT

15

10

InLC

Fig. 3.6.- Relacion de PT y LC de las hembras colectadas en 1998

3.3.4.- Peso del ovario

El peso del avario es uno de los parametros biométricos necesarios para
determinar el indice Gonadosomatico, los valores maximos y minimos fueron
0.0043 y 14819 g, respectivamente. Se realizdé un ANOVA que permitio €
establecimiento de diferencias significativas (F= 71.1241; P< 0.05), asl como una
prueba de Duncan c¢on un 95% de confianza, por medio de la cual quedd de
manifiesto que los estadios Il y IV son los que marcan la diferencia respecto a los
demas. Los pesos de las génadas aumentaron de acuerdo a la evolucién de los
estadios de maduracion gonadal (Tabla 3.8).

Los valores promedio del peso gonadal fueron mayores en Diciémbre
(0.3577) y Enero (0.4864), esto es sin considerar el estado gonadal. El valor
promedio minimo se presentd en _Mayo (0.0458). Estos valores fueron
significativamente diferentes de acuerdo a un ANOVA (F= 7.7379; P< 0.095), y se
determiné que los valores promedio de los meses de Energ, Julio, Agosto, Octubre
y Diciembre, fueron significativamente diferentes al resto, de acuerdo a la prueba
de Duncan con un 95% de confianza (Tabla 3.9).
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Tabla 3.8.- Valores del peso ovarico para cada estadio gonadal.

Estadio Nurnero de M&ximo Promedio Minimo Desviacion Coeficiente de
ejemplares Estandar vanacion (CV)
I 48 01630 00262 0.0043 00278 106.1068
! 108 02370 0.0441 0.0079 0.0326 73.9229
1] 65 1.1337 0.1521 0.0213 02115 139.05325
v €9 1.4819 0.4695 0.0710 03625 77.2097

Tabla 3.9.- Datos del peso del ovario de las hembras recolectadas durante 1993.

Mes Numero de Maximo Promedio Minimo Desviacion Coeficiente de
Ejemplares Eslandar vanacian
Enero 15 1.4002 0.4864 0.6640 0.5457 112,19161
Febrero 25 0.5568 0.0735 0.0043 0.1080 146 93877
Marzo 26 0.4220 0.0514 0.0062 0.0877 170.62256
Abril 35 0.2667 0.0474 0.0084 0.0553 116.6666
Mayo 36 0.3961 0.0458 0.0140 0.0674 147.16157
Junig 21 0.1808 0.0510 0.0266 0.0499 g7.84313
Julio 21 0.8680 0.2582 0.0209 02741 106.15801
Agosto 31 0.9059 02918 0.0237 02908 €9.65729
Sepliembre 19 0.7248 0.1761 0.0433 0.1746 99.14821
Octubre 20 1.1337 0.2149 0.012¢ 22692 125.26756
Noviembre 20 0.8430 01914 0.0063 02102 109.82236
Diciembre 21 1.4819 0.3577 0.0133 0.4588 128.2639

funcion de PT fue significativo

determinacion fue muy bajo =

El coeficiente de regresian (b=1.872) abtenido de (a regresion del POV en

(F=156.877; P<0.05), pero el coeficiente de
0.353 (Fig. 3.7). El crecimiento de POV fue
alométrico negativo (t= 7.570; P<0.05).
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r2=0.353
In POV= [n0.00084 + 1.872 In PT

In PESO OVARIQ

In PESO TOTAL

Fig. 3.7.- Relacion de POV y PT de las hembras colectadas en 1998

3.3.5.- indices Gonadosomaticos (IGS)

3.3.5.1.- IGS por estadio ganadal

Los valores promedio de IGS fueron diferentes en cada estadio (Tabla 3.9),
los cuales se ingrementargn hacia el estadio IV (3.5565). Estos datos fueron
analizados con un ANOVA y se determinaron diferencias significativas en los
distintos estadios de maduracién (F= 88.4532; P< 0.0%). De acuerda a la prueba
de Duncan, los IGS se agrupan en tres subconjuntos, uno formadao por los IGS de
los estadios | y Il, los cuales no presentan diferencias significativas, un segundo
subconjunto que incluya saolo al |GS del estadia Il y el tercer subcanjunto formado
par el IGS del estadio IV, por lo tanto el IGS de los estadios Il y [V difirieron entre
si y con el subconjunto formado por el estadio | y || (Tabla 3.10 y Fig. 3.8).
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Tabla 3.10.- Valores del indice Gonadosométicos por estadio gonadal.

Estadio No. Maximo Promedio  Minimo Desviacion Coeficiente de
Ejemplares Estandar variacién (CV)
I 48 1.4685 0.2878* 0.0951 02227 77.38012
I 108 2.5761 0.4117* 0.0775 0.2880 69.95384
] 65 6.1973 1.1604** 0.2173 1.2560 108.23853
v 69 9.7923 3.5565** 0.6042 2.4835 69.26753

Fig. 3.8 Indices Gonadosomaticos por estadio
gonadal.

IGS

3.3.5.2.- IGS mensual

Los IGS mensuales, sin considerar el estadio gonadal, presentaron
diferencias significativas a lo largo del ciclo anual, registrandose los valores
promedio mas altos durante los meses de Diciembre-Enero y Julio-Agosto
(2.6154, 2.8645, 2.155 y 2.9204, respectivamente). Todos los valores promedio
fueron significativamente diferentes de acuerdo a un ANOVA con una F= 8.5582;
P< 0.05. Ademas, se realizd una prueba de Duncan con un 95% de confianza,
observandose que los meses de Diciembre, Enero, Julio y Agosto, marcaron una
diferencia significativa con respecto al resto (Tabla 3.11 y Fig. 3.9).



Tabla 3.11.- Indices Gonadosomaticos por mes de colecta.

Mes Niimero de Maximo  Promedio Minimo Desviacién Coeficiente de
Ejemplares estandar Variacién (CV)
Enero 15 8.1075 2.8645 0.4232 3.0662 107.04136
Febrero 25 6.3273 0.7222 0.0851 1.2270 162.89753
Marzo 26 5.4805 0.5376 0.0775 1.1120 206.84523
Abril 35 1.9833 0.4401 0.1377 0.3981 90.45671
Mayo 36 4.6058 0.5455 0.1968 0.7544 138.29514
Junio 21 1.6587 0.4748 0.1100 0.3850 81.06969
Julio 21 7.4833 2.1550 0.4644 1.8850 87.47099
Agosto 31 9.7409 2.9204 0.3825 2.8550 97.76058
Septiembre 19 44466 11508  0.1834 1.0870 94.45603
Octubre 20 3.2000 1.0156 0.1265 0.9684 95.3525
Noviembre 20 5.0179 1.3099 0.2333 1.1730 80.54882
Diciembre 21 9.7923 26154 0.1919 2.7210 104.03762

Fig. 3.9 Comparacién mensual de Indices
Gonadosomaticos

IGS
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3.3.6. Indice Gonadal Relative (IGR)
La comparacion multiple de las pendientes (b) obtenidas entre W (Pesa del

ovario) y S (Diferencia entre el peso somatico menos y el pesao del ovario) permitéd
determinar fa ausencia de diferencias significativas entre los cuatro estadios
gonadales (F=0.0474; P>0.05) (Tabla 3.12).

Tabla 3.12.- Ecuaciones y valores de a y b obtenidas de la relacion W (Peso del
ovario) en funciéon de S {Peso de la hembra - Peso del ovario).

Estadio ganadal Ecuacién Hipdtesis y Decision
[ W=000104 37
I W=0.00424 8°%7
1] W=0.00573 §' '€
v W=0.05980 g7

Hao: b1= bg= b3= by,
Se acepta Ho
F=0.0474; P>0.05

Al no existir diferencias entre los coeficientes de regresion, se ulilizé un
ANCQOVA para calcular el coeficiente de regresidn comin que tuvo un vafor de
1.084 (Tabla 3.13).

Tabla 3.13.- Analisis de Covarianza de la regresiones de los cuatro estadios
gonadales, para calcular el coeficiente de regresién comuin.

Relacion 5 Ixy ¥ n B SC G.L.
Residual Residual
Regresion 1 9.139 12.881 1561.242 48 1.4203 1542.8041 46
Regresion 2 14.7387 13.728 2421454 108 09277 2408.718 108
Regresion 3 8.531 9902 759 940 65 1.1606 748 447 63
Regresion 4 7.478 §.270 196.174 69 0.7047 192.460 67
Regresion 4892.430 282
“combinada™
Regresion 30.947 41882 4938.811 1.0484 4894 900
comun
Regresion 290 288

Total




Considerando los anteriores andlisis para obtener un coeficiente de

regresion (b) comun, la ecuacidn para determinar los IGR de cada estadio gonadal
quedaria de la siguiente manera (Tabla 3.14):

Tabla 3.14.- Ecuacion del IGR= g W/S® para cada estadio gonadal.

Estadio gonadal Ecuacion
( IGR=0.00104 W/S"™™
" IGR= 0,0042¢4 W/g" ™4
I IGR= 0.00573wW/g" ™M™
v IGR= 0.05980 W/g' ™

Los valores minimas y maximos del IGR fueron 0.0000009 y 0.005822,
respectivamente, esto es sin considerar el estadio gonadal. Los valores promedio
por estadio gonadal se presentan en la Tabla 3.15. De acuerdo al ANQVA y la
prueba de Duncan, las valores promedio de los estadios |, Il y Il no difirieron entre
ellos, sin embargo, difirieron significativamente con el valor promedio del estad(o
IV (F=137.5096; P<0.05).

Tabla 3.15.- Valores del indice gonadal rejativo (IGR) por estadio gonadal.

Estadio No. Maximo Promedio Minimo  Desviacidon Coeficiente de
Ejemplares Estandar variacion (CV)

1 48 0.1380™ 00000027 0.900™ 0.000002089 74.07

I 108 0.1008% 00000157 0.290°° 0.000011225 71.33

1] 65 0.3381% 00000606 0.112™ 0000067827 111.88

v 89 05822  0.0019855 0.322® 0.00743857 72.45

3.3.7. Calor y Pesoa del Hepatopancreas.

El hepatopancreas presentd una coloracion que vario de acuerdo al estadio
genadal de las hembras, las tonalidades fueron verde-café para e! estadio |,
amarillo claro para el estadio Il y lll, mientras que para el estadio IV fue de un
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color amarillo fuerte. En la siguiente figura se presenta el hepatopancreas de
hembras del tercer y cuarto estadio gonadal.

Hepatopancreas de hembras estadio Il

Hepatopancreas de hembras estadio V

Los pesos maximos y minimos del hepatopancreas fueron 0.1038 y 1.9710.
Los valores promedio del peso del hepatopancreas (PH) agrupados por estadio
gonadal presentaron una tendencia de incremento del estadio | al |ll, para
decrecer en estadio IV (Tabla 3.16). De acuerdo al ANOVA y a la prueba de
Duncan estos valores fueron diferentes entre el estadio | y Il, y ambos difirieron

con los estadios Il y IV, en estos dos Ultimos no se encontraron diferencias

significativas (F=24.922; P<0.05).

Tabla 3.16.- Valores del peso del hepatopancreas (PH) para cada estadio gonadal.

Estadio Numerode = Maximo  Promedio  Minimo Desviacién Coeficiente de
ejemplares Estandard Variacion (CV)

| 48 0.8448 0.3979 0.1038 0.1669 41.8452

] 105 0.9686 0.5188 0.2299 0.1525 29.3947

]} 63 1.9710 0.6997 0.1370 0.2894 41.3605

v 69 1.4700 0.8745 0.2831 0.2494 36.9755

Los valores del PH agrupados por mes de muestreo indicaron que en
Octubre y Noviembre se presentaron los valores maximos y minimos absolutos,
respectivamente. Mientras que, Mayo y Octubre se observaron los valores

promedio minimo (0.4391) y maximo (0.8033), respectivamente (Tabla 3.17).
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Estos promedios de acuerdo al ANOVA y la prueba de Duncan fueron

subclasificados en 5 grupos que no presentaron diferencias significativas.

Tabla 3.17.- Datos de! peso del hepatopancreas (PH) por mes de recoleccion.

Mes Namero de Maximo Promedio Minimo  Desviacion  Coeficiente de
Ejemplares Estandar variacion

Enero 15 0.9882 0.7009 0.4258 0.1816 25.9095
Febrero 25 0.8863 0.5675 0.1442 0.2095 37.5784
Marzo 22 1.1035 0.5783 0.2024 0.2112 36.5208
Abril 35 0.8207 0.4896 0.2375 0.1540 31.4542
Mayo 35 0.7985 0.4391 0.2299 0.1370 31.2001
Junio 21 0.9012 0.5052 0.1634 0.1698 33.6104
Julio 21 0.8447 0.5316 0.2784 0.1561 29.3641
Agosto 31 0.8151 0.4818 0.1370 0.1437 29.8256
Septiembre 19 1.1660 0.7259 0.3379 0.2392 32.9521
Octubre 20 1.9710 0.8033 0.2333 0.4022 50.0684
Noviembre 20 1.4700 0.7232 0.1038 0.3274 45.2710
Diciembre 21 1.5810 0.6425 0.2997 0.2609 40.6070
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El coeficiente de regresion (b=0.875) de la relacion de! PH vs. PT fue
significativo (F=797.334, P<0.05) (Fig. 3.10). La correlacion existente entre ambas
variatles fue de 0.733. El crecimiento de PH fue alométrico negativo (1=68.54;
P<0.05).

r#=0.738
22, InPH= In0.0678 + 0.875 In PT

in PESO HEPATOPANCREAS

0 § 10 16 20 25 30 35 4¢
In PESO TOTAL

Fig. 3.10.- Relacion de PH y PT de las hembras calectadas en 1998
El andlisis de regresion de los valores absolutos del POV y PH sin
considerar el estadio gonadal fue significativo de acuerdo al ANOVA (F=132.976;

P<0.05), sin embargo, el valor del coeficiente de determinacion (*=0.320) fue muy
bajo (Fig. 3.11). El crecimiento de POV fue alométrico negativo (t=8.33; P<0.05).
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r?=0.320
In POVs In0.2135+ 1.741 In PH

In PESO OVARIO

0.2 0.2 0.6 1 14 18 22
In PESO HEPATOPANCREAS

Fig. 3.11.- Relacion de POV y PH de las hembras colectadas en 1998

3.3.8. Indices Hepatosomaiticos (IHS)

3.3.8.1.- Indices Hepatasamaticos por estadio gonadal

El rango de los Indices Hepatasomaticos (IHS) fue de 2.044 a 11.864 en las
hembras examinadas. Se observd una tendencia de incremento en los valores
promedio de los tres primeros estadios (4.914- 5.741), para disminuir este valor en
el estadio IV. De acuerdo al ANOVA y [a prueba de Duncan, los IHS de los estadio

Il y IV difieven significativamente con el 1HS del estadio |l (F=7.759; P<0.05)
(Tabla 3.18 y fig. 3.12).
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Tabla 3.18.- Valores de los Indices Hepatosomaticos (IHS) por estadio gonadal.

Estadio Numero de Maximo Promedio Minimo Desviaciéon Coeficiente de

ejemplares Estandard Variacién (CV)
I 48 8.5345 4.9140 2.2873 1.1792 23.9967 -
I 105 11.8645 49855 2.8488 1.0693 21.4481
[} 683 85117 57410 2.0448 1.1323 19.7230
v 69 7.1707 5.1079 2.8609 1.0039 19.6538

Fig. 3.12.- Indices Hepatosomaticos
por estadio gonadal

I Estadios

3.3.8.2.- Indices Hepatosomaticos mensuales

Los IHS promedio por mes, sin considerar el estadio gonadal, fueron en
Enero (4.366) y en Diciembre (5.959), los valores minimo y maximo,
respectivamente (Tabla 3.19). Por medio del analisis de varianza y la prueba de
Duncan se determinaron 5 subgrupos de IHS mensuales, donde cada grupo difirid
significativamente de los demas grupos (F=4.373; P<0.05).

98



Tabla 3.19.- Valores de los Indices Hepatosomaticos por mes de recoleccion.

Mes Nuamero de Maximo  Promedio Minimo  Desviacion Coeficiente de
Ejemplares Estandar variacion

Enero 18 5.7658 4 3465 2 8609 07528 17.3196
Febrero 25 7.4462 52787 35380 1.1292 213916
Marzo 22 8.534% 5.8005 J3.6800 1.0645 19.3527
Abril 35 7.0058 5.0694 3.5827 0.83894 17.5444
Mayo 35 11.8645 54564 3.9583 1.3027 23.9747
Junio 27 6.4582 5.2961 4.3243 0.5201 9.8204
Julio 21 6.7299 §2903 2.9473 1.0125 19.1388
Agosto 31 7.2603 48712 2.0448 1.0775 22,1198
Septiembre 19 6.9968 46464 2.8488 1.1286 24,2897
Qctubre 20 5.3810 4.3913 22873 0.8391 19.1082
Noviembre 20 B.5117 56153 3.5430 1.3363 23.7974
Diciembre 21 7.7826 5.9599 3.3724 1.1835 19 8677

3.3.9. Comparacion y reiacién de los IGS e IHS por mes y estadio
gonadal

En la siguiente Figura (3.13) se presentan los valores promedio de los IGS
e IHS por mes de muestreo, en donde se puede apreciar que los |HS siempre
presentaron valores mas altos que los IGS.
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Fig. 3.13.- INDICES GONADOSOMATICOS (IGS) EN AZUL E INDICES
HEPATOSOMATICOS (IHS) EN ROJO PARA HEMBRAS COLECTADAS EN
1998

IGS e IHS

De acuerdo al andlisis de regresion entre IGS e IHS, sin considerar el
estadio gonadal, no existié una relacién significativa entre ambos indices
(F=0.344, P>0.05).

En la Tabla 3.20, se presenta una comparacion de los IGS e IHS por
estadio gonadal, en donde se observa que los valores del IHS fueron mas altos
que los del IGS.

Tabla 3.20.- Valores promedio y desviacién estindar de los IGS e IHS por estadio
gonadal de las hembras de Procambarus clarkii, colectadas en 1998.

IGS IHS
ESTADIOS n X n X
| 58 0.2878 (0.2227) 58 49140 (1.1793)
] 133 0.4117 (0.2880) 130 4.9855 (1.0693)
] 92 1.1604 (1.2560) 90 5.7410 (1.1324)
v 85 3.5565 (2.4635) 85 5.1080 (1.0040)
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3.3.10. - Histologia gonadal

3.3.10.1.- Descripcion histolégica de las génadas mediante la técnica

deHyE

Usando esta tecnica se lograron determinar las principales caracteristicas
morfo-anatémicas de los ovocitos en sus diferentes estadios gonadales. En las
Figuras de la 3.15 a 3.17, se presentan microfotografias de avocitos de distinto
estadio gonadal.

a).- Diametro de ovocitos

Los diametros promedio de los ovocitos mostraron una tendencia hacia el
incremento que varid desde 170.9149 um hasta 760.6388 yum para los estadios | y
IV, respectivamente. Estos valores para los cuatro estadios presentaron
diferencias significativas de acuerdo al ANOVA (F= 85.0275; P< 0.05} y la prueba
de Duncan, donde se observo que el diametro de los ovocitos de los estadios | y -
IV difirio de los del tercer y cuario estadio. Sin embargo, cabe resaftar que los
rangos maximeos y minimos absolutos presentaron un tfraslape en cada estadio
(Tabla 3.21 y Fig. 3.14).

Tabla 3.21.- Didmetros de los ovocitos por estadio gonadal {en pm),

Estadio N Maximo Promedio Minimo Desviacion Coeficiente de
gonadal estindar Variacion
l 31 3436176 170.9149 22.1689 69.5631 40.70043
il 33 509.8842 324.1359 210.6044 82.903% 29.57677
m 34 620.7286 394.8017 2106044 104.6243 26.50046
v 45 1285.7650 7€0.6388 243.8577 247.949 32.89746
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Fig. 3.14.- Comparacion del diametro de
los ovocitos por estadio gonadal.

' L 3

soo R
600 -
400 -
200 -

Diametro en micras

Fig. 3.15.- Cortes transversales (10 X) de ovario en Estadio | donde se puede
observar el Nucleo (N) y Tejido ovarico (TO) (Hematoxilina de Harris y

Eosina). Barra de calibracion = 77.6 um.
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Fig. 3.16.- Corte transversal de ovario, a) Estadio Il (4.1X).- La flecha indica
las células foliculares (Cf) alrededor del ovocito (barra de calibracién =
129.65 um); b) Estadio lll (10X.- ovocito con vacuola (V), caracteristica
distintiva de este estadio (Barra de calibraciéon = 52.6402 um ), (Hematoxilina

de Harris y Eosina).
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Fig. 3.17.- Corte de ovario (10 X) en Estadio IV: Se observan los nucleolos
(Nc), algunas gotas de vitelo (V) y la presencia de espacios blancos (Eb)
intracelulares como una caracteristica de reabsorcion del ovario
(Hematoxilina de Harris y Eosina). Barra de calibracion = 60.8511 um.

b).- Diametros de los nicleos

Los valores promedio del diametro de los nucleos se incrementaron del
estadio gonadal | al |, pero se presenté un decremento del estadio Il al lll. Al
analizar los datos mediante un ANOVA (F= $.0233; P<0.05) se encontraron
diferencias significativas, siendo el estadio |l el que difirié del IV, de acuerdo a la
prueba de Duncan, sin embargo encontramos un traslape entre los rangos de los
distintos estadios gonadales (Tabla 3.22 y Fig. 3.18).
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Tabla 3.22.- Didmetro de los nicleos por estadio gonadal.

Estadio n Maximo Promedio Minimo  Desviacién Coeficiente de
estandar Variacién
I 31 84.015 53.4805 16.803 17.1473 32.06271
] 33 103.6185 68.5698 42.0075 13.6681 19.93311
]} 29 64.4115 50.98841 39.207 6.098 11.95958
v 29 126.025 74.53783 33.606 24.0441 32.25757

Fig. 3.18.- Comparacion del diametro del
nucleo por estadio gonadal.

100
80
60
40
20

0

Diametro en micras

Al igual que en el diametro de los ovocitos y los nucleos, la relacion
nicleo/citoplasma también presentd un incremento a medida que avanzaba el
proceso de maduracion gonadal. Tal como lo muestra la Tabla 3.23. Se present6
una relacién nlcleo/citoplasma de 1:3 como la minima relaciéon para el estadio |,
mientras que la mayor relacion se presenté en el estadio |V siendo para este de
1:10.
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Tabla 3.23.- Relacion nuclec/citoplasma
on las diferentes estadios gonadales.

Estadia Relacion nuclegicitoplasma
| 13
I 15
] 17
v 1:10

c).- Forma de los ovocitos

Los ovocitos observadas en los cortes, presentaron cuatrp formas distintas
entre los diferentes estadios gonadales, siendo estos semiesféricos, ovoides,
cuadrados y rectangulares. En el estadio [, solamente se observaron celulas
semiesféricas y ovoides, para el estadio |l s¢ presentaron tadas las formas
excepto la semiesférica, mientras que en el estadio Il y IV se presentaron las
primeras dos formas, ademas de la forma cuadrada para el estadio Ili y la
rectangular para el estadio IV. (Tabla 3.24 y Figs. 3.19 y 3.20).

Debida a que se presentd una diversidad de farmas en los ovocitos por
estadio gonadal, se seleccionaron {0s que presentaran un mayor tamafio y
abundancia en los cortes revisados.

Tabla 3.24.- Comparacién de las formas de los ovocitas para cada
estadio gonadal.

Estadio gonadal Forma del ovocito
Semigsfeérico Ovoide Cuadrado Rectangular
| - .
u . - *
n . . .
v . . .

106



.l mil il niv

Semiesférico Ovoide Cuadrado Rectangular

Fig. 3.19.- Formas de los ovocitos por estadio gonadal.

Fig. 3.20.- Cortes de ovario (10 X) con ovocitos de diferentes formas que se

presentaron en diversos estadios. a) ovoide, b) semiesférico, c) rectangular y
d) cuadrado. (a, Acido Periodico- Reaccién de Schiff; b, ¢ y d Hematoxilina
de Harris y Eosina).

d).- NOomero de nucleolos
El nimero minimo de nucleclos por estadio fue similar (2-4), sin embargo,
el nimero maximo varié en los distintos estadios. En el estadio |, se cuantificaron

13 nucleolos, mientras que para el estadio IV se lograron observar hasta 23. Los
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valores promedio fueron evaluados por medio de un ANOVA y se encontraron
diferencias significativas entre estos (F= 4.5161; P< 0.05). Por medio de una
prueba de separacién de medias se pudieron clasificar en tres grupos: 1) Estadio |
(13); 2) estadio I (19) y 11l (20); 3) y estadio IV (23). (Tabla 3.25 y Fig. 3.21).

Tabla 3.25.- Comparacién del nimero de nucleolos por estadio gonadal.

Estadio Grupo Maximo  Promedio Minimo  Desviacion estindar Coeficiente de Variacion

| 1 13 7.5806 3 2.5136 33.15832
Il 2 19 9.5758 B 3.9846 4161114
] 20 8.2903 3 3.3085 39.90808
v 3 23 11.3333 2 §.7213 50.4822

Fig. 3.21.- Nomero de nucleolos por
estadio gonadal.

N
o

-
(%}

# de Nucleolos
o B
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e).- Presencia de Vacuola y Zona perinuclear

Una caracteristica unica y distintiva del estadio vitelogénico intermedio de
acuerdo a la clasificacion de Kulkarni et al. (1991), es la presencia de una vacuola
en la periferia del ovocito, la cual solo se observé en ovocitos en estadio .

Por otra parte, tanto el estadio vitelogénico intermedio como el tardio, se
distinguieron por presentar una zona perinuclear, segin lo reportado por Kulkarni
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et al. (1991). Esta caracteristica se presentaron en ovocitos pertenecientes a todos

los estadios, siendo mas frecuentes en los estadios Il y IV (Tabla 3.26 y Figs.
3.22,323y3.24).

Tabla 3.26.- Presencia de zona perinuclear y vacuola por estadio gonadal.

Estadio Zona Perinuclear Vacuola Zona perinuclear y vacuola a la vez
| Presente Ausente Ausente
I Presente Ausente Ausente
1l Presente Presente Presente
v Presente Ausente Ausente

Fig. 3.22.- Presencia de zona perinuclear y vacuola en
los diferentes estadios gonadales.

rr—— - —
- e

| I ' I %
W Zona perinuclear (ZP)  EVacuola (V) BZPyV
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Fig. 3.23- Cortes de ovario (10 X) en estadio lll. Presencia de vacuolas,
distintivas de este estadio (Hematoxilina de Harris y Eosina). Barra de
calibracion = 52.6402.

Fig. 3.24.- a) Corte de ovario en estadio lll (10 X, Acido Periédico-reaccion de
Schiff); b) Ampliacién de la zona perinuclear (Zp) (40 X), (Acido Periédico-
Reaccion de Schiff). Barra de calibracion = 52.6402.
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Cabe mencionar que en un mismo corte histolégico se presentaron ovocitos
de diferentes diametros que representan diferentes estadios gonadales, esto
explica el hecho de que en ovarios de estadio | y Il se encuentre presente la zona
perinuclear en algunas células, pero en menor proporcidon comparado con los
estadios Il y IV, lo cual viene a corroborar la continuidad del proceso de

maduracion.

f).- Espacios citoplasmaticos

Una caracteristica que se observé comunmente en los cortes de ovocitos
en estadio IV fue la presencia de pequefios y numerosos espacios, que indicaban
la reabsorcion del ovocito. Esta caracteristica también se presenté en ovocitos de
estadio Ill, pero en menor cantidad (Fig. 3.25).

g).- Células foliculares

En los estadios del Il al IV se presenté otra caracteristica que corresponde

Fig. 3.25.- Corte de ovario en estadio IV donde se pueden ohservar una gran
cantidad de espacios. a) 40X; b) 10X (Acido Periédico-Reaccion de Schiff).

Todas las caracteristicas morfolégicas anteriormente mencionadas se

presentan de manera comparativa en la Tabla 3.27.
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Tabla 3.27.- Comparacion de las principales caracteristicas histologicas de los ovocitos por

estadio ganadal.

CARACTER Estadio | Estadio Il Estadio Estadio IV
Diametro del ovocito 170.9143 324.1359 394.8017 760.6388
(X}
Diametro del niiclea 53.4805 68.5698 50.98841 74 53783
X
# de nucleolos 7.5806 9.5758 8.2903 11.3333
Forma del Semiesferica v Semiesférica, ovoide, Semiesférico, ovgide Semiesferico,
Ovocito ovoide cuadrade y y cuadrado ovoide y
rectangular rectangular
Presencia de Ausente Ausente Presente Ausente
Vacuola
Presencia de zona Presente Presente Presente Presente
perinuclear
Zona perinucleary Ausente Ausente Presente Ausente
vacuola

3.3.11.- Caracteristicas histoquimicas de los ovocitos.

3.3.11.1.- Observacién de glicoproteinas

Utilizando la técnica de Acido periddico-Reaccion de Schiff (PAS) se

observaron resultados positivos desde el primer estadio gonadal, lo cual indica la

presencia de glicoproteinas desde esta primera fase.
En la Fig. 3.26, se obsetvan las reacCiones positivas de los avocites para

esta técnica, considerando la presencia de fos granulos de glicoproteinas en ef
citoplasma del ovocito, las cuales se tifieran de un color morado claro a intenso

dependiendo del estadio gonadal.
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Fig. 3.26.- Cortes de ovario (10 X) con reaccion positiva al Acido Periédico-
Reaccion de Schiff. Granulos de glicoproteinas indicados por flechas; a)
Estadio Ill, Barra de calibracién = 52.6402; b) Estadio IV, Barra de calibracién
= 60.8511; (Acido Periddico- Reaccion de Schiff).

3.3.11.2.- Observacion de lipidos

Mediante el uso de la técnica de Black Sudan B, se observo a diferencia de
la técnica de PAS, que solamente los estadios 1l y IV presentaron una reaccién
positiva, ya que se observaron granulos de vitelo tefiidos de color azul intenso
hasta negro. Para los estadios | y Il la reaccion fue negativa por lo que no se
observé ningin granulo tefiido. De aqui que esta técnica podria considerarse
como la mas adecuada para indicar el inicio de la vitelogénesis.

Cabe mencionar que las reacciones de esta tincién, solo se pueden
observar por poco tiempo, ya que con la exposicion a la luz desaparece la
coloracién producida en los lipidos.

3.3.11.3.- Comparacién de las técnicas de PAS y BSB
Los resultados positivos para ambas técnicas de tincién por separado, no
indican con exactitud la presencia de la lipo-glico-carotenoproteina. Por esta razén

se utilizaron ambas técnicas para determinar en que fase de desarrollo gonadal se
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inicia el proceso de vitelogénesis, lo cual ogurrio en los estadios Iil y IV, en la tabla
3.28, se presentan los resultados obtenidos para las dos técnicas.

Tabla 3.28.- Reacciones histoquimicas para cada estadio gonadal,

Estadio Técnica Histolagica Técnica histologica
Reacgion de PAS Reaccién de BSB
| Negativo Negativo
] Pasitiva Negativo
n Pasitivg Positiva
v Pusitivg Paositiva
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3.4.- DISCUSION

3.4.1.- Caracterizacion de las gonadas

En los crustaceos decapodos, el ovario de las hembras duranie su
desarrollo presenta cambios en talla y color (Aiken y Waddy, 1980), ademas de su
composicidn bioquimica (Suko, 1953; Charniux-Cotton, 1985; Yano y Chinzei,
1987; Yano, 1988, Browdy e al.. 1990, Spaargaren y Haefner, 1994). Estas
caracteristicas distintivas de las gdnadas, han permitido establecer diversas
clasificaciones del ovario en diferentes grupaos de crustaceos (Woo-Koo, 1988),
como en especies de camaranes (Bomirski y Klek, 1974; Crocos y Kemr, 1983,
Yano, 1988; Quackenbush, 1989; Quinitio et af, 1990; Haefner y Spaargaren,
1993; Medina ef al, 1996, Sandoval-Quinterc y Gracia, 1998), cangrejos
ermitafios (Varadarajan y Subramoniam, 1980), cangrejos braquiuros (Meredith,
1952; Lee y Puppione, 1988; Quackenbush y Keeley, 1988; Lee y Watsan, 1995),
langostinos (Bomirski y Klek, 1974, Tsumura y Nakagawa, 1989; Spaargaren y
Haefner, 1994; Lee y Chang, 1997), accciles (Suko, 1883; Perryman, 1968; de Ia
Bretonne y Avault Jr., 1976; France, 1987; Kulkarni ef al., 1991) y langostas (Aiken
y Waddy, 1980; Talbolt, 1981; Byard y Aiken, 1984, Minagawa y Higuchi, 1997).

En este estudio se adopto la clasificacion de gbnadas propuesta por de la
Bretonne y Avault Jr. (1976), quienes cansideran cuatro estadios de desarrolio
gonadal para Procambarus clarkii, en base al color y al tamafio de los ovocitos.
Sin embargo. encontramos algunas diferencias en los colores propuestos para
cada estadio, por ejemplo, en el estadio |, las gonadas no son totalmente blancas
como lo indica esta clasificacién, sino que pueden adquirir una tonalidad amarilla.
Para el estadio ll, si coincidid con el color crema sefalado, pero las mayores
diferencias se observaron en los estadios Il y IV, donde el color varid de marrén a
diferentes tonos de café claro, hasta que el ovario adquiere un color café oscuro
en el estadio IV.

Otro criterio para la clasificacion de gonadas de P. clarkii, es el propuesto
por Kulkarni ef al. (1991), quienes consideran los aspectos histoquimicos de los
ovocitos, para distinguir los diferentes estadios gonadales.
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Laos patrones de coloracion del ovario cambian de un grupo de crustaceos a
otros, y dichas variaciones estan determinadas por la incorporacién y
cancentracion de vitelo exageno al ovario (Bomirski y Klek, 197'4; Croisille &t /.,
1974; Webb, 1977; Aiken v Waddy, 1980, Lee y Puppione, 1988; Zagalski et al.,
1990), y en particular debide a ta aparicidn o presencia de pigmentos carotenoides
ligados a estas lipoproteinas extraovocitarias (Varadarajan y Subramoniam, 1980,
Lee y Puppione, 1988; Quinitio ef al., 1990; Chen y Chen, 1994; Alunno-Bruscia y
Sainte-Marie, 1998). Estos pigmentos se concentran en el hepalopancreas y
pasan a la hemolinfa durante la vitelogénesis sirviendo como acarreadores que
facilitan la entrada de las lipoproleinas al interior de los ovocitos (Varadarajan y
Subramoniam, 1980); otra funcion de estas moléculas es proteger a las proteinas
y a otras reservas alimenticias de la accion enzimatica en los ovarios en desarralio
(Aiken y Waddy, 1980). En el ultimo capitulo se presentaran con detalle las
caracteristicas de la VTG y VTL, pero podriamos mencionar que los pesos
moleculares de la VTG y VTL fueron 521.8 y §12.6 KD, de las respectivamente.
Estos elevados pesos moleculares son una consecuencia de la ascociacion de las
protelnas con lipidos, glicidos y grupos prostéticos caratenocides originadas
durante la vitelogénesis (Meusy, 1980).

Las caratenoproteinas de crustaceos dan un color al ovario que varia de
naranja, azul, purpura o verde (Zalgasky et al, 1990). Adicionalmente, existen
diferencias en (a coloracion de los ovarios segun su desarrollo y madurez, asi [0s
ovarios inmaduros generalmente se caracterizan por presentar una coloracion
palida, blanca o amarilla (Meredith, 1952; Ranking ef al. 1989; Kulkarni et al.,
1991; Dubé y Portelance, 1992), mientras que los ovariocs maduros pueden tener
un color naranja (Meredith, 1952; Lee y Puppione, 1988, Nakamura, 1994),
aungue pueden adquirir tonalidades de gris, verde, parpura, y café oscuro hasta
negro, depende del tipo de carolenoide que predomine en su dieta y del
metabolismo del animal (Webb, 1877; Tsumura y Nakagawa, 1989; Kulkarni et al.,
1991; Aiken y Waddy, 1992; Dubé y Portelance, 1992). Sin embargo, Haefner y
Spaargaren (1993), sefialan que esta coloracidn puede ser un efecto de (a fijacion
de los ovarios y a un cambio en el pH (Webb, 1977).
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En acociles, como P. clarkii para su crecimiento y desarrollo se considera
necesaria una dieta de origen vegetal, ya que esta contiene pigmentos
carotenoides que dan color al tegumento y al hepatopancreas, su carencia
ocasiona un tegumento gris 0 azul palido y un hepatopancreas pequefio y con
poco color (Atken y Waddy, 1992).

3.4.2.- Muda

Los crustaceos decdpodos pueden ser agrupados en tres categorias de

acuerdo a la organizacion de los procesos de muda y crecimiento;
1).- Aquellos en los cuales la reproduccicn tiene lugar durante el largo periodo de
intermuda  (cangrejos, langostinos y acociles), €s decir, fos procesos de
repraduccion y crecimients estan programados como eventos antagonicos. Emn
esle caso, el periodo de intermuda es lo suficientemente largo para que ocurran
uno o dos ciclos repraductivos, y los animales entran a un perioda corto de
premuda salamente después de la oviposicidn y liberacién de crias. 2).- Aquellos
en los cuales el crecimiento gonadal y somatico se manifiesta simultaneamente
“sinergista” (isdpodos y algunos camarones Natantia). En este caso, |a intermuda
es demasiado corta para que se lleve a cabo un cicle ovarico y 1a premuda es
larga. 3)- En otros decapodos, hay una ocurrencia rapida de la muda vy la
reproduccion, por lo que se puede requerir algunos ciclos de muda, como en los
cirripedios (Adiyodi y Subramoniam, 1983; Crocos y Kerr, 1983; Charniux-Catton,
1985 y Quackenbush, 1986).

Como las interrelaciones de muda y reproduccion varian de una especie a
otra, el ciclo de muda debe ser considerada en cualquier estudic de reproduccian.
El efecto antagonista de muda y crecimiento, se observd en Uca pugilator, donde
la frecuencia maxima de los procesos de muda coincide con el peso minimo del
ovano y viceversa (Webb, 1977} Otros estudios al respecta, fueron hechos con
las especies Palaemon paucidens, Macrobrachium rosenbregii, Palinurus argus y
Procambarus clarkii, donde se comprobd una interaccian antagdnica entre la muda
y crecimiento del ovario (Quackenbush y Herrnkind, 1981; O'Denovan &t af, 1984;
Tsumura y Nakagawa, 1989; Daniels et al., 1994).
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En este estudio se determind que €l 79.76% de 'as hembras se encontraron
en el estado C (intermuda). De las 56 (19.24%) hembras en estado D (premuda),
€l 89.28% presentaron génadas de los primeros estadios de desarrollo gonadal.
Con estos resultados cbtenidos se canstata que el proceso de muda y crecimiento
gonadal en esta especie de acocil son procesos antagonicos, tal como lo sefalan
Daniels ef ai. (1994), quienes cbservaron que las hembras no mudan una vez que
hay un notable crecimiento ovarico (Vitelogenesis), y solamente mudan después
del desove y cuando los juveniles son liberados de la madre. Del total de hembras
recolectadas (291), se determind que Unicamente tres especimenes estuvieron en
el estado de postmuda (recien mudados) y sus ovarios correspondian a los
estadios | y Il. En relacion con esto, Tobias-Chavana (1991), menciona que en las
hembras de P. clarkii que fueron epedunculadas se acelerd el desarrollo gonadal
en especimenes que no mudaron y la presencia de muda tuvo un efecto negativo
sobre el peso de la gdnada y los IGS.

3.4.3.- Datos morfométricos

Los ejemplares utilizadaos en este estudio presentaron un incremento en los
valores promedic de longitud del cefalotdrax (LC) v pesa total(PT), de un estadio
de desarrollo gonadal a otra, pero de acuerdo a la prueba de Duncan
(comparacion de medias), solo se presentaron diferencias significativas entre la
talla y peso de las hembras en estado | y |, y no asi entre los estadios Il y lll. No
obstante, que los promedios aumentaron en razon del estadio gonadal, se observd
un traslape en las tallas y/o pesos entre los diferentes estadios de maduracion
gonadal.

Las hembras utilizadas presentaron distintas tallas, con un rango de 12 a
48 50 mm de LC, y lo que permitid la obtencion tanto de ovarios maduros como
inmaduros. En el género Procambarus la talla de madurez depende de factores
ambientales (e.g. temperatura) y varia de 45 a 125 mm de LT (estos valores
corresponden a 22.5 y 62.5 mm de LC) {Huner, 1988; Aiken y Waddy, 1992). En
Procambarus clarki, el crecimiento depende estrechamente del tipo de habitat,

asi, en estanques temporales y reserverios {a talla de madurez es de 57 a 76 mm
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de LT (28 a 38 mm LC), mientras que en pantanos se registran tallas entre los 88
a 107 mm de LT (44 a 53 mm LC) (Huner y Barr, 1984). Por otra parte, Huner
(1990), menciona que la talla de madurez en acociles esta en funcion de las
especies, potencial de crecimiento genético y condiciones ambientales, y esta talla
oscila entre los 50-60 mm de LT (25 a 30 mm LC). En contraste, Somer (1984),
menciona que hembras gravidas de Procambarus clarkii presentaron tallas de 36 a
56 mm de LC. Este ultimo rango involucra solo la LC, que representa casi la mitad
de la LT, por lo que estas tallas equivalen a 72 y 112 mm de LT, lo que coincide
con el rango en el que se produce la madurez sexual. De igual manera, la talla de
las hembras utilizadas en el presente estudic permitid contar con especimenes
con ovarios maduros. Kulkarni et al. (1991), utilizando hembras de 1948 mm de
LC, encontraron todas 'as fases de desarrollo ovarico, desde el estado gogamal
hasta el vitelogénico.

Las tallas de las hembras recclectadas difieren a las tallas observadas por
Redriguez-Almaraz {1992), quien recolectd hembras y machos en el misma sitio,
con una talla de 24 a 52 mm de LC, Esta posible variacién puede atribuirse a los
cambios ecalogicos en el area de estudio, como |a reduccion del nivel de agua,
sequia y una carencia de fuentes alimenticias, principalmente de origen vegetal,
tal como senalan Avault Jr. ef al (1974) y Cauge et al (1982), quienes
adicionalmente indican que la reducciéon o ausencia de vegetacidn provoca que el
crecimiento se detenga €n tallas subcomerciales de menos de 75 mm de LT (37.5
mm de LC).

En machos de P. cfarkii, |a talla de madurez puede alcanzar valores de
hasta 115 mm de LT (Huner y Romaire, 1978). Los machos son mas pesados que
las hembras, esto se debe al desarrolle acelerado de las quelas, mientras que las
quelas de las hembras permanecen isométricas con su LT (Romaire ef al., 1976).
Ademas, los machos son mas grandes que las hembras de la misma edad, ya que
estas al presentar huevos adheridos, suprimen el procesoc de muda (Aiken y
Waddy, 1992). Esta relacion tiene lugar en (@ mayoria de los crustaceos
decapodos, cansiderando que gran parte de la energia estd dirigida hacia el
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crecimiento ovarico, por esta razon la tasa de ¢recimiento de los machos maduros
es mas rapida que en las hembras maduras (Aiken y Waddy, 1992).

Al respecto, Chien y Avault, Jr. (1980), mencionan que la tasa de
crecimiento de P. clarkii esta relacionada con una mayor disponibilidad de

alimento.

3.4.4.- Peso ovarico

En los crustaceos decapodos, como en la langosta Homarus americanus, el
desarrollo ovarico se manifiesta externamente por cambios en color y talla (e. g.
peso del ovario) (Aiken y Waddy, 198Q). El peso del ovaria comao un indicador del
estado gonadal en crustaceos decapodos, se ha utilizado con Procambarus
simufans (Perryman, 1969), Uca pugilator, (Quackenbush y Keeley, 1988) y
Crangon crangon (Spaargaren y Haelner, 1998). Fn el presente estudic se
observd que el pesa promedio del ovario fue incrementandose en relacién con el
estade gonadal, pere no existieron diferencias significativas entre los pesos
promedio de los estadios | y ll, por otra parte, los estadios lll y IV fueron
significativamente diferentes entre si y ademas de estos dos ultimos estadios, con
respecto al subconjunto formade por los estadios | y . Los valores del peso
ovérica promedio desde el estadio | al IV fueron de 0.0262 a 0.4695 g, desde el
estadio | al IV, respectivamente. Sin embargo, los valores minimos y maximos
obtenidos fueron 0.0043 (estadio [) y 1.4819 g (estadio IV); ademas hubo traslape
en los pesos de un estadio a otro, esta se puede relacionar a las diferentes clases
de talla (LC) de las hembras en cada estadio. Por ejemplo, se obtuvieron hembras
con tallas de 20 mm de LC (equivale casi @ 40 mm de LT) que presentaron ovarios
vitelogénicos, 1o cual no corresponde a la talla de madurez registrada para esta
especie que oscila entre los 50 - 80 mm de LC (Huner, 1990).

Esta variacion en el rango de la talla de madurez sexual, podria estar
relacionado a los cambios del habitat o fluctuaciones ecolagicas observadas en el
sitic de colecta, principalmente por la falta de lluvias y el poco aporte de agua, que
provoco que las hembras maduraran a tallas mencres. Est coincide, a las
observaciones hechas por Alken y Waddy (1982), Huner (1988) y Huner (1980),
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quienes relacionaron que los acociles maduran a tallas subcomerciales como un
efecto del cambio de habitat. Por otra parte, cabe destacar que se capturaron
hembras con la misma talla pero que presentaron diferente estadio gonadal, este
aspecto ha sido igualmente reportado por Chu (1995) en Penaeus joyneri, donde
el peso del avario se incrementd con la LC, pero las hembras maduras fueron mas
pesadas gue las hembras inmaduras de la misma talla. Haefner y Spaaragaren
(1993), mencionan que el peso del ovario en Crangon crangon, se incrementd
hasta la vitelogénesis, tal como ocurrid en el presente estudio. Estos mismos
autores mencionan que €l peso ovarico y el estado de desarrollo gonadal, tienen
una relacidon expaonencial y ademas el incremento del peso ovarico esta mas
relacionado al aumento en volumen del ovario que el incremento del el numero de
OVOCitos.

El peso promedic mensual fue mayor en los meses de Enero (0.4864 +
5457) y Diciembre (0.3577+0.4588), pero l0s pesos maximos fueron observados a
partir de Julio que es la época postcopulatoria de esta especie (Huner y Barr,
1984). Esto coincide con |a estacionalidad reproductiva de P. ¢larkii en estanques
de Louisiana y Mississippi, donde las "picos” de desove ocurren de finales de
verano hasta mediados de otofio (Huner, 1975; Dendy, 1978; Huner et al,, 1994).
Sin embargo, se pueden localizar hembras gravidas en cualquier epoca del afia
(Huner, 1975; Huner y Avault, 1976b), por lo tanto, hay un reclutamiento continuo
(Daniels et al., 1994).

Kulkarni ef al. (1992), mencionan que Enero es el inicio del periodo anual
de crecimiento ovarico y de maduracion de P. clarkii, presentando tres fases en
este ciclo de reproduccion, 1) Crecimiento y maduracion (Enero a Marzo), 2)
Enmadrigamiento (desove, Junio a Septiembre) y 3) Eclosidn (Octubre a
Diciembre).
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3.4.5.- Indices Gonadales

3.4.5.1 Indices Gonadosomaticos (IGS)

Una variedad de indices Gonadosomaticas {(IGS) han sido usados para
caracterizar [0s ciclos reproductivos de diversos invertebrados (Ganor, 1972; Grant
y Tyler, 1983), ya que describen la actividad gonadal (De Vlaming et al., 1982) y
son lgs indicadores mas simples del estado reproductiva (Grant y Tyler, 1983). En
los crustaceos decapodos, los |1GS tambien han sido usados en diferentes
estudios de reproduccién, como una medida de la madurez gonadal
(Quackenbush y Herrnkind, 1981; Yano y Chinzei, 1987), incluso se han definido
los valores porcentuales de los IGS que deben tener las hembras vitelogénicas en
diferentes especies de crustaceos (Armitage et al, 1972; Yano y Chinzei, 1987;
Kulkarni et al., 1891, Chang ef al., 1693, Chang y Jeng, 1995).

Haefner y Spaargaren (1993), observaron que el peso humedo del ovario
del camardon Crangon crangon, se incrementd gradualmente hasta [a
previtelogénesis, pero el desarrollo fue significativamente mas rapido en la
vitelogenesis secundaria hasta en un 282%. Las hembras de Procambarus clarkii,
utilizadas en este estudio, presentaron valores promedio de IGS que se
incrementaron a medida que avanzé la madurez gonadal desde 0.2878 (estadio |)
hasta 3.5564 (estadio IV), sin embargo, el rango de los valores absolutos fue de
0.0775 (estadio 1) a 9.7923 (estadio IV). En estudios previos, los |GS obtenidos en
esta especie registraron valores inferiores, comparados a los obtenidos en este
estudic. Daniels et al. (1994), determinaron un rango de IGS de 0.063 a 1.223%,
gue estuvo en funcion a los diferentes tratamientos de temperatura y fatoperiodo a
los que fueron expuestas las hembras; mientras que Kulkarni et al. (1991),
registraron un valor de 0.006 para ovarios inmaduros y 2.622 para ovarnios
vitelogénicos tardios, puntualizando que el estadio postvitelogénico y reabsortivo
de la gonada, el IGS respeclivo disminuyd notablemente, cbteniendo un valaor de
0.021%.

Estas pasibles diferencias en los valeres de IGS se pueden atribuir a que el

estudio de Daniels st al. (1994), fue hecho en condiciones de laboratorio y los
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valares de IGS no corresponderian por o tanto a hembras silvestres como en
nuestro casa. Por otra parte, la investigacion realizada por Kulkarni et al. (1991),
no menciona el numero total de hembras utilizadas y tampoco el periodo del ano
en que fueron capturadas, ambos factores padrian influir en la determinacidn de
los IGS. Segun Kulkarni et al. (1992), esta especie en Lousiana, presenta un ciclo
de crecimiento ovarico y de maduracion bien definido Sin embargo, P. clarkii
puede reproducirse durante todo el afto (Huner y Barr, 1984; Daniels ef al., 1994).
Ademas, el rango de |a talla de las hembras recolectadas por nosofros (12 - 48.50
mm de LC), es muy similar a la talla de las hembras usadas en el estudic de
Kulkarni et al. (1991), que fue de 19 - 44 mm de LC, por lo tanto, podria esperarse
que los indices reproductivos fueran similares, Sin embargo, la talla de madurez
que alcanza esta especie se relaciona con el tipo de habitat y alimentacion (Huner,
1978a; Hurner y Barr, 1984; Aiken y Waddy, 1992). Ademas, las hembras de
ambos estudios pertenecen a diferentes poblaciones, por (o tanto, las
caracteristicas ecolagicas son particulares para cada una de las poblaciones

En otros estudios de reproduccién de crustaceos, utilizan un indice gonadal
que ne relaciona el peso del ovario con el peso corporal, sino que la talla (LT o
LC), es la variable de referencia (Alken y Waddy, 1980; Courtney et al. 1895;
Minagawa y Higuchi, 1997; Tsuchida y Watanabe, 1997).

De acuerdo a De Viaming et al. (1982), una consideracion basica para el
uso de IGS, entre otras, es que la relacion del peso gonadal con el peso corporal
sea lineal y que esta relacian permanezca igual en todas las fases de desarrollo.
Por otra parte, es necesario observar las variaciones de! peso corporal de
hembras de la misma talla. Al respecto, Bomirski y Klek, (18974) mencionan que al
menos en Rithopanopenaeus harrisci, estos Indices no son canfiables, ya que el
peso corporal de las hembras esta influenciado por la dureza del caparazon y
tamafo de la quela. En el caso particular de P. clarkii, como s€¢ menciond
anteriormente, se ha observado diferencias en el crecimiento alométrico de las
quelas de ambos sexos, (Romaire ef al., 1976).

Considerando que el pesa de las quelas de las hembras puede representar
un porcentaje significativo del peso total, en este estudio, se tratd de recolectar
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solo hembras completas para minimizar un posible error en la elaboracion de los
IGS, sin embargo, en algunos meses de muestreo se observd una baja densidad
de la poblacion, principalmente después de una lluvia, y se recurrio a recolectar
todas las hembras disponibles, incluyendo algunas de que carecian de quelas o
bien, estos apéndices estaban poco desarrollados. Debido a lo anterior, se realizo
un analisis de regresién lineal de peso gonadal con peso corporal determinando
que esta relacion fue positiva, y la carencia de quelas en algunas hembras no tuvo
un efecto significativo en la asociacidon de ambas variables.

Hasta el momento, no existen datos en {a lteratura que permitan comparar
los valores de IGS por mes sin considerar el estado gonadal, a excepcién del
realizado par Ganzalez-Aguilar (1995), quien menciona que para esta especie
(Procambarus clarkii), también recolectada en el mismo sitio, el mayor IGS
promedio se presentd en Agosto (3.099) y el menor en Junio (0.2111). En el
presente estudio, tambien el maximo valor de IGS mensual promedio correspondié
al mes de Agosto (2.9204), pero el menor valor se encontrd en Octubre (1.0156),
estos resultades coinciden con los atributos de esta especie en Lousiana, donde
se establece que a finales de Octubre y principios de Noviembre hay mayor
cantidad de hembras ovigeras, ademas se presenta un segundo grupo de
hembras postovigeras a principios de Enero, pero el desove se presenta en una
menar cantidad de hembras (Avault Jr., 1972; de la Bretonne y Avault, 1976;
Dendy, 1978; Romaire y Lutz, 1989).

El menar y mayor valor de la desviacion tipica del IGS mensuales fueron
0.3850 (Junio) y 3.0662 (Enero), respectivamente, Sin embargo, los coeficientes
de variacién (CV), indican que hay una mayor dispersion de nuestros IGS, para el
mes de Marzo (CV = 206.8452). Esto se puede atribuir a la presencia de hembras
de diferente clase de edad, esto es, |a existencia de hembras postovigeras y
nuevas reclutas, considerando que esta especie tiene un reclutamiento continuo ,
como se indicd anteriormente (De |a Bretonne y Avault Jr., 1976; Huner, 1878a y
h; Dendy, 1978; Romaire y Lutz, 1989) y esta mezcla de hembras de distinta edad
puede influir en la condicién gonadal de las mismas (maduras € inmaduras).
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3.4.5.2- Indice Gonadal Relativo (IGR)

Este indice ha sido poco utilizado para evaluar la condicién reproductiva de
organismos acuaticos, una caracteristica importante del IGR, es que para su
construccion se elimina del peso total de las hembras, el peso de la génada
(Erickson et al. , 19885). La utilizacion de este indice en este estudio se debe a que
las pendientes de regresién de la ecuacion W=aS®, no presentaron diferencias
significativas, lo cual es un requisito basico para su uso. Adicionalmente, el IGR
permitié comparar los resultados del IGS. En ambos indices, los valores promedio
del estadio IV presentaron diferencias significativas con los tres primeros estadias,
esto se explica par el incremento significativo de la biomasa gonadal. El calculo
del IGR implica un mayor esfuerzo estadistico a diferencia del IGS, que es un
indice mas convencional por la simplicidad de su obtencidn.

3.4.6.- Peso de el hepatopancreas (PH)

Los pesos promedio del pH agrupados por estadic gonadal, se
incrementaron del estadio | al lll, pero decreci¢ ligeramente en el estadio IV, esta
apreciacion coincide a los resultados obtenidos del peso de hepatopancreas por
Daniels ef al. (1994) y Armitage et al. {1972), ambos seialan que este estadio
corresponde a la fase vitelogenica del ovario, donde hay una disminucién del peso
de este drgano debido al transporte de la energia necesaria hacia los ovocilos
vitelogenicos. Incluso en esta fase tanto el ovario y el hepatopancreas pueden
tener [@a misma talla (Amaro-Pinheirc y Fransczo, 199€8), pera en nuestros
resultados el hepatopancreas durante este estadio fue mas pesado, con un 31%
mas de biomasa que el ovario. Haelner y Spaargaren (1993), mencionan que los
cambios en volumen de ambos 6rganos en el camardn Crangon crangon, deben
ser asaciado con el transporte de reservas del hepatopancreas, absorcién y
sintesis por €l avario, y hay un notorig decremento del hepatopancreas durante la
vitelogénesis. A pesar del decremento del valor promedio del pH observado entre
el estadio !ll y IV, no se presentaron diferencias significativas entre ambos
promedios, esto podria relacionarse a que los ovocitos del estadio Il ya son
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vitelogenicos, como se comprobd por histoquimica y bioguimica durante este
estudio.

Los valores promedio del pH mensual, al no ser agrupados por estadio
gonadal, no reflejan la actividad ciclica gonadal de esta especie, lomando en
cuenta que el acocil rojo puede reproducirse todo el afio, por lo que estos
promedios son el producte de una mezcla de hembras en distinto estado de
desarrollo ovarico y de diferente talla (20-48 mm de LC). que incluye hembras
maduras e inmaduras. Armmitage el al. (1972), encontraron que el pH de las
hembras grandes y maduras (>35 mm de LC) del acocil Orconectes nais, se
incrementd al doble de Abril a Mayo, y empez0 a decrecer en €l verano y en
Octubre se obtuvo valores muy bajos, similares a los de Abril. Mientras que las
hembras pequerias (20-30 mm LC), los valores de PH en peso hiumedo cambiaran
ligeramente de un mes a otro.

3.4.7. Indices Hepatosomaticos (IHS)

Los valores del |IHS obtenidos en este estudio presentaron un rango
diferente {2.0448-11 8644), al citada para esta misma especie par Daniels ef al.
(1994), quienes establecieron un rango de IHS de €.78 a 899 en hembras
maduras, aunque este estudio fue hecho en laboratario. Par otra parte, Los IHS
promedio del estadio Il presentaron un incremento sigrificativo, con respecto a los
primergs estadios y fue significativamente diferente al valor promedic del estadio
V.

En las especies coma Penaeus kerathurus y Procambarus clarki, los
valores respectivos del IHS pemmanecen constantes y no presentan diferencias
significativas entre un estadio gonadal y otro (Mourente y Rodriguez, 1991;
Daniels et al., 1994). Por otra parte, en el camarén Metapenaeus joynen, Chu
(1993), determiné que los IHS de los primeros estadios son similares, para
incrementarse en los Ultimos estadios. Esto coincide a las observaciones hechas
por Lee y Chang (1997), con el langostina Macrobrachium rosenbergii, quienes
encontraron resultados similares del IHS, donde los IHS se incrementan de 4.49 a
6.17 del estadio | al I, pero decrecen a partir del estadio 1l (4.37) hasta alcanzar
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un valor de 3.58 en el estadio [V. Ellos consideraron que el decremento del IHS en
este estadio es debido a la movilizacidn de lipidos de reserva del hepatopancreas
hacia ios ovocitos en maduracion, esta conclusion también pudo ser |a razén de
los cambios observados en los IHS por estadio gonadal en la especie de
referencia de este estudio.

Los IHS por mes presentd valores constantes de Febrero a Julio, pera
decrecieron de Agosto a Octubre, para incrementarse en Noviembre y Diciembre ,
y nuevamente presentaron valores inferiares en Enero. El decremento observada
entre Agosto y Octubre, se relacioné con el principal periodo de desove de
Procambarus clarkii en habitats de Louisiana (Huner y Barr, 1984) y el area central
de Nuevo ledn (Abdo de la Parra, 1991; Gonzélez-Agular, 1995).

3.4.8.- Relacion del IGS e IHS

No obstante que el analisis de regresién entre los valores de IGS e IHS(sin
considerar el estadio gonadal) determind que no hay una relacién significativa. Se
observe un decremento del IHS durante la época reproductiva (Agosto-Octubre)
de esta especie y coincide con el maxima valor del IGS observado a lo larga del
muestreo.

Los IHS por estadio gonadal fue mayor a los 1GS, aunque hubo un ligero
decremento del IHS entre el estadio [Il y IV. Esto coincide, con los resultados de
IHS obtenidos por Daniels et al. (1994), para hembras de esta misma especie,
quienes fueron expuestas a diferentes valores de temperatura y fotoperiodo en
condiciones de laboratorio.

En el langostina Macrebrachium rosenbergii, el IGS solamente fue mayar al
IHS en el ultimo estadio (V) {Lee y Chang, 1997). Por otra parte, en los camarones
Metapenaeus joyneri y Penaeus kerathurus, los |GS presentaron valores mas altos
que los |HS en los dos ultimos estadios (Il y V) (Mourente y Rodriguez, 1991;
Chu, 1995).
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3.4.9.- Histologia gonadal

En este estudio se utilizaron tres técnicas histologicas, las cuales
permitieran caracterizar de marnera marfoldgica y quimica a los ovacitos en los
diferentes estadios de desarrollo. Estas fueron fa técnica de Hematoxilina de
Harris y Eosina, Acido Periodico-Reaccion de Schiff y Black Sudan B.

La técnica de Hematoxilina de Harris y Eosina (H y E) ha sido utilizada en
diferentes estudios del desarrollo gonadal de crustaceos decapodos con el
propasito de abservar [a morfologia y caracleristicas celulares (O'donavan ef af.,
1984; Paulus y Laufer, 1987; Crocos y Kerr, 1983; Minagawa y Higuchi, 1987,
Yano y Chinzei, 1987, Sandoval - Quintero y Gracia, 1998). Esta técnica
histolagica también ha sido usada con el mismo fin en P, clarkii por Nagamine y
Knigth (1987); Kulkarni e! al. (1991), Kulkarni et al. (1992) y Sarojini et al. (1995).

3.4.9.1.- Células foliculares (CF)

En todos los estadios gonadales fue observado células foliculares, pero en
el estadio [, estas fueron enconiradas de manera dispersa en la matriz ovarica;
para los es!adios W, ll y IV. Las CF estuvieron presentes alrededor de los
ovocitos, sin embargo, estas células fueron mas grandes para el estadio Il. Esto
coincide, con las observaciones hechas por Kulkarni ef al. (1991) y Tobias-
Chavana (1991).

3.4.9.2.- Diametro de ovocitos

Los ovocitos presentaron un rango de diametro entre 22.1689 y 1285.7950
um a través de todos los estadios de desamollo gonadal, este rango difirid al
registrado por Kulkami ef al. (1991), para esta misma especie, quienes
establecieron un rango de 10 a 980 um. Esta diferencia se puede relacionar con
las maximos valares de IGS de ambos trabajos, y que en este estudio
correspondié a 3.5565, mientras que €l registrado por Kulkarni et al. (1991) fue de
2.622, esto indica que las gdénadas de las hembras de esle estudic fueron mas
pesadas. Por su parle, Spaargaren y Haefner (1998), sefialan al respecto que el
incremento del peso ovarico esta mas relacionado al incremento en volumen que
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al aumento del numera de ovocitos, particularmente en los (ltimos estadics. Por lo
fanto, en este caso el mayor peso gonadal seria atribuible a un notable aumento
del diametro de los ovocilos durante su desarrollo. Este crecimiento de los
ovocitas se relaciona con la toma activa de vitelo extraovéarico (Charniux-Catton,
1978; Fauvel, 1886) y la sintesis de vitelina (Fielder ef al., 1971; Shafir et al.,
1992).

Es impartante senalar que para cada estadio de desamollo solamente
fueron medidas los ovocitos mayores y con nlcleos, ya que en un mismo corte fue
observado diferentes grupos de ovocitos, tanto en tamaio coma en forma. Al
respecto, Tom et al. (1987), Damrongphol et al,, (1991 ), Kulkarni et a/. (1991) y
Medina et al. (1996), mencionan que en un ovario, aun maduro, se pueden
observar diferentes clases de talla de ovocilos que corresponden a diferentes

estadios de desarrollo.

3.4.9.3.- Diametro de los nucleos

El nucleo presentd un incremento en su diametro de un estadio a olro,
exceptuando la transicion del estadio Il al (I, donde su valor promedio fue inferior
al estadias [l y IV, sin embargo, en cada estadio gonadal la relacion
nucleo/citoplasma siempre fue mayor al pasar de un estado de madurez a otro
mas avanzado, desde 1:3 hasta 1:10. Esta misma relacion de decremento del
nucleo de un estadio a otro, también fue observada por Kulkami ef al. (1991), ya
que en el estadio V (vitelogénico intermedio), el diametro disminuyd con respecto
a los estadios IV (Vitelogénico temprano) y VI (Vilelogénico tardio). Considerando
esla caracteristica morfométrica de reduccion del nucleo, las hembras del estadio
IIl de nuestro estudio, correspondieron a un estado vitelogenico.

En los primeros estadios observamos que la pgsicion del nicleo fue central
en el ovocito, tal coma lo sefiala Kulkarni et al. (1991), en su clasificacion
establecen que en los primeros cinco estadios, los nucleos son de posicidn central
y que a partir de la fase vitelogénica tardia, como ocurrié en nuestro estudia, el
nucleo puede tener una posicidn periférica. Al respecto, Yano (1988), observd que
los ovocitos maduros de Penaeus faponicus presentan nucleos que emigran a la
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periferia del citoplasma. Al final de un ciclo vitelogénico (postvitelogenico y

reabsortivo) de P. clarkii, los nucleos son deformes (Kulkarni et al., 1991).

3.4.9.4.- Forma de los avocitos

Se observd que la forma de los ovocitos fue vanable de acuerdo al estadio
gonadal. Asl en los primeros estadios (| y [1) fueron semiestéricas u ovoides y en
los Gltimos (Il y IV), presentaron una forma rectangular. A esta misma canclusién
llegaron Kulkarni et al. (1991), quienes observaran una forma cuadrangular del
ovocito en la fase de vitelogénesis tardia (estadia I11). A este respecto, Minagawa y
Higuchi (1997), mencionan que en las langostas palinuridas, la forma de los

avocitas se puede utilizar como un indice de maduracidn del ovario.

3.4.9.5.- Numero de nucleolos

Existié una variacidon del nimere de nucleolos por estadio, con un rango de
2 a 23, este Ultimo valor correspondic al estadio IV. Estos valores obtenidos
difieren considerablemente a o registrado para esta misma especie por Kulkarni et
al. (1991), quienes enconiraron hasta 4 y raramente mas nucleolos en la fase
vitelogenica intermedia. Esta variacion y gran cantidad de niumero de nucleolos en
nuestras hembras, particularmente las de estadia IV, esta presente de manera
similar en Parapenaeus longirastnis, donde estos organelos en la fase vitelogénica
son transformados en numerosas estructuras pequefas que rodean al nucleo y en
la terminacian de esta fase, los nucleclos desaparecen (Tom ef af, 1987b).

3.4.9.6.- Presencia de vacuola y zona perinuclear

Los ovocitos del estadio |l presentaron una caracteristica distintiva de la
etapa vitelogeénica intermedia de la clasificacion propuesta por Kulkarni et al.
(1991), que fue la presencia de una cavidad a manera de vacuola. Sin embargo,
es importante sefialar que los ovocitos de algunos ovarios de este estadio, no
presentaron esta cavidad, por io tanto, esta fase de desarrollo incluye el estado
vitelogénico inicial e intermedio de la clasificacidn mencionada. Ademas, hay otras
caracteristicas que permitieron comparar ambas clasificaciones y detemminar que
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el estadio lll, ya corresponde a una fase vitelogénica, como fue el color y la
presencia de |ipidos del ovario.

Una zona perinuclear (ZP) fue observada en los ovocitos de todos los
estadios gonadales, pero con mayor frecuencia en los estadios Il y V. Sin
embargo, Kulkarni et al. (1891), establecieron que esta ZP era distintiva de la
etapa vitelogénica intermedia y tardia. Debido a la discrepancia de ambos
estudios, en cuanto a la presencia de este caracter histoldgica (ZP), no padria
considerarse la ZP como un indicador de la madurez de la gonada de P. clarkii.

3.4.9.7.- Espacios citoplasmaticos

Fue observado en algunos ovarios de estadias |l y IV, pero con mayor
frecuencia aquellos del estadio IV, que el citoplasma presentd numerosos
espacios de forma irregular. Al respecto, Perryman (1969), menciond que la
reabsorcion de un avario se manifiesta por la aparicibn de estos espacios a
manera de vacuolas en el citoplasma. En la Jangosta Homarus americanus, se ha
observado que la reabsorcion del ovario ocurre al final de la vitelogenesis
secundaria (Aiken y Waddy, 1980).

En diferentes especies de acociles, como Procambarus simulans y
Cambarelius shufeldli, también se ha observado la presencia de espacios que
indican la finalizacidn de un ciclo de maduracion (Perryman, 1969; Lowe, 1960;
Stephens, 1951); ademas la presencia de vacuolas esta relacionada a la forma
cuboidal que adquieren los ovocitos (Stephens, 1951). En concardancia con lo
anterior, Kulkarni ef al. (1991), observo que los ovarios postvitelogenicos de F.
clarkii, sus ovocitos y nucleos estan degenerados, los granulos de vitelo
desaparecen y hay espacios blancos citoplasmaticos. Durante la reabsorcion los
ovocitos no pueden ser distinguidos ya que son muy pequerios (Lowe, 1960,
Kulkarni et al, 1991).

3.4.10.- Técnicas histoquimicas

Diferentes iécnicas histoquimicas han sido utilizadas para diferenciar
glicoproteinas y lipidos en los ovocilos de crustacegs decapodos (Varadarajan y

131



Subramoniam, 1980; Talbot, 1981; Tom et al., 18987ab; Yano y Chinzei, 1987,
Tan-Fermin, 1991; Medina et al., 1996). En particular, las técnicas de FAS
{glicaproteinas) y SBB (lipidos) han sido utilizadas en la histoquimica gvarica del
cangrejo ermitafio Clibanarius clibananus (Varadarajan y Subramoniam, 1980}, en
los camarones Penaeus faponicus (Yano, 1988), Parapenaeus longirostris {Tom et
al., 1987b), y Penaeus semisulcatus (Browdy ef al, 1990) y en el cangreja
Paratelphusa hydrodromis (Adiyodi, 1969).

3.4.10.1.- Determinacidn de glicoproteinas por la técnica de PAS

Utilizando esta técnica se observe la presencia de finos granulos inmersas
en el citoplasma de los ovocitos en todos los estadios de desarrollo, y que
correspaonden a glicoproteinas. La técnica de H y E na evidencia en forma clara a
esios granulos, en particular en cortes de las mismas gonadas de los primeros
estadios. A este respecto, Kulkarni ef al. (1991), observo solamente granulos de
vitelo en ovocitos de P. clarkii al inicio de la etapa vitelogénica, estos granulos
fueron numerosos en el estadio vitelogenico intermedio, probablemente estos
resultados se debieron a que la técnica histoldgica utilizada fue H y E, la cual no
es especifica para una identificacion clara de grénules de vitelo. Sin embargo,
Tobias-Chavana (1991), utilizando la iécnica H y E observo que en las gdnadas de
los estadios Il y lll de Procambarus clarkii, los ovocitds ya presentaban granulos
de vitelo. En otro estudio, Tom et al. (1987b), mencionan gue los ovarios del
camarén Parapenaeus fongirostris, presentan dos fases de desarrollo
citoplasmatico que carresponde al crecimiento y la etapa vitelogénica, desde la
primera etapa hubo una gradual reaccion positiva a |a técnica de PAS. Esta misma
reaccion positiva al PAS, también se observd desde el estadio | al Il en
Clibanarius clibanarius (Varadarajan y Subramoniam, 1980).

La técnica de PAS es utlizada generalmente para determinar la presencia
de carbohidratos, ya que existen otras técnicas mas especificas para la
observacion de glicogeno, como es la técnica de Carmin de Best (Varadarajan y
Subramoniam, 1980).
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3.4.10.2.- Determinacion de lipides por la técnica de BSB

Los ovocitos en estadio [l y IV presentarcn una reaccidon positiva a la
técnica de BSB, de acuerde a la coloracion azul intensa de los granulos de vitelo,
En un estudio similar, Tom et al. (1987b), observaron que el material PAS (V)
gradualmente desaparecié del citoplasma en la fase vitelogénica y se presentaron
grandes globulos de lipidos fuertemente tefidos por la técnica de BSB. Ademas,
esta tecnica permitié reconocer una disminucion notable en la cantidad de vitelo
de los ovocitos del estadio IV en reabsorcion, lo cual coincide con las
observaciaones hechas por Kulkarni ef al. (1991). A este respecto.

A pesar de que la técnica de BSB sirvid para identificar claramente la
presencia de lipidas en el ovaplasma en comparacian a la técnica convencional de
H y E. Sin embargo, esta técnica tiene sus limitaciones o desventajas para su
utilizacion, por ejemplo, la reaccion ¢ tincion positiva a esta tecnica tuvo una corta
duracion y todo el procedimiento de tincién involucra una gran cantidad de tiempo

(mas de cuatro dias).
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3.5. CONCLUSION

¢ Se registraron cuatro estadios gonadales basados en las caracteristicas de
color y tamafo de los ovocitos.

¢ En el acocil rojo, la reproduccion se lleva a cabo principalmente durante el
periodo de Intermuda.

¢ Las hembras colectadas presentan un rango promedio de LC de 26.72 a 353
mm, incrementandose del estadio | al IV, sin embargo, de acuerdo a los
resultados observados estos parametros morfométricos no se consideran
buenos indicadores del desarrollo gonadal.

¢ El peso ovarico se incrementa del estadio gonadal | (0.0043 g) al IV (1.4819 g)
y esta influenciado por los parametros ambientales y la época del afio en el
sitio de colecta.

¢ En las hembras de Procambarus clarkii el IGS representativo de la madurez
gonadal presenta el mayor promedio en el mes de Agosto y en Qctubre se
observa el minimo.

+ El incremento del diametro de los ovocitos y €l nucleo esta relacionado con el
incremento del peso gonadal y el estadio, ademas la forma de los ovocilos
también varia de acuerdo al estadio gonadal.

» Existe una fuerte variacion del nimero de nucleclos por estadio registrandose
la mayor variabilidad en el estadia |V.

+ La presencia de vacuolas caracteristica de la fase vitelogénica se presentd en
el estadio Ill, mientras que la zona perinuclear no resulta un buen indicador de
la madurez gaonadal ya que se observa en todos los estadios.

¢ La presencia de espacios citoplasmaticos (estadic |V) indican la reabsorcidn
del ovario y la finalizacion del ciclo de maduracion.

¢ En cada estadio gonadal se pueden cbservar ovocitos en mas de un estadio
debido a que el proceso de maduracién es continuo.

+ La presencia de glicoproteinas es evidente en todos los estadios gonadales,

mientras que la aparicion de lipidos se observa principalmente en los estadios
Mylv.
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CAPITULO 4.- PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA VITELOGENINA
PLASMATICA Y VITELINA OVARICA DEL ACOCIL ROJO Procambarus clarkii

4.1.-INTRODUCCION

Los estudias sabre fisiologia repraductiva, maduracion y desarrollo de las génadas
en crustaceos decapodos son diversos, y de estos destacan los realizados con
camarones peneidos (Tom et &/, 1987a; Tom ef al, 1987b; Shafir et al., 1992;
Fainzilber et al., 1992, Chen y Chen, 1993; Chang ef al, 1983a; Cariolou y Flytzanis,
1993; Chen y Chen, 1994; Courtney et al, 1995), acociles (Kulkarni ef al, 1991),
langostinos (Chang et al., 1993b} y cangrejos (Lee y Puppione, 1988; Quackenbush y
Keeley, 1988; Paulus y Laufer, 1987; Lee y Watson, 1995).

Como en la mayor parte de los invertebrados acudticos, los crustaceos
decapodos como el acocil Procambarus cfarkii, ovgpositan una gran cantidad de
huevos dependiendo de la talla de la hembra, los cuales dispondrén de las reservas de
vitelo necesarias para cubrir sus reguerimientos energéticos durante el desarrollo
embrionario (Meusy, 1963). Es conocido entre las Crustaceos Malacostracos que las
hembras en etapa reproductiva producen vitelo, el cual es una sustancia nutritiva
constituida principalmente de proteinas, lipidos y carbohidratos, que se presenta en
cantidades variables en la mayoria de los ovocitos formando una reserva necesaria
para su desarrollo embrionario (Charniux-Cotton, 1985).

4.2.- ANTECEDENTES

4.2.1.- Recrudecimiento Gonadal

La maduracién gonadal, se desarrclla en la mayor parte de los animales, de
manera continua y regular. Sin embargo, es comdn que algunas hembras presenten
anomallas tales como la reabsorcion de los ovarios en ciertos estados del desarrollo
gonadal. Estos ciclos abortivos y la rapidez a la que se desarrolla este procesg explican

en parte el diferente numera de individuos abservados en cada estadio de maduracion.

De aqui que resulte necesario recurrir a criterios precisos tanto histolégicos

came morfoldgicos, para establecer la etapa de maduracién en que se encuentran los
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organismos. La gonadas de los decapodos cambian de talla y caolor durante el
desarrollo de los ovarios, desde su inicio hasta la madurez, variando durante los ciclos
de vitelogénesis y oviposicion (Alkken y Waddy, 1980). El seguimiento de estas
modificaciones morfoldgicas ha sido utilizado por varios autores para caractenzar la
evolucion gonadal de diferentes crustaceas (King, 1948; Tuma, 1967, Aquacop, 1977,
Woo-Khoo,1988). En el caso particular de Procambarus clarkii, De La Brettane y Avault
(1976), consideraron cuatro estadios para describir el desarrollo gonadal, basado en el

color y tamario de los ovocites.

4.2.2.-Vitelogénesis

Actualmente, esta bien comprendido que durante la reproduccion de los
crustaceos malacostracos, (os ovocitos requieren grandes cantidades de vitelo para su
crecimiento y desarrollo (Charniaux-Cotton, 1985). De aqui, la definitiva importancia del
papel del vitelo en el desarrollo larvario. Esto ha propiciado que originen diversas
investigaciones sabre aspectos de vitelogénesis en diferentes crustaceas desde los afios
60's y en los ultimos afos las investigaciones se han arientado al estudio de la
biosintesis del complejo proteina-vitelo, aspecto que ha sido cuidadosamente tratado por
varios autores (Adiyodi y Subramoniam, 1983; Adiyodi, 1985; Charniaux-Cotton, 1985;
Quackenbush, 1986; Meusy y Payen, 1988 Chamiaux-Cotton y Payen, 1888 vy
Quackenbush, 1991). Sin embargo, aln existen muchos puntos oscuros acerca del o los
sitios de produccion de vitelo exdgeno y de fa hormonas involucradas en la estimulacidon
y coordinacion de sintesis de vitelo.

De manera sucinta se puede decir que durante el proceso fisiolégico de la
ovogenesis, se presentan una serie de cambios graduales gue implican el crecimientg,
diferenciacion y maduracion ovocitaria de las células germinales.

El proceso de vitelogénesis en los crustaceos, esta caracterizado durante el
ciclo reproductivo femenino, por la acumulacién de una extensa cantidad de vitelo y es
por censiguiente de particular interes dentro del mismo ciclo reproductive (Quinitio et
al, 1989). Durante esta fase el vitelo complets todos sus componente organicos e
inorgénicos, necesarios para el crecimiento de los ovocitos (Adiyodi y Subramoniam,
1983; Charniux-Cotton, 1985; Quackenbush, 1986)
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En el desarralio avocitario en los crustaceos, principalmente en los malacostracos
se distinguen las siguientes fases ¢ estados:

a) Fase inicial (crecimiento o multiplicacion ovocitaria)
b) Previtelogénesis

¢) Vitelogenesis Primaria

d) Vitelogénesis Secundaria

a).- Fase inicial.- El crecimiento ovocitario ocurre en la zona germinativa donde
las ogeonias estan completamente rodeadas por células mesodermicas, [as cuales
impiden que un factor andrégeno (6-hidroxi-farnesil-cetona) actue sobre ellas. Durante
esta fase ocurre numergsas divisiones mitdticas ogoniales y continuamente las ogonias
salen por mecanismos desconocidos {Aiken y Waddy, 1980; Adiyodi y Subramaniam,
1983; Adiyod!, 1985, Charniaux-Cotton, 1985; Woo-Khoo, 1988); en esta fase los
ovacitos se preparan para la vitelogénesis.

Al liberarse del emprisionamiento del téjido mesédermiceo, las células quedan
expuestas a la eventual influencia del efector andrdgeno, el cual si llegara a actuar sobre
estas determinaria su conversidn en espermmatocitos, por lo cual sino se ejerce la
influencia de este efector (hormona androgenica= 6-hidroxifarnesil-cetona), las células
germinales se convertirian espontdneamente en ovocitos (autodiferenciacion).

Posteriarmente estas ogonias entran en meiosis para detenerse en profase y
convertirse en ovocitos primarios (Payen, 1980, Charniaux-Cotton, 1985); esta fase de
descanso es a veces denominada previtelogénesis (vitelogénesis primaria) (Adiyodi,
1985; Charniaux-Cotton, 1985). Durante este proceso se deposita material vitelino
enddgeno en el seno de ovocitas, (Kessel, 1968; Lui y O'Connor, 1976, Woo Khoo,
1988), a ralz del establecimiento de vesiculas de reticulo endoplasmico rugoso (RER)
en el citoplasma ovocitario el cual contribuye a la sintesis de glicoproteinas (vitelo
enddgeno), (Payen, 1980; Adiyodi, 1985, Charniux-Cottan, 1985).

b).- Previtelogénesis.- El terming previtelogénesis es un termino confuso en el
sentidc de que en muchos casos, el deposito de vitelo comienza en este particular
estade (Adiyodi y Subramoniam, 1983). La fase de descanso de los ovocitos
previtelogenicos es estimulada por factores externas para proceder de una meiosis & una
vitelogénesis primaria, fase durante la cual se deposita el material vitelino endégeno por
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los avacitos (Beams y Kessel, 1963; Kessel, 1968; Lui et a/., 1974; Lui y O'Connor,
1977; Yano y Chizei, 1987; Woo Khoo, 1888).

¢).- Vitelogénesis Primaria.- (Vitelogénesis [) Este estado fue llamado asi por
Aiken y Waddy (1980), Charniaux-Cetton (1985) y Quackenbush (1986) o Vitelogénesis |
por Adiyodi (1985). Durante la vitelogénesis primaria existe una gran formacion de
vesiculas del reticulo endoplasmico rugoso (RER) en los ovacitos primarios y que
contiene glicoproteinas (sintesis de vitelo enddgeno), este compuesto y las lipoproteinas
son de arigen endogeno o autoctono {Nelson, na publicado). Esta se va traducir en un
ligero incremento en el tamano de la gonada, al aumentar el volumen de los ovocitos,
los cuales adquieren el material necesario para la sintesis de proteinas (Zerbib, 1976).
Otra caracteristica, es que las células foliculares primarias que posiblemente se
originaron en la zona germinativa rcdean a cada ovocito (Payen, 1980; Adiyodi y
Subramoniam, 1983; Adiyodi, 1985; Charniaux-Catton, 1985; Quackenbush, 1986).

La ovogénesis desde ogonias hasta el final de la vitelogénesis primaria es un
proceso continuo (Payen, 198Q; Charniaux-Cotton, 1985) y no existe factores extemos ¢
lnteénos, camo un contral endocring canacido, que pudieran contralar o influenciar esta
fase (Fauvel, 1986). Esta es permanente durante toda la vida de la hembra (Charniaux-
Cotlon, 1978).

En el transcurso de esta citodiferenciacion los ovocitos mas jovenes reemplazan a
los ovocitos mas maduros, que se encuentran en el centro del ovario, dirigiendolos

progresivamente hacia la periferia de este.

d) Vitelogénesis Secundaria.- { \itelogénesis 1)

Durante el repaso genital los ovocitos permanecen estacionadaos en vitelogénesis
primaria, pero en épocas de reproduccion, los ovocitos en las etapas finales de la
vitelogénesis primaria van sincroricamente van hacia vitelogénesis secundana, que se
caracleriza por un desarrollo muy rapido, selectivo y sincronizado de estos. Esta
segunda fase, es un fendmeno ciclico con dependencia harmonal y de factores externos
(Charniaux-Catton, 1878; Meusy y Payen, 1988). La vitelogenesis secundaria también es
conocida ¢como la fase de maduracion por [9s acuacultores,
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La vitelogénesis secundaria empieza con la formacion de foliculos secundarios,
que rodean completamente a los ovocitos (Payen, 1980; Nelson, no publicada). Esta es
una condicidn necesaria para la internalizacién de la Vilelogenina (Adiyodi vy
Subramaoniam, 1983).

En esta segunda fase continua el depositc de vitelo, incrementandose
masivamente la vitelogénesis y existe un incremenio sustancial en el volumen y peso
gonadal. El vitelo es de origen enddgeno y exageno (Kerr, 1968; Aiken y Waddy, 1980;
Charniux-Cotton, 1885, Tom et af., 1987a)

Existen evidencias para sostener que existe un secuestro de proteinas extra-
ovocitarias (Vitelogenina) por endacitosis tomada de la hemolinfa desde el sitio de
produccion hasta el ovaro (Payen, 1980, Woo-Khoo, 1988, Nelsan, no publicado). La
Vitelogenina (VTG) o proteina especifica de las hembras (FSP) es un precursor
plasmatico de la Vitelina (VTL) ovocitaria, constituyente principal del vitelo (Payen,
1980; Adiyodi y Subramoniam, 1983, Charniaux-Cotton, 1985; Nelson, no publicado),
gue es inmunologicamente idéntica a este vitelo endogeno y solo se presenta en
hembras que han entrado en su fase reproductiva (puberal) (Aiken y Waddy, 1980;
Meusy, 1980; Payen, 1980).

El sitio de ¢rigen de la vitelogenina (VTG) se ha discutido y se mencionan a los
siguientes tejidos: hepatopancreas (Lui et al, 1974, Fyffe y O'Connor, 1974, Alken y
Waddy. 1980; Charniaux-Cotton, 1989), tejido graso subepidérmico (cuerpo graseo) (Tom
et al, 1987a; Woo-Khoa, 1988) y los hemocitos (Kerr, 1969). La contribucion de la
vitelogénesis exagena varia de especie a especie aparentemente y no todos los
crustaceos requieren vitelina exdgena (Adiyodi y Subrameniam, 1983).

Durante la vitelogénesis secundaria el RER continua sintetizando glicoproteinas,
las cuales son inmunalGgicamente diferentes de fa vitelogenina (Meusy, 1980). Ademas,
aparecen gotaletas de lipidos en la periferia del ooplasma llenéndolo. En el caso de los
palaemonidos cada ovacito esta rodeado por una capa de ceélulas foliculares secundarias
y que los microvellos del oocito cruzan la envoltura vitelina con la funcién aparente de
secuestrar al precursor hemaolinfatico del vitelo, al final de la vitelogénesis secundana
estos microvellos se retractan (Adiyodi y Subramoniam, 1983). La foliculogénesis

secundaria que es un fenomeno probablemente general en malacaostracos, separa a los
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ovacitos en dos pablaciones; a) ovocitos rodeados por células foliculares primarias y
estratificadas en zonas que corresponden a los diferentes estados de la ovogenesis
hasta el final de la vitelogénesis primaria b) ovocitos rodeados por células foliculares
secundarias, que estan en el misma estado de la vitelogénesis secundaria (Chamiaux-
Cotton, 19895).

El final de |a vitelogénesis secundaria se caracteriza por la ruptura de la vesicula
germinativa (-Germinal Vesicle Break Down-GVBD), la cual tiene lugar antes de la
ovulacion (Quackenbush, 1991)

4.2.3.- Tipos de vitelo

Durante la reproduccion de los crustaceos malacostracas, los ovaocitos requieren
grandes cantidades de vitelo Chamiux-Cetton, (1985). Sin embargo esto parece
depender de la ontogenia de cada grupo. A este respecto, Mendoza, (1992), encontro
una cantidad minima de vitelo en los ovocitos de los peneidos con respecto a la
determinada en ovocitos de otros crustaceas, atribuyendo esto al breve periodo

larvario de los peneidos.

El depésito de vitelo comienza durante la vitelogénesis primaria (Adiyodi y
Subramoniam, 1983), procese que se caracteriza por la acumulacién de glicoproteinas .
en €l ovocito, mientras que la vitelogénesis secundaria se distingue por la acumulacion
de lipidos y proteinas en el vitelo, (Cuzin-Roudy y O’'Leary, 1991). Esto es debido a que
durante esta fase un precursor hemolinfatico, la vitelogenina (VTG), se internaliza en el
ovocito mediante un proceso mediado paor receptores el cual permite el transporte de la
molécula al interior de los ovacitos (Mendoza y Fauvel, 1989). Asi, durante la
vitelogénesis secundaria esta molécula al cancentrarse en los ovocitos se transforma
en vitelina (VTL), la cual constituye la proteina mayoritaria del vitelo.

Los estudios relativos a la composicion del vitelo han sido enfocados
principalmenie a las proteinas que son sintetizadas extemamente y que posterionmmente
san conducidas por [a hemolinfa y acumuladas en €f ovocito (Muftoz et af., 1990; Shafir
gtal, 1992).
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El vitelo es el material nutritive que una vez acumulado en cantidades sustanciales
en el ooplasma podra satisfacer los requerimientos basicos para el desarrollo
embrionario. El tipo y composicion de vitelo varia de especie & especie, y depende del
tipo de dieta (Adiyadi y Subramaniam, 1983). Existen dos tipos de vitelo, la vitelina (VTL)
o lipovitelina, que es la proteina mas abundante en el huevo Yy la vitelogenina (VTG)
(Aiken y Waddy, 1980; Adiyodi, 1985, Quackenbush, 1986). Ambos tipos de vitelo
contribuyen en el crecimiento de las células gvocitarias.

Las protcinas y lipidos constituyen la mayor parte de las reservas organicas del
vitelo. El papel de los carbohidratos esta aun por elucidar, pero muy probablemente
participen en aportar energia durante la eclosion. Las protelnas proveen el material
basico necesario para la creacion de tejidos, mientras que los lipidos, especiaimente los
neutros sirven como fuente de energia (Adiyodi y Subramoniam, 1983).

En el caso de las lipo-glico-proteinas, como la VTL, estan asociadas a pigmentos
carotenoides, estas uniones son altamente sensibles. Se ha sugerido gque el pigmento
sirve como un escudo contra las radiaciones para proteger al embrion (Adiyodi y
Subramoniam, 1983). '

Una de las particularidades de la molécula de la VTG en los crustaceos es su
alto peso molecular consecuencia de la asociacidon de las proteinas con lipidaos,
glucidos y grupos prostéticos carotenaides originados durante la vitelogénesis (Meusy,
1980). Por otra parte, la VTL, inmunolégicamente indistinguible de la VTG, presenta
también un elevado peso molecular y se caracteriza por ser la protelna més abundante
en el huevo, constituida por 28% y 35% de lipidos, 4.8% de carbohidratas, y
carotenoides. A dichas asociaciones se les identifica como lipo-glico-carotenoproteinas
(Meusy,1980; Fyffe y O Connor, 1974). _

La lipovitelina consiste de algunas subunidades que se asocian y se disgregan, en
Procambarus, el vitelo puede disociarse en cinco subunidades (Lui y O'Connor, 1976). El
peso molecular tanto de VTG y VTL (Tabla 4.1) varia de acuerdo a las especies, y en
términos generales se ha estimado que varia entre los 300 x 10° y los 600 x 10° Daltons
(Adiyodi y Subramoniam, 1983).

En Procambarus sp. se estimo el peso molecular de la VTL en 500,000 Daltons
con un porcentaje de lipidos del 35% (Fyffe y O'Cennor, 1974). En el anfipodo Orchestia
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gammarella los pesos maleculares para la LV fue 348,200 y de 498,600 para a LVIl y

en esta misma especie el peso molecular de la VTG fue de 397,000 Daltons (Junera et

al., 1977).

Tabla 4.1.- Estimaciones del peso molecular de las subunidades de VTL, en diferentes
especies de crustaceos.

ESPECIE SUBUNIDAD DE PESO MCLECULAR AUTOR ANCQ
VITELINA EN kDa
Penasus 5 Pdlipéptidos 540 (VTL). 74, 83, 90, Quinitio et ai., 1990
104 168 (Subunidad)
monadon
Penaeus 8§ Polipéptidos 492 (VTL) 35, 45, 49, Chang et at., 1993a
(lipo-glica- 53, 64, 68, 82, 91.
Wiagoitm carotenoproteinas) (Subunidad)
Penaeus 2 Polipéptidos 191y 85 Changy Jeng | 1995
chinensis
Penaeus 380 (VTL1) 105, 85, 78, Chang et a!, 1986
) = VITL1 (ipehglyco- 58, 40 (Subunidad).
chinensis carcteno-fosta-proteina) 500 (VTL2) 155, 85, 78
VL1 (alkadpsto- (Subunidad).
proteina)
4 Polipéptidos
Panasus (glicoliprateinas) 168, 104, 83y 74 Chen y Chen 1993
monodon
Parapenaeus :
longirostris 2 Glicopratelnas 45y 66 Tom et al, 1987
Armaditium VTLT - VTL4 700,000 620,00 540,000 Susuki et af 1987
vulgaren , 4470,000 (VTL)
(glicoliproteinas) 80,000, 99,000, 127,000
VTL4 con 3 polipeptidas. e (V"I'L 4)' !
Macrobrachium IVIL con 2 lipo - 240, 450, 800 (VTL).
rosenbergii glicocarotenoproteina. 90 y 104 (Subunidad) Chang et al. 19930
1 VTL con un minimo 184 (VTL con un minimo
_peso molecular).
Macrobrachium 2 Lipoglycoprateinas 700 (Vn} Lee etal, 1997
rasenhergii 100 y 89 {Subunidades)
VTL1-VTLZ2 con 2 560 (VTL1-VTL2) .
f;"‘:”r’:.'s lipo-caroteno-proleina. 81y 110 Quinitioefal. | 1989
i (Subunidades)
Potarmon 3 Polipéptidos 115, 105y 85 Pateraki y 1997
potamics Stratakis
Cailinectes 2 |lipoproteinas y 1 109 y 86
sapidus proteina 188. Leay\iatsan 1004
Cailinectes
sapidus 4 Protelnas 188, 168 109y 86 Lee y Watsaon 1995

4.2.4.-Origen y Sintésis del Vitelo

La sintesis endbgena del vitelo ha sido canfirmada en varios estudios par medio

de la incubacion de ovarios in vilro, lo que ha sido constatado por medio de la
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incorporacidn de aminoacidos marcados (Dhen et al.,1983; Eastman-Reks y
Fingerman, 198%5; Yano y Chinzei, 1987; Quackenbush, 1989a; Browdy et al,, 1890).

Sin embargo, se ha demostrado iguaimente la existencia de una sintesis de vitelo
exogeno en crustaceos, que incluye al hepatopancreas, el tejido adiposo subepidermico
y los hemocitos (Kerr, 1969; Meusy, 1980; Meusy et al., 1983; Souty y Piccaud, 1984,
Paulus y Laufer, 1987; Tom et af, 1987a; Quackenbush y Keeley, 1988, Woa-Khoo,
1988, Quackenbush, 1989a; Quinitio ef al., 1990). Aiken y Waddy (1980), sugiere que el
hepatapancreas seria el blanca de una hormona ovarica estimuladora de la vitelogenina
(VSOH). Paulus y Laufer (1987), present¢ la evidencia de células especializadas del
hepatopancreas que estarian implicadas en la sintesis de VTG, a estas células se les
denomino como vitelogenocitcs. En isépodos y anfipodos, se ha emitido la hipdtesis de
que el cuerpa graso es el sitio extraovarico de la sintesis de vitelo (Picaud, 1980; Picaud
y Sauty, 1880; Meusy et al., 1983b).

Adicionalmente, han sido varios |os autores que han podido detectar y medir la
VTG en la hemolinfa (Derelle ef al 1988 Yano, 1987, Lee y Puppione, 1988;
Quanckenbush, op.cit; Mendoza et al,1993). La presencia de VTG en la hemolinfa
aumenta los cuestionamientos sobre los sitios extra ovaricos para la sintesis de la VTL

o de los precursores moleculares (Fainzilber et 8/.1992).

Estas cantradicciones aparentes se dehen sin duda a diferencias. entre las
especies, a los métados de incubacién utilizades, a las técnicas de purificacién de la
VTG y [a VTL y a la preparacidn de anticuerpos (Browdy, 1992).

Adiyodi y Subramoniam (1983), mencionan que la presencia de una fraccion de
vitelo (VTG) en la hemolinfa, que serologicamente €s idéntica a la lipovitelina (VTL), se
padria explicar en dos formas; 1) Puede ser el resultado de la lisis del vitelo y su postenor
liberacién hacia la hemolinfa 2} Sintesis activa de una proteina especifica VTG = FSP)
fuera del ovario y su subsecuente liberacion a la hemalinfa, pasiblemente para facilitar su
incorporacion selectiva por los ovocitos.

Estas hipdtesis variadas y evidencias alternativas de los diferentes sitios de
vitelogénesis en crustaceos no esta completamente esclarecida, mucho menos aun la

comprension del control endocrino y regulacion de la vitelogénesis en crustaceos (Woo-
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Khoo, 1988). No obistante que estos resultados sean aun vbjelo de contruversia parece
muy posible vislumbrar una dualidad en las modalidades de elaboracién de la VTL, en
algunos crustaceos. En efecto, de acuerdo a Adiyodi (1985}, la proporcién de sintesis
endogena/exdgena variaria segin la especie. De esta manera, algunocs trabajos
realizados recientemente en algunos peneidos han conducido a resuitados que han
llevado a reconsiderar estas interpretaciones indicando que los dos origenes son
pasibles, sin embargo, el principal lugar de sintesis seria el ovario (Yano y Chinzei, op
cit.; Fainzilber et al, 1989; Rankin et af,1989). Quackenbush (1989a), considera un
orngen mixto del vitelo (tanto enddgeno como exdgeno), argumentando que diferentes
partes de la molécula de la VTG serian sintetizadas en distintos Organos vy
probablemente ensamblada en el hepatopancreas, para de ahi dirigirse al ovario. A
esle proposito, se ha postulado que la coordinacion endocrina de la produccion de
vitelo a partir de la sintesis de proteinas en los diferentes tejidos, seria un mecanismo
para optimizar (a energia invertida que se requiere para @ produccion de un grar
numero de huevos (Quackenbush, op.cit.).

Par otra parte, hay evidencias en diferentes especies de crustaceos, que el ovario
es el sitio exclusivo de sintesis de VTL y la presencia de VTG en la hemolinfa en
diversas especies debe ser explicado por otro mecanismo, donde se sefiale sobre la
sintesis extraovarica y la posterior liberacion del precursor de proteina vitelina (Lee et al.,
1996).

En la siguiente Tabla (4.2), se muestran los distintos sitios propuestos para la

sintesis de la VTG y VTL en diferentes especies de crustaceos.

144



Tabla 4.2.- Sintesis de la VTL y VTG, en diferentes especies de ¢crustaceos

ESPECIE ORIGEN SINTESIS SINTESIS AUTOR ANO
DE VTL DE VTG
Penaeus mondon Ovario Chen y Chen 1994
Penaeus QOvario Fainzilber et 1992
semisulcalus al.
Penaeus mondon Qvario Quinitio et al. 1990
: e Yana y
Penaeus Ovario Chinzei 1987
faponicus
Pandafus kessler Ovario ’ Quinitio et al. 1989
Hepatopancreas
Callinectes Ovaria ' Vbee y 1994
. . atson
Sapidus pedunculo ocular
. g W Leey
Caliinectes QOvario Watson 1995
sapidus
Caliinectes Qvario Lee et al. 1996
58pidus
*
Carcinus msaenas. Ovario 'E‘::;’:r Y 1987
y Libg hepatopércreas. :
emarginata
*
Armadiflicium Ovario Susuki et al. 1989
vuigare CUErpg grase
Parapénaeus Extraovanco. ) Tom et al, 1987 &
longirostris
) * Tsumurs y 1989
Palaeman Ovario Nakagawa.
poucidens

4.2.5.- Factores que influyen en |a vitelogénesis de crustaceos

El desarrollo de la vitelogénesis secundaria e;1 crustaceos decapodos se
produce gracias a la integracion de diversos factores externos (temperatura,
folaperiodo, salinidad y otros) y factores internos, esta integracion se realiza por medio
de los organos de los sentidos, principalmente de los ojos, y por medio de un complejo
neurahormonal presente en el peddnculo acular (Charniaux-Cotton, 1985).

4.2.5.1.- Factores externos (ambientales)

Existe una variedad de faclores que repercuten en el contral de la reproduccion
(maduracidn ovarica) de los camarones peneides, tal es caso de la temperatura,
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salinidad, fotoperiodo, sustrato, dieta, fase lunar , ablacion peduncular y tratamiento can
hormonas exogenas incorporadas a través de inyeccienes 0 de sus dietas (Chamberlain
y Gervais, 1984; Woo-Khoo, 1988). Por otra parte, Adiyodi y Subramoniam (1983, 1985),
mencionan que los factores involucrados en la vitelogénesis de crustaceos, no solo son
fisico-quimicos y hormonales, sino también geneticos.

Aiken y Waddy (1980), sefialan que la temperatura y fotoperiodo son factores que
regulan la vitelogénesis secundaria en la langosta Hamarus. En condiciones de
oscuridad constante se puede inducir la maduracién del avario en Orconectes virlis sin
reabsorcion {(Aiken, 1969). En Pachygrapsus mamnoratus, el incremento del fotoperiodo
(de 0-20 horas) indujo un cicle de maduracidn mas rapido y reabsorcion de ovacitos en
hembras maduras e inmaduras y el descensc de fotoperiodo estabilizo la condicion
madura del ovario (Perryman, 1969).

En la langosta espinosa Panulfirus argus existio una interaccion significativa entre
el fotoperiodo y la temperatura sobre la maduracion de las hembras, donde fotoperiodos
mayores y temperaturas mas altas tienen un efecto sobre la maduracion y desove
{Lipcius y Herrnkind, 1987).

Fauvel (1986), sefiala que la nutricion de los crustaceos tiene un papel importante
sobre la vitelogénesis secundaria, influyendo en el metabolismo de hormonas y la calidad
de vitelo. Ademas, menciona que la temperatura v la luz son otros factores importantes
en estas eventos fisialégicos, En el caso del camardn Penagus japonicus, |a temperatura
aptima es de 26 a 32° C y es posible que con un incremento de luz asociade a
Incrementos progresivos de temperatura, se propicie la maduracian y desove en
hembras ablacionadas de esta especie. Para el camardn Penaeus vannamei, la
maduracién y desove puede ser frenadas por un ligero decremento de la temperatura.

Las hembras del acocil Oroonectes limosus expuestas a condiciones de
temperatura de 10 a 12° ¢ y oscuridad, acelero fa maduracion ovéarica (Dube y
Portelance, 1992). En otra especie de acocil (Procambarus clarkij), Daniels et al. (1994),
determinaron que los valores maximos del Indice Gonadosomatico fueron a un
fotoperiodo de 10horas-luz: 14 horas-oscuridad y a una temperatura de 27°cC.
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Quackenbush (1994), encontrd una interaccion del fotoperiodo y temperatura, los
cudles regulan el proceso de biosintesis de vitelo en hembras de la langosta americana

(Homarus amsncanus).

4.2.5.2.- Factores internos

4.2.5.2.1.- Control Endocrino de la Muda y la Reproduccion

Los eventos de muda y reproduccidn en crustaceos decapodas y su respectiva
control hormonal, estan estrechamente relacionados (Alkken y Waddy, 1980). Estos
sistemas de control residen en gran parte en camplejos neurosecretores presentes en el
sistema nervioso central (Nelson, no publicado). Este sistema neuroenddcrina en
crustaceos consiste de glandulas endocrinas propiamente y estructuras neuroendocrinas
{las celulas neurosecretoras y organos neurghemales) (Fingerman, 1987). La mayor
parte del conocimiento de la influencia o mecanismos de control endocrino en crustaceos
derivan de esludios hechos en malacostracas (Adiyody, 1985, Fingerman, 1987).

Las estructuras endocrinas en crustaceos se pueden clasificar en los siguientes
tipos.
a) Complejo Organo X-Glandula del Sinus
b) Organo Postcomisural
c) Organo Pericardio
djOrgano Y
e) Glandula Androgena
f) Ovario
g) Organos Mandibulares

a} Complejo Organo X-Glandula del Sinus

Este complejo es el mas importante centro de control neuroendocrino de los
crustaceos, sin embarge, en los crustaceos entomostracos este complejo esta ausente.
Este gléndula fue por primera vez descrita por Hanstrom (1933), y se localiza en el
pedinculo ocular y presenta una extension fuera del cuerpo propio del pedunculo, que

consia de la lamina ganglionaris, medulla externa, medulla interna y medulla terminalis.
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Es un hecho que la glandula del seno no produce las hormonas que contiene, debido a
queé &5 un organg neurchemal qué almacena y libera estas neurohommonas. Esta
glandula esta constituida por axones terminales y la mayoria de estos pertenecen o
pravienen de los cuerpos celulares que descansan en una porcién de la Medulla
Terminalis conocida como érgano X, que es el centro productor de hormonas
(Fingerman, 1987; Woo-Khoo, 1988). Esta glandula afecla el procesc de reproduccion
al liberar a la honmona inhibidora de la vitelogénesis (VIH), que inhibe tanto el proceso
de la captacion de la VTG como su sintesis (Charniaux-Caotton, 1985).

b) Organo Postcomisural y ¢) Organa Pericardio
Hay darganos neurohormeonales adicionales, el argano Postcomisural (PCQO) y el
érgano Pericardio (PO). El PCO es una conjuncidn de axones terminales de nervios, su

papel es almacenar y liberar hormonas que controlan la coloracion (Fingerman, 1987).

d) Organo Y

Es una glandula epitelial no neural, esta fue descrita para 58 especies de
malacostracos. Se localiza en el segmente maxilar del cuerpo y es sitio de produccion de
la hormona de la muda. Al parecer las células del érgano Y absorbe colesterol de la
hemolinfa y convierten este en la hormona de la muda a medida que sea necesario
(Fingerman, 1987).

e) Glandula Androgena

Esta glandula esta presente solo en los machos y al parecer es exclusiva de los
malacosiracos, su posicion es subterminal en la regidn eyaculatoria del vaso deferente.
Su funcion es la de secretar una hormaona (6-Hidroxi-Fameci-Cetona) que interviene en la
diferenciacion y funcionamiento del sistema reproductor de machos (Fingerman, 1987).

f} Qvario

E! ovario de isopodos y anfipodos es el sitio de produccion de una o mas
hormonas que controlan la diferenciacion de los caracteres sexuales secundarios, esto
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similammente se presenta en los decapodos (Fingerman, 1987). Por otra parte, durante la
durante la foliculogénesis secundaria, s ha postulado que las células foliculares
pueden ser endocrinas, secretando la hormona ovarica esltimuladora de la
vitelogénesis (VSOH) (Charniaux-Cotton, 1985).

g) Organos Mandibulares

Es un enigma, el posible origen endocrino de los 6rganos mandibulares, se
presentan cerca del Organa Y, y ha sido incluso mal identificado y confundido con este.
Su papel esta relacionada con [a muda y/o reproduccion, ya que sus celulas cambian en
apariencia a nivel de ultraestructura durante la vitelogénesis y en algunas especies
también durante el ciclo de muda {(Acto et al., 1974, Taketomi y Kawano, 1985). Hasta
hace poco se descubrid en cinco especies de decapodos, como en Libinia emarginata, 1a
praduccion de Metil Farnesoato, que se puede convertir en hormona juvenil (J-ll y Acide
Famesoico) (hormeona bien definida en insectos), este compuesto es altamente lipofilico,
y al parecer su papel endocnno, esta vinculado can aspectos de reproduccidon y su
goncentracion €s seis veces mas alta en hembras vitelogénicas que en hembras no
vitelogénicas y juveniles (Borst et al., 1985; Laufer et al., 1987; Woo-Khoo, 1988). En
langostas ablacionadas, los niveles de esta honnona se incrementa hasta 30 ng/ml
(Tsukimura y Borst, 1992).

4.2.5.2.2.- Hormonas involucradas en el proceso de la Muda

El aislamiento y caracteristicas de las hormonas peptidicas del pedunculo ocular,
que regulan la muda y el desarrollo gonadal, han sido ampliamente estudiadas para
algunos decapodos (Adiyodi, 1985, Fingerman, 1987).

El termino de muda es usado para referirse al procesc entero del ciclo de muda.
Al ocurrir la exuviacion hay un natorio incremento en talla debido a la absorcion de agua
y la formacion y endurecimiento del nuevo exoesqueleto, este termino de muda es
sindnimo con el de ecdisis (Fingerman, 1987). El ciclo total de muda se divide en cinco
principales estados, con algunos subestados que fue propuesto originalmente por Orach

{1839) ¥ ha sufrido diversas modificaciones entre los diferentes grupos de decapodos.
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Estos estados son reconocidos por letras (A-E); el estado A empieza después de la
propia ecdisis, en este ya existe la nueva epicuticula y la exocuticula. El estada B,
empieza pocos dias despugs, durante esle empieza [a siniesis de la endacuticula que
continua hasta Cy y C;: con la formacién de la capa membranosa se considera el
subestado C3; para que posteriormente el animal pase a la anaecdisis (C4). La duracién
de la anaecdisis es tan largo como un afio. En la proecdisis (Dg-Ds), la vigja cuticula
empieza a ser degradada hasta en un 75%, ademdas el caicio y pigmentos como
astaxantinas son almacenados en los gastrolitos y en la hemolinfa, respectivamente. La
nueva epicuticula y exocuticula son sintetizadas y la exuviacion ocurre en el estado E
(Skinner, 1985).

Los factores hormonales que controlan el ¢iclo de muda, comesponden a ia
hormona de 1a Muda (B-Ecdisona) y la Hormana Inhibidora de la Muda (MIH), esta ultima
es producida en el complejo Organo X-Glandula del Sena (Skinner, 1985; Fingerman,
1987). La MIH es un neuropeptido y los esfuerzos por purificarla, la han realizado
Quackenbush (1985) y Chang (1985), Ei peso molecular estimado para la MIH esta entre
los 1,000 y 5,000 Daltons (Freeman y Bartell, 1976).

La accion de la MIH fue anginalmente considerada como un factor en la inhibicidn
de la B-ECO producida por el Organo Y, sin embargo, hay evidencias que acta
antagdnicamente con la B-ECD, en céiulas periféricas (epidermales), por lo que regulan
la respuesta de |z B-ECD (Fingerman, 1987). La liberacian de 'a MIH esta regulada par
un neurotransmisor, S-Hidroxitriptarmina (5-HT).

Las harmonas de la muda son ecdisteroides, que son sintetizados a partir del
colesterol en el Organo Y y posteriormente liberadas a la hemolinfa. Fl Organa Y
produce una alfa-ecdisona (Ecdisona, esteroide Palihidroxilada), la cual es convertida
perifericamente (en otros t&jidos) a 20-Hidroxiecdisona (Beta Ecdisona, Ecdisterona)
(Skinner, 1985; Fingerman, 1987). Evidencias de que el Organo Y es el lugar de
produccin de la ecdisona y el papel de ia 20-OH-ecdisona en el control de la muda se
han acumulado por diversgs estudios, estos han incluido, la estimulacion de la muda
precoz por tratamientos de animales anacecdisiales con ecdisteroides, medicion de!

incremento de los titulos de los ecdistercides en la hemolinfa en animales proecdisiales,
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secrecion de la ecdisona por el Organa Y in vitro {Chang y O'Connor, 1977; Skinner,
19885).

La cantidad de ecdistercides circulantes parece ser variable entre los crustaceos,
por ejemplo, los cangrejos liberan mucho menos ecdisterona que las langostas
homaridas, estas diferencias pueden ser debidas a las técnicas de medicién o la
diferencia entre las especies. Se han encontrado ecdistercides en otros tejidos, ademas
del Organo Y, pero su funcionamiento es desconocido (Hopkins, 1983; Chang, 1984,
1985 en Quackenbush, 1986).

Los ecdisteroides de algunos insectos controlan la vitelogénesis, lo anterior
supone que estos compuestos regulan algunos aspectos de la reproduccion de
crustaceos, ya que han sido encontradas en génadas de algunas especies (Adiyodi y
Subramoniam, 1983).

Hay registras que en adicion de la MIH y la B-ECD, hay otra harmona invalucrada
en el proceso de muda, denominada hormona aceleradora de la muda (MAH), que
posiblemente sea producida en el peddnculo ocular, cerebro o ganglio toracica (Nelsan,
no publicado) y posiblemente estimula la produccidn de ecdisteroides por el Organo Y.

4.2.5.2.3.- Hormonas involucradas en la Reproduccion
El control endocrino de la reproduccion ha sido investigado en una ampilia
varedad de crustaceos, particularmente los sépodos y anfipodos han recibido una
considerable atencién. Las neurchormonas también como las hormonas son el producto
de glandulas endocrinas (Fingerman, 1987).
Adiycdy y Adiyodi (197Q), mencianan que seis hormonas estan involucradas en
aspectos de la reproduccion de crustéceos decapodos, quée a continuacion se sefialan:
MIH (Hormona inhibidora de la muda)
B-ECD (Hormona de ta muda)
GIH (Hormona inhibidora de la goénada)
GSH (Hormona estimuladora de la ganada) -
AH (Hormona androgena)
FH (Hormona de la hembra?)
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Posteriarmente, Junera et al. (1977), incluya en esta lista a la VSOH (Hormona
ovarica estimuladora de la vitelogénesis).

B-ECD (Hormona de la muda)

En anfipodos e isbpodos, los ecdistercides parecen tener un papel reproductivo,
en adicion a la muda, evento necesario para la sintesis de vitelogénina (Meusy el al.,
1977; Blanchet-Tournier, 1982). En anfipodos, bajos litulos de 20-OHecdisona es
requerida para la vitelogénesis {Chamiaux-Cotton, 1985). Por otra parte, en Orchestia
gammarella |as inyecciones exdgenas de ecdistercides acortan ¢ prolangan el ciclo de
muda, cuando la vitelogénesis esta ocurriendg y altos titulos de ECD en la premuda
tardia evitan la foliculogénesis secundana y la sintesis de la VTG por el cuerpo graso
(Nelson, no publicado).

GIH (Hormona inhikidora de la génada)

Es una neuroharmona que se origina en el complejo Organo X-Glandula del
Sinus, es un neuropéptido con pesos moleculares de 2,000 {Bomirski et al., 1981), 5,000
(Quackenbush y Herrnkind, 1983) y 7,000 Daltons (Fauvel, 1986), y pertenece a la
familia de los neuropeptidos que incluye a la MIH y dos isoformas de las hormona
hiperglicémica y \a CCH (Aguilar et @l., 1992).

La GIH esta involucrada en el descanso genital, porque inhibe la vitelogénesis
secuﬁdaria {Charniaux-Cottan, 1978, 1980) y previene la foma de vitelogenina por los
ovocitos a través de una competencia de "enlace” con los receptores de membrana, 108
cudles reconocen y capturan las moleculas antes de la internalizacion (toma activa)
(Jugan y Soyez, 1985). La liberacidn de la VSOH puede ser controlada por Ja GIH
{(Fauvel, 1986).

La GIH y la GSH ocurren en ambos sexos, y la primera esta presente tanto en
hermbras inmaduras como maduras. Algunos estudios sobre [a identificacion y
caracterizacion de esta harmana fueron realizados por Bomirski et al., (1981), Charniaux-
Cotton (1985) y Aguilar ef al, (1992).

GSH (Hormona estimuladaora de la gonada)
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La GSH es una neurchormona producida en el protocerebro y ganglio toracico
(Fauvel, 1986; Fingerman, 1987). La accién de la GSH podria ser doble: 1).- estimulacién
directa al ovario y 2).- la inhibicidén de la GIH (Adiyodi, 1985); ademas, suprime la entrada
del animal a la premuda (Aiken y Waddy, 1980). La cantidad de esta hormona esta
relacionada con e! estado reproductivo, siendo mayor su concentracién en fases
reproductivas.

VSOH (Hormona ovérica estimuladora de la vitelogénesis)

Los estudios con el anfipaoda Orchestia gammarella realizados por Junera at al,
{1977), concluyen que el ovario produce un factor que estimula la sintesis de
vitelogenina. El tejido folicular secundario del ovario, se le atribuye la funcidén endocrina y
secretora de la VSOH (Charniaux-Catton, 1985). La sintesis de VSOH es suprimida por
la GIH y promovida por la GSH, sin embargo, esto es especuiativo (Aiken y VWaddy,
1980).

4.2.5.2.4.- Contro! Hormonal

La vitelogénesis secundaria se encuentra bajo €l control de factores externas
(temperatura, luz, salinidad, pH, etc.), que son integrados por el sistema nervioso
central y que a su vez regulan la maduraciéon por medio de un balance hormonal
(Figura 4.1). Este equilibrio se debe, por una parte a dos hormanas que favorecen la
sintesis de fa VTG: una de origen nerviosc, la VSH (Vitellogenesis Stimulating
Hormone) y otra que proviene de los ovarios, sintetizada por las celulas faliculares, la
VSCH (Vitellogenesis Stimulating Ovanian Hormmone) que actuaria de la misma manera

que los estrégenos en |os veriebrados para estimular la sintesis de la VTG.

Por otra parte, una regulacion negaliva es ejercida por medio de una hormona
de origen peduncular, inhibidora de |a vitelogénenesis secundaria, la VIH
(Vitellogenesis Inhibiting Hormane). Por Gltimo, una serie de hormonas esteroidicas,

sesquiterpenoides, (metil fernezoato, acido famezoico, hormona juvenil) y de péptidas
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(-Moulting Inhibiting Hormone-MIH) parecen participar en los procesos de induccion, de
inhibicion, y de mantenimiento de la vitelogénesis (Mendoza, 1992).

La muda es inducida solo cuando los niveles de MIH y VSH son bajos en la
hemolinfa y altes en MH (-Moulfing Hormone-) que actua directamente desde el
organo-Y, situado cerca de las mandibulas y VIH. Esto se explica por que la MIH, de
origen peduncular, la cual inhibe a ia MH mientras que la VIH suprime la accién de la
VSH Esta interaccion hormonal adquieren mayor importancia en la reproduccion
debido al antagonismao existente entre el crecimiento somatico (en el cual depende de

la muda) y la vitelogénesis.

En el caso particular de la VIH, esta hormona ha sido caraclerizada como un
neuropéeptido sintetizade por el grgano X- glandula del sinus (Fainzilber et al., 1992).
Dicha hormona es la responsable del reposo genital, ya que inhibe la vitelogénesis
secundaria (Charniaux-Cotton, 1978), previendo la captacion de vitelogenina por los
ovocitos a través de una competencia de “enlace” con los receptores de membrana, |os
cudles reconocen y capturan las moléculas de VIH antes de la internalizacidn (toma
activa) de la VTG (Jugan y Soyez, 1985). Se ha postulado que esto es debido a que la
VIH tiene mayor afinidad que la VTG misma por los receptores de esta Uftima y
posiblemente intervenga iguaimente, impidienda la accion de las hormonas
estimuladoras de la vitelogénesis (VSH, VSQH), (Meusy, 1980; Fauvel, 1986).
Finalmente, se ha demostrado la inhibicion in vifro de la sintesis de proteinas
precipitables por anticuerpos contra una subunidad de VTL y VTG (Lee y Watson,
1994).

En lo que concierne a la VSH, se trata de una neurohormona producida en el
protocerebro y ganglio toracico (Fauvel, 1988; Fingerman, 1987), cuya accidn podria
ser doble: 1).- estimulando directamente al ovario y 2).- contrarrestando la accion de la
VIH (Adiyodi, 1985). Adicionalmente, puede intervenir suprimiendo la entrada del
anima! a la premuda (Aiken y Waddy, 1980). La cantidad de esta hormona esta

relacionada can el estado reproductiva, sienda mayar su concentracion en las fases
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avanzadas de la vitelogénesis. Por otra parie la VSH, se estimularia a la VSOH, siendo

esta de origen ovarico, la cual propiciaria directamente la sintesis de la VTG (Aiken y

Waddy, 1980).
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Figura 4.1. Diagrama esquematica del control hormonal (Tomado de
Mendoza, 1992).
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4.2.5.3.- Ablacion Pedancular

Existen vanos meéiodos para inducir 1a maduracion ovocitaria y descve en
camarones, que podrian también ser referidos para otros decapodos, come es la
manipulacion ambiental, nutricidn, tratamiento con hormonas exdgenas a través de
inyecciones ¢ inclusiones en la dieta y la ablacién pedancular Woo-Khoo, 1988). Todas
estas i€cnicas relacionadas a la produccian tecnoldgica de crustaceos.

Es ampliamente conocido que la ablacion peduncular en crustaceos decapodos,
elimina parte del sistema neurcendocrino que produce las neurohormonas como la MIH y
VIH, esta técnica favorece el proceso de muda, la biosintesis del vitelo, en casi todas (as
especies de crustaceas (Quackenbush, 1986) y la maduracion ovarnca (Koo-Whoo,
1988).

El efecto de la ablacidn peddncular es dependiente de la especie y estado de
muda. Asi, cuando la extirpacion de! pedunculo ocular se realiza durante 2 etapa de
premuda inicia subitamente el proceso de muda, de aqui que, la ablacidon solo sea
efectiva después de la exuviacion, pero es preferible que se realice durante |la etapa de
intermuda. Los efeclos na solo se reflgjan en la muda, crecimiento y reproduccion, sino
ademas en la tasa cardiaca, metabolismo de proteinas y azucares, balance del agua y
pigmentacion (Aiken y Waddy, 1980).

En especies de decapodos coma Cangron crangon, Rhithropanopeus hamsii,
Penasus monodon y Panulirus argus, se ha observado e! efecto de la ablacién
peduncular sobre !a maduracién gonadal (Bomirski y Klek, 1974; Quackenbush y
Herrrkind, 1981; Tan-Fermin, 1991},

4.2.6.- Técnicas y métodas utilizados en el estudio de la vitelogénesis

4.2.6.1.- Caracterizacion y Purificacion

La frecuente utilizacidn de diversas tecnicas de cromatografia y electrafaresis se
ha llevado acabo para aislar y separar moléculas, medir su peso molecular, distinguir
diferentes aspectos de su estructura y evaluar la pureza de los compuestos aislados.

Asi, en estudios recientes se ha purificado y caracterizado la VTL en ovarios maduros



de distintos crustaceos, utilizando diversas técnicas bioquimicas como la filtracidon en
gel, intercambio de iones, eleciroforesis en gel de poliacrilamida, agarosa e
Inmunoelectrofaresis. Se han obtenido como resultade moléculas nativas y
subunidades de polipéptidos de alto peso melecular variando segun |la especie (.1,
Figura 4.1). Un patron comun dentro de estas investigaciones es que la purificacion de
la VTL y VIG se ha basado en la de sus conslituyentes principales: [ipidos,

carbohidratos y carotencides, como se menciond anteriormente.
4.2,.6.2.-Cromatografia

La separacion por cromatografia se basa en las fuerzas competitivas de dos
fases, una fija o estacionaria que consta de diminutas particulas esféricas de gel que
funcionan coma cribas moleculares; y otra continuamente renovada o movil, que se
esiablece por las moléculas de un soluto. El fundamento para la filtracion en gel se
basa en la mayor 0 mencr posibilidad de penetrar las moleculas en los poros de las
particulas de relleno. Segun su tamario, se introduciran €n los poros; cuanto menores
sean, mas profundamente entraran y mds tardaran en ser eluidas de la cclumna,

permifiendo asi la separacion de moléculas en funcion de su masa molecular.
4.2.6.3.- Electroforesis

La electrofaresis en gel de paliacrilamida {(PAGE), es un método analitico, de
alto poder resolutivo que combina la migracidn en un campo electrico y el tamizado
malecular a través del gel de comida, siende una poderosa herramienta para efectuar
separaciones, aislamientos, evaluaciones de pureza y cuantificaciones del peso
mclecular. Las ventajas de la PAGE son su facilidad y rapidez de operacion, la alta
precision de sus detecciones, el hecho de que no se dafien sustancias tan delicadas
como las proteinas y los acidos nucleicos, y sobre todo el hecho de que se logre
separar los componentes individuales de mezclas comple|as.

4.2.6.4.- Ultracentrifugacion

La ultracentrifugacién permite el aislamiento y la caracterizacion de las
proteinas. La aplicacion de la fuerza centrifuga a las moléculas en solucion les permite
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una velocidad de sedimentacion que permite separar las proteinas dependiendo de su

tamano, masa y densidad relativa al solvente.

Tabla 4.3.- Técnicas empleadas para la purificacién y caracterizacién de la VTL y la VTG en
diferentes especies de crusticeos.

ESPECIE TECNICAS DE RESULTADO AUTOR ANO
PURIFICACION Y
CARACTERIZACION
Extraccion y i
FPenagus mondon Cromatografia _ Coractarzacisn da s Quinitia et ai. | 1990
(nmunoeiectraforesis L
vitelina,
Cromatografia PAGE Purificacion y
Renaeus monden inmuncelectroforesis. | extraccion de viteling | “h@ng stal, ;993
Fenaeus chinensis PAGE, Electroelucian. Purificacian Changy Jeng | 1995
Penasus chinensis Cromatografla Purif{cacién Y Chang et af 1996
(SDS)-PAGE Caraclerizacion de [a v
vitelina.
Extraccién y Cheny Chen
Penasys mondor PAGE Caraclerizacion de 1993
Inmunoelectroforesis vitelina,
/ Ultracentrifugacion Purificacion y
Penaeus vannamei Filtracién en gel Determinacién de la Me"i’f,’za e | 1993
Cromatografia de VTG y VTL. !
intercambio ionico
Penaeus jgponicus Electrofaresis  (SDS)- 2 Polipeptidos de la g&no ychindl 1987
PAGE. vitelogenina.
- Cromatografia Purificacion y
!jz;aefne;gus (intercambio iénica) Caracterizacin de Tom et ai., ;987
— Electraforesis vitelina.
discontinua
Inmunoelectroforesis
Cromatagrafia (DEAE- Material
Pf’m"e"i‘?“s Sephacel) PAGE inmunclogicamente Tom ef al, ;937
RGBS Inmunoelectroforesis | similar a la vitelina del
lnmunofluorescencia tejido adiposo,
subepidermal,
hemalinfa y en
glébulos del vitela de
los ovocitos.
o PAGE 4 formasde VTL y 4 Suzuki
Armereiidiom inmunoeiectroforesis formas de VTG 1ee¥
vulgare
} Cromatografia Identificacion y -
Pandatus kessien Inmunoelectroforesis | Caracterizacion dela | Quinitio efal. | 1989
vitelina
. Filtracion en gel (DEAE- Purificacion y
Wracrabiagh o Sephacel) HPLC Caracterizacionen | CMong etal, | 1999
v {Cromatografia liquida de tres vitelinas
alta resolucion) PAGE
Macrobanchium Cromatografia (columna, Purficacian y Leey Chang 1997

rosenbergii

DEAE, hidroxylapatite),
SDS-PAGE, ELISA,

Caracterizacion de
vitelina.

159



Western-blotting.

Electroforgsis en ge! de

Cuatro subunidades

- Lee y Watson
Caliinectes sapidus oulaerlamids ol y 1995
Potamon patamios Cromatografia, SDS- Identificacitn, Pateraki y
PAGE, Western blotting Determinacion y Stratakis. 1997
Purificacion de Vn y
Vg
: Cromatografia de Purificacion y Kimy Lee 1994
Penplaneta amencana | o ampio de iones Caracterizacion de la
FPAGE, Filtracidn en gel vitelina

(DEAE-Sephadex y
Sepharose)
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4.3.- METODOLOGIA
4.3.1.- Caracterizacion y Purificacién de la VTG y VTL

En la siguiente figura (4.2) se presenta el disefio experimental utilizado para la

caracterizacion y purificacion de VTL y VTG

PURIFICACION DE LA VTG Y DE VTL

HOMOGENIZACION EN BUFFFER
HEMBRAS DE = POOL DE OVARIOS DE FOSFATOS

Procoambarus elark:

l—.’ HEMOLINFA

!

SEPARACION DE
LIPOPROTEINAS

INTERCAMBIO DE

FILTRACION EN GEL
FILTRACION EN PD-10 _IONES. HACRYL-300
{SEPHADEX (-25) AE-SEPHACY .

CONCENTRACION POR
ULTRAFILTRACION

(10,000 NMWI

4.2.- Diagrama de flujo para la purificacion de VTG y VTL
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4.3.1.1.-Obtencion de hemolinfa

Para la extraccion de la hemolinfa se utiizé una jeringa de 1 ml., previamente
enjuagada con oxalato de potasio al 5%, para evitar la coagulacion de la misma. Las
punciones se realizaron en la cara ventral de! primer segmento abdominal Las
muestras se centrifugaron a 15,000 r.p.m. durante 15 min. a 4°C, separando el plasma
de las ¢élulas sanguineas. Todas las muestras fueron mantenidas en congelacion a -

20°C, para ser utilizadas en (a purificacion y caracterizacion de la VTG.
4.3.1.2.- Preparacian del extracto de ovario

Para la purificacidn y caracterizacion de la VIL se utilizaron gdnadas de
hembras en estadio 1V, el cual fue confirmado por medio del IGS y cortes histolégicos.
Por ofra parte, se realizaron extractos de gonadas de hembras impuberes (estadio [) y

de machos, para ser utilizadas como controles negativos,

Las gonadas (10.2 g) se homogenizaran en un Potter-Elvejerm con un buffer de
fosfatos §0mM pH 7.2 (8 ml) conteniendo Fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0.5 mM
(5 ul) a4°C. (Mendoza ef al.,1993). Posteriormente el homogenizado se centrifugd a
10,000 r.p.m. durante 15 min. a la misma temperatura para eliminar los residuos
solidos, y el sobrenadante fue ulilizado para la purificacion (Tom et al., 1992; Riley y
Tsukimura, 1998).

4.3.1.3.- Ultracentrifugacion

Se ultracentrifugaron las extractos de ovario a 120,000 g durante 24 ha 4°C, en
un gradiente de densidad a base de Bromuro de Potasio (KBr p=1.33g/ml) (Mendoza et
al, 1993, Yepiz-Plascencia et al., 1995).

d) Precipitacion

Tanto la hemolinfa comao los extractos de ovario (5 ml) se precipitaron con una
solucion de EDTA 20mM, pH 7.7 (20 ml). Posteriormente, se adiciono MgCl; 0.5M (1.6
ml), y se mezclaron por inversidn. El precipitado resullante se centrifugé a 2,500 g
duranie 15 min. El sobrenadante fue desechado, y €l pellet fue redisuelte con un buffer
TRIS-C1 50mM, NaCl 1M pH 7.5 (3 ml) (Wiley et al., 1979},
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lguaimente se probd un protocolc alternativo consistents en disolver la
hemolinfa y los extractos de ovario en un buffer TRIS-Cl 50mM, NaCl 1M pH 7.5 (3 ml),
con Fluoruro de fenimetilsulfanil (PMSF) 3 mM. Posteriormente se precipité por la
adician de una solucidn saturada de (NH, )2 SO, . (De Viaming et al., 1980).

4.3.1.4.- Filtracién en gel

Para la filtracion en gel e intercambio de iones se ulilizd un cromatografo modelo
Gradi Frac (PHARMACIA BIQTECH). Las muestras fueron inyectadas en una columna
(XKi28) de 51 cm de altura con 270 ml. de SEPHACRYL-300 HR (PHARMACIA
BIOTECH), a un flujo de 1 ml./min. (Mendoza et al., 1993)

La columna se empacd con buffer de fosfato 0.1M pH 7.2, iniciando con un flujo
de 4 mi/min durante 2 h, para pasteriormente incrementario a 6 mimin. durante 1h. ’El
eiuente se manitorea a 280 nm. Para la calibracion de la columna se ulilizaron las
siguientes moléculas de referencia: anhidrasa carbonica (29,000 Da), albumina (66,000
Da}, alcohal deshidrogenasa (150,000 Da), p-amilasa (200,000 Da), apoferritina
(443,000 Da), tiroglobulina (669,000 Da) y azul dextran (2,000,00 Da) (MW-GF-1000
KIT, SIGMA). Las fracciones de extracto de ovario oblenidas fueron incubadas con
Negra Sudan y se registré la absorbancia a 466nm.

4.3.1.5.- Cromatografia de Intercambio ltonico

Por medio de la filtracion en gel mencionada en &l inciso d) se obtuvo un pico
proteico, el cual fue introducido a una columna (XK/16) de 20 cm de alto con 41 mi. de
DEAE-Sephacel (SIGMA), equilibrada con buffer TRIS HCI 50 mM pH 8, a un flujo de
1mi/min. (Mendoza, 1992), Para la elucion de las moléculas retenidas se utilizé un
gradiente linear de Q - 50 % de KCI.

4.3.1.6.- Determinacion de Lipidas

Los lipidos presentes en el ovario y la hemolinta se determinaron por medio de
la técnica de Negro Sudan B, la cual consiste en incubar 250 pl. de muestra, con 250
de Negro Sudan en tubas eppendorf incubados a 37 °C durante 20 h en obscuridad.
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Posteriormente, se centrifugaron @ 10,000 r.p.m. durante 15 min. (Allen y Budawile,
1994).

4.3.1.7.- Determinacidn de carotenoides

Para determinar la longitud de onda de mayor absorbancia para los
carotencides presentes en la VTG y VTL se realizd un barrido del extracto de ovario en
el espectrofotémetro (SPECTRONIC GENESIS 2) a longitudes de onda entre 300 y
700 nm. Posteriormente, se utilizo esta longitud de onda (466 nm), para identificar las
fracciones con carotenoides obtenidas en las diferentes muestras obtenidas por
cromatografia.

4.3.1.8.- Determinacién de Proteinas

La concentracion de proteinas presentes en el ovario y hemolinfa se determiné
mediante de la técnica descrita por Bradford (1978). Las muestras se leyeron a 595 nm
en un espectrafotometro (SPECTRONIC GENESIS 2). Se utilizo BSA coma proteina
de referencia a partir de una salucién de 1 mg/ml.

4.3.1.9.- Concentracion de Proteina

Después de la cromatografia de intercambio idnico la fraccion fue desalada en
una columna PD-10 (SEPHADEX G-25. PHARMACIA) {(Mendoza, 1992). Finaimente,
la proteina fue concentrada por medio de ultrafiltracidon en una membrana de celulosa
(unidad de centrifugacion por filtracidn) de 10,000 NMWL a 4,000 rp.m. durante 30
min. (Figura 4.2).

4.3.2- Determinacion del Peso Maolecular

Para la delerminacion del peso molecular de la VTG y VTL, se realizd un
analisis de regresion considerando el parametro de elucion Kav, y el logaritmo del peso
molecular de las prateinas estandar '
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Deonde X: Antilogaritmo del peso molecular
Y. Kav
A: Intercepto

B: Coeficiente de regresidn

_Ve-Vo

Kav =
Vi-Vo

donde Vo: Volumen muerto
Ve: Volumen de elucion de la molécula

Vt: Volumen total de la ¢columna

Esta determinacion fue ajustada paor media de una regresién exponencial,
utiizando los radios de Stokes de las moléculas, considerando que estas deben ser
utilizados al tratarse de proteinas ne glabulares como ha sido reportado para la VTL y
VTG {(Mendaoza, 1992).

4.4.- RESULTADOS

4.4.1.- Caracterizacion y Purificacion de la VTG y VTL
4.4.1.1.- Ultracentrifugacidn
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La ultracentrifugacion de 7 ml. de extracto de ovario (Eov) permitié la obtencién
de 5 fases (Figura 4.3). Unicamente la fase EOv5 present6 una coloracion anaranjada.
Considerando la naturaleza caroteno-proteica de la VTL, se realizé un barrido en el
espectrofotometro a longitudes de onda de 300 a 700 nm, obteniéndose un pico de
absorbancia de 466nm para esta ultima fraccion (Figura 4.4).

EOvi

EOv2
EOv3

EOv4

Al
4

EOvS

Figura 4.3.- Representacion de las fases obtenidas de la utracentrifugacion
(120,000 g X 24h) de extracto ovario maduro.
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Figura 4.4.- Barrido longitudes de onda de 300-700 nm de la fase EOvS,
observandose un pico a una absorbancia de 466nm.

Se determind la concentracion de proteina de las fases resultantes a partir de la
ultracentrifugacion, obteniéndose la mayor concentracion (0.301 mg/ml) en la fase

EOQvS (Figura 4.5).
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Figura 4.5.- Concentracién de proteina en las fases de la centrifugacién de ovario

maduro.

4.4.1.2- Filtracién en gel

En la Figura 4.6, se muestra el cromatograma de extractos de ovario no
centrifugado (EOvNc) filtrado, en la que se pueden apreciar dos picos principales de
proteinas detectados a 280 nm. El primer pico proteico comprendido entre las
fracciones 25 a 36 presenté valores similares a los registrados a 466 nm, indicando
que la proteina obtenida estaba asociada a carotenoides.

Por ofra parte, se comprobé la naturaleza lipoproteica de las fracciones 26 a 33
mediante la técnica de Negro Sudan B (Figura 4.6).

Al mismo tiempo, se pudo observar que los espectros de elucion de la fraccion
proteica del EOvVS5 y de la hemolinfa de hembra madura, coincidian, sin embargo la
fraccion proteica correspondiente al EOvS presenté una menor concentracién (Figura
4.7).
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Figura 4.6.- Fracciones proteicas del extracto de ovario maduro a 280nm (azul)
después de filtracion en Sephacryl 300, absorbancia a 466nm (rojo) y reaccion

positiva de las fracciones con Negro Sudan (»).

Un aspecto interesante es que estas fracciones proteicas no se gncontraron en
los extractos de ovario de hembras imptberes (Eoimp.} ni en los extractos de testiculo
(Etest.) (Figura 4.8), indicando que esta molécula Gnicamente se presenta en los
ovarios y la hemolinfa de hembras maduras,
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Figura 4.7.- Comparacion de las fracciones del extracto de ovarlo maduro (azul),
hemolinfa de hembra madura (rojo) y fase EOv5 (verde) en Sephacryl 300 a 280
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Figura 4.8.- Fracciones de extractos de ovario maduro (azul), ovario impuber

{rojo) y extracta de testiculo (verde) en Sephacryl 300,
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4.4.1.3.- intercambio de fones

El pool de las fracciones de ovario maduro con caracteristicas
lipacarotenoproteicas (EQvS) fue sometido a cromatografia de filtracion de intercambia
de iones utilizando un gradiente de KCl de 0-50% (Figura 4.9) lo que permitio obtener
un pico simétrico a nivel de las fracciones 24-32, indicando que se trataba de la

proteina mayoritaria.

100
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Fracciones

Figura 4.9.- Fracciones de pool de ovario maduro (EOv5) después de someterios
a cromatografia de intercambio iOnico (DEAE-Sephacel) (/). Gradiente lineal de
1M en buffer TRIS-HCL a un flujo de 1 mifmin.

171



4.4.2- Determinacion dei Peso Molecular

En base a la calibracion de la calumna y mediante el analisis de regresion lineal

entre el factor de elucidon Kav y logaritmo de peso molecular, se logrd determinar un
peso molecular de 562,431 daltons para la VTL y de 594,259 daltons para la VTG

(Figura 4.10)

Los datos necesarios para el calculo del Kav de las proteinas se encuentran
detallados en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4.- Valares utilizados en el analisis de regresion lineal.

MW Log. MW | Ve Ve-Vo Kav

Tiro globulina 669,000 |5.825 94.5 18.5 0.1076
Apoferritina 443,000 |[5.646 109 33 0.1918
R-Amilasa 200,000 | 5.301 122 46 0.2575
OH- 150,000 | 5.176 132.5 56.5 0.3286
Deshidrogenasa

Albumina 66,000 4819 162 76 0.4421
Anhidrasa 29,000 4.462 170 94 0.5468
Carbdnica

VTL 562,431 |6.765 100 24 0.1396
VTG 594,259 | 5.773 99 23 0.1340

*Vo=76 Vt=247.9 Vt-Va=1719
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ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR
Kav = 1.9649+(-0.3171)1og F.M)

.6 T "ORKEACAREWRS

4 4.5 Log MW 5 55 6 {

L

Figura 4.10.-. Estimacidn del logaritmo del peso molecular de proteinas, mediante
el analisis de regresion lineal del Kav y LogMW,

Sin embargo, como ya se habia mencionado, al no ser estas moléculas
proteinas globulares fue necesario recurtir a un analisis de regresidn lineal en el cual
se consideran los radios de stokes calcutando los valores de 75.2 A° y de 76.6 A para
la VTL y VTG respectivamente ( Figura 4.11 ). Los radios de stokes de las moléculas
de referencia del mismo kit de peso molecular fueron proporcionados por el servicio de
asislencia técnica de SIGMA .
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ESTIMACION DE LOS RADIOS DE STQKES
Y Log = 03515 + 9.0076 RADAOS STOKES
1.1
11
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Figura 4.11.- Determinacion de los radios de stokes de la VTL y VTG.

Tomando en cuenta a los radios de stokes se realizé una nueva estimacion del
peso de la VTL y VTG, para lo cual se utilizo la regresion exponencial que se presenta

en la Figura 4.12. De esta ferma, se obtuvieron los pesos moleculares de 512.6 kDa
para la VTL y de 521.8 kDa para la VTG.
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DETERMINACION DE PESO MOLECULAR
y = 26 .976"exp( 0.002x) +eps
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Figura 4.12.- Determinacion de peso molecular de la VIL y VTG mediante los
radios de stokes.
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4.5.-DISCUSION

4.5.1.- Purificacidén de la VTG y VTL

Hasta el momento, se han utilizade diversos procedimientos para purificar la
VTG y la VTL de diferentes organismos acuaticos, destacandao aquellos que implican
una etapa de separacion inicial basada en la precipitacion de estas moléculas por
medio del empleo de diversas sales (Wiley et al., 1978; De Viaming et al, 1980;
Norberg y Haux, 1988; Mendoza, 1987). Siendo el (NH, ): SO. y el MgCl; los mas
comunes para precipitar las proteinas, debido a su gran solubilidad en agua, lo que
permite alcanzar fuerzas idnicas muy elevadas. Estos procedimientos son importantes
para la separacién de mezclas de proteinas, ya que las diferentes proteinas varian en
su respuesta frente a la concentracidon de sales neutras. La ventaja de este
procedimiento es que las proteinas precipitadas par salado (“salting out”) retienen su
conformacion nativa y pueden disolverse de nuevo, normalmente sin experimentar
desnaturalizacidn (Lehninger, 1979).

No obstante, este tipo métodos aplicados a nuestro material no dieron
resultados satisfactorios por lo que fue necesario recurrir a una adaptacion del
protocolo.

Unas de las principales modificaciones consistid en intercalar una etapa de
separacion inicial, con el fin de aumentar la eficacia del procedimiento. De esta
manera, se recurrid a la separacion por ultracentrifugacion como primera etapa. Esta
técnica reveld ser mejor que las utilizadas en experimentos clasicos, tales como las
precipitaciones por EDTA-MgCl 0 por (NH,):804. La primera ha sido habitualmente
utilizada para purificar la VTG de vertebrados, incluyendo peces, asl como de algunos
crustaceos (Wiley ef al, 1978, De Viaming ef al, 1980; Norberg y Haux, 1988,
Mendoza, 1987). Mientras que la segunda en un procedimiento comun para separar y
concentrar practicamente cualquier proteina en solucién (Jason y Rydén, 1989).

Existen al menos dos hipdtesis para explicar que el fendmeno de
desnaturalizacion reversible en presencia de EDTA-MgClz, no haya dado resultados
satisfactorios con nuestro material

i76



a) Parecerla que, las cargas en la superficie de la proteina, que estan
implicadas en la precipitacion, estan ligadas a la presencia de los grupos fosfatos, y en
el caso de la VTG de los crustaceos existe una minima cantidad de grupos fosfatos
debido a la baja cantidad de serina presente en la molécula (Quinitio et al., 1990),
contrariamente a la abundante presencia de estos grupos en la VTG de peces
{Campbell y Idler, 1980; Nath y Sundararaj, 1981; Norberg y Haux, 1988).

b) Ademas, este tipo de precipitacion suele ser particularmente eficaz cuando se
presentan concentraciones elevadas de la VIG como en el caso de salmdnidos,
contrariamente a |o que sucede en el caso del goldfish (Norberg y Haux, 1988). En este
senlido cabe sefalar que, las concentraciones de VTG registrada en diferentes
crustaceos san relativamente bajas (Derelle et al., 1986; Mendoza y Fauvel, 1989;
Quackenbusch, 1989a).

Con respecto a la precipitacion por el sulfato de amonio, a pesar de ser de
amplia utihzacion y presentar la ventaja de paoder conservar intacta la molécula de
VTG, esta técnica, no se retuvo en nuestro caso debido a problemas de
resolubilizacién encontrados.

Las otras modificaciones aportadas a la purificacion fueron la utilizacion de una
columna por filtracidon en gel de gran tamano (2.6 x 51 cm) para obtener una mejor
separacion, y la adaptacion de ciertas condiciones sefialadas por Wiley et &/ (1979}
para la etapa de intercambio idnico, ya que los resultados obtenidos con otros buffers
(etanclamina, pH 9) y con el uso de oiras sales (NaCl) ofrecieron resultados pocos
resolutivos con nuestro material.

Hasta el momento, diversos autores han purificado la VIL y la VTG de
crustdceos por una combinacion de cromatografia de exclusion molecular y de
ntercambio de iones (Saiag et al.,, 1979, Tom &i al., 1987 a; Andrieux y Freshville,
1992). La cromatografia se ha seleccionado ya que ofrece la ventaja de disponer de la
molécula en fase liquida, lo que permite cantinuar con su ulterior purificacion por medio
de diferentes técnicas (cromatografia de afinidad, cromatoenfoque, electroforesis, etc.).
Entre los medios de filtracion en gel que han producido mejores resultados para la al.,
1990; Tom et al, 1992; Chang et al., 1993 a y b; Chang et af, 1996, Pateraki y
purificacion de VTG y la VTL en crustaceos se encuentra la Shepharosa CL (Quinitio et
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Stratakis, 1997). Sin embargo, el Sephacryl, un medio que presenta caracteristicas
simifares a la Shepharosa, presenta una mejor estabiidad quimica a diferentes
amartiguadores en un mayar rango de pH (Pharmacia Biotech, 1999) y soporta una
presion mas elevada, lo cual permite procesar una mayor cantidad de muestras enh un
menor tiempo. Este medio también ha sido utilizado exitosamente en la purificacion de
la VTG y VTL de Penaeus vannamei (Mendoza, 1992), por la cual se decidia utilizarlo
para la purificacion de la VTG y VTL del acocil rojo.

Es pertinente notar que el perfil de elucidn de las proteinas después de su paso
por cromatografia de intercambio de iones muestra que [a etapa de la filtracién en gel
no resultaba suficiente en si, ya que otras proteinas hemolinfaticas con un peso
molecular equivalente eran eluidas al mismo tiempa que la VT'G. Sin embargo, la carga
de 18 VTG a pH 8 permitid separarla. Este protocolo de purificacién permitio la
gbtencion de una fraccidn de VTG a partir de la hemolinfa, y de VIL a partir del ovaric,
cuya pureza y las principales propiedades pudieron ser estudiadas. La pureza de la
VTG y VTL aisladas en el transcurso de este trabajo pudo ser demostrada en base a la
abtencion de un solo pico simétrico obtenido al finalizar el segundo paso a través de (a
columna de intercambio de iones. Después de estas diferentes etapas, la pureza de la
VTG y la VTL resultdé satisfactoria sobre todo después de las diferentes pruebas de
caracterizacion a las que fueron sometidas.

4.5.2.- Caracterizacion

Una parte esencial del estudio radico en la caracterizacidon de estas moléculas.

4.5.2.1.- Evaluacién del peso molecular

Las proteinas purificadas se caracterizaron primeramente por su peso
molecular. Al evaluar los factores de elucion (Kav) de las fracciones consideradas
came VTG y VTL, se encontré que estas presentaban un peso maolecular de 584 kDa y
962 kDa respectivamente, los cuales se ajustaron mediante los radios de Stokes de
estas moléculas, proporcionando una estimacion de la masa molecular real para
proteinas no globulares de: 521.8 kDa para la VTG y 512.6 kDa para la VTL. Como se
menciond anteriormente, estos elevados pesos moleculares son consecuencia de la
asociacion de las proteinas con lipidos, glucidos y grupo prostéticos carotenocides
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originados durante la vitelogénesis (Meusy, 1980). Es interesante notar que estos
valores resultan cercancs al de 500 kDa determinados en el caso de la lipovitelina de
Procambarus sp., estimados mediante ultracentrifugacion en gradiente, reportado por
Fyffe y O'Connar (1974). Y ademas concuerdan con el rango de valores de aquellas
moléculas reportadas para otras especies de crustaceos decapodos, los cuales fueron
determinadas mediante electroforesis en poliacrilamida y en agarosa. A este respecto,
Lee et al., (1897) reponaron valores de 700 kDa para la VTG en Macrobrachium
rosenbergii;, Tsumura y Nakagawa, 1989), reportaron un peso molecular de 800 kDa
para la VTL y 860 kDa para la VTG de Palaesmon paucidens, Chang y Jeng, {1995)
repartaron un valor de 276 kDa para la VTG de Penaeus chinensis. Mientras que olros
autores han reportado pesgs moleculares mas elevados, Chang et al, (1996)
reportaron dos moleculas de VTL para la misma especie con peso molecular de 380
kDa y 900 kDa, Paleraki y Stratakis, (1997) encontraron un valor de §51 kDa y 510 kDa
para la VTG y VTL de Potamon potamon respectivamente; Quinitio et al., {1990)
reportaron 540 kDa para la VTL de Penaeus monodon y Chang et al., (1993 a)
reportargn para la misma especie un peso molecular de 492 kDa para la VTL;
Mendoza, (1992) reporta un peso molecular de 575 kDa y 27 kDa para la VTG y VTL
de Penaeus vannamei respectivamente; Quinitio ef al, (1989) reportaron un peso
mclecular de 560 kDa para la VTL de Pandalus kessilen.

Cabe agregar que la naturaleza estructural de la VTG y (a VTL observada en el
curso de la purificacion y los valores de los pesos moleculares registrados, €s comun
para la mayor parte de los artropodos. De este modo, ha sido sefialado que la VTL y
VTG en lepidopteros y ortdpteros tienen un peso molecular comprendido entre los 500
y 600 kDa (Wyal y Pan, 1974; Yamashita y Indirasith, 1888). De esta misma manera,
los peces la vitelogénina pfasmatica (VTG) la cual ha sido quimicamente definida como
una lipoglicofosfocarotenoproteina (Campbell y Idler, 1990; Ho, 1987; Hori et af., 1979,
Nufiez ef al, 1996) similar a las de otros vertebrados (Mommsen y Walsh, 1988),
presenta un rango de pesos maleculares que van de los 326 kDa a los 550 kDa
{Campbell y |dler, 1980; Nath y Sundararaj, 1981; Norberg y Haux, 1988). Esto parece
indicar que la naturaleza de la molécula esta atamente conservada, aun en los
vertebrados oviparos.
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Cabe senalar que, la técnica de estimacidn de la masa molecular por
cromatagrafia nos ha parecido mas apropiada, aun con las correcciones adaptadas
para las proteinas no globulares, que el método alternativo de SDS-PAGE. En efecto,
las estimaciones obtenidas par el tratamiento en SOS, conducen a una sobrestimacion
artificial de peso malecular, dado que el SDS solo se une a la parte proteica de (as
glicoproteinas por lo que no actuan sobre los eventuales residuos glicosidicos, este
resulta en una disminucién de la movilidad de las glicoproteinas por lo cual parecen
tener una masa molecular aparentemente mdas grande (Mileret, 1985). Par otra parte,
el gran numero de sub-unidades reportado para estas moléculas en diferentes
especies bajo condiciones desnaturalizantes es aln objeto de controversia. Asi, en &l
caso particular de {a VTG y VTL, dificilmente podiamos establecer un criterio de pureza
par SDS-PAGE, pues el numero de sub-unidades es con frecuencia elevado -2-11- (Lui
y QConnor, 1977, Meusy y Junera, 1979; Zagalasky, 1985, Eastman-Reks vy
Fingerman, 1985; Tom ef al, 1987 &; Quinitioc et al, 1989). Adicionalmente, la
constatacion del gradao de pureza por esta técnica no parece satisfactoria puesto que
las proteinas san separadas en funcion de una combinacion de su carga y de su peso
molecular, sin embargo, la suma de estas propiedades ng proporciona una medida
absoluta, considerando que una zona electroforetica puede cubrir proteinas con la
misma movilidad, pero con un peso molecular y cargas diferentes, y por consecuencia
pueden presentar propiedades inmunclégicas diferentes (Engelman, 1979; Clausen,
1988).

Un aspecto notable observado durante esta investigaciaon es que al igual que los
resultados cbtenides en el presente estudio, los resultados de otras investigaciones
indican que la VTG, presenta una masa molecular mas elevada en comparacion con la
VTL, (Junera et al, 1977; Picaud, 1978; Tsumura y Nakagawa, 1989; Mendoza et al.,
1993). La diferencia encontrada en los pesos moleculares de ambas moléculas no es
atribuible a una posible desnaturalizacion de estas en el transcursc de su purificacion,
considerando que ambas fueron purificadas por el mismo procedimiento y tomando la
precaucion de trabajar siempre a bajas temperaturas y en presencia de inhibidores
enzimaticos (PMSF) para evitar cualquier tipo de degradacion. Esta ligera diferencia de
pesa molecular indicaria que la VTG es efectivamente el precursor de la VTL, siendo
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sintetizada extraovaricamenie y posteriormente transportada hacia el avario a través de
la hemalinfa (Suzuki, 1987; Tsumura y Nakagawa, 1989). Y una vez en el ovario seria
procesada enzimaticamente, como en el cas¢ de otras organismos, o cual explicaria la
menor masa molecular de la VTL después de ser internalizada (Campbell y Idler, 1980;
Nath y Sundararaja, 1981; Norbergh y Haux, 1988, Mendoza ef al., 1993). En efecto
durante mucho tiempo se considerd que la transformacion de la VTG a VTL era un
fendmeno exclusivo de veriebrados, sin embargo un fenémeno similar a sido seftalado
en el caso de algunos insectos (Chino ef al., 1977, Chinzei et al., 1981), anélidos
(Porchet et al., 1989) y varios autores o han sefialado en los crustaceos (Suzuki ef al.,
1988, Tsumura y Nakagawa, 1989; Meusy y Junera, 1979).

Este aspecto ha sido reportado en otres estudios en los cuales dentro de un
sistema competitivo para llevar acabo el desplazamiento de la vitelogenina, se ha
requerido una cantidad mayoritaria de vitelina, lo que deja visualizar la eventualidad de
un reconacimiento parcial de esta proteina por el anticuerpo anti-VIG. Las des
moléculas tendrian entonces conformaciones similares pero el anticuerpo estaria mas
adaptado a la vitelogenina La energia de enlace implicada en el complejo anticuerpo-
VTG seria entonces superiar a la del complejo anticuerpa-VTL, de aqui un numera
mayor de moléculas VTL seria necesario para desplazar el enlace VTG-anticuerpo
(Boltan y Hunter, 1986). Otras casas similares han sido registrados en los peces, asi
par ejemplo Campbell y Idler, (1980) al utiizar un anticuerpo anti-VTL, en un RIA
necesitaron emplear una cantidad menos importante de VTG plasmatica para
desplazar la VTL. En este sentido, también Mendoza et &/, (;f993) encontraron que se
requeria una cantidad mayor de VTL, para el desplazamiento de la VTG al utilizar un
ELISA competitivo.

En los crustaceos, varios inmunoensayos han sido realizados utilizando
estandares preparados a partir de extractos de ovarios, mientras que la molécula que
se pretendia cuantificar era de ongen hemolinfatico. Es evidente la probabilidad de que
las constantes de asociacion (0 de disociacidn) de los dos complejos serian diferentes
y relativamente elevadas en este caso. Esto viene a confirmar l@ importancia de
trabajar en un sistema homdélogo, en el cual, el mismo antigeno sea utilizado para
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generar los anticuerpos ademads de su utilizacién como estandar y como competidor
(Nicoll, 1975; Maitre et al., 1985).

4.5.2.2.- Caracterizacion de la VTG y la VTL por sus grupos prostéticos

En una segunda etapa las moléculas de la VTG y la VTL se caracterizaron por
su naturaleza compleja de glicolipocarotenoproteinas, lo cual nos permitié
identificarlas coma las proteinas buscadas en el presente estudia. En efecto, los
extractos de ovario de crustaceos separados mediante filtracién en gel generalmente
presentan dos fracciones proteicas mayoritarias (Mendoza, 1992; Chang ef al, 1993 a
y b; Pateraki y Stratakis, 1997), presentandose en el caso de P. clarkii un patrén similar
{Figura 4.8). Una caracteristica de la lipovitelina ovarica es la presencia de una fraccién
de naturaleza carcgtenoica, la cual properciona una coloracion caracteristica para cada
especie, siendo en Homarus sp. de color verde (ovoverdina), en Callinectus sapidus
amarilla (crustoguina), en Pagurus hemhardus morado (crustaxanina) y en Penaeus
moanodon de colar verde oscurg (ovoverdina) (Quinitio ef al., 1990; Zagalazky st al,,
1980). Esta coloracion permite que estas moléculas puedan ser detectadas mediante
epectrofotometria, dentro de rangos de longitud de onda cercanos a 470 nm siendo
estos los que proporcionan la mayor abserbancia (Fyffe y O’Connor, 1974; Zagalaski ef
al, 1990, Chang et al., 1993a y b; Chang et al., 1996, Pateraski y Stratakis, 1997). En
el caso de los extractos de ovaric maduro del acocil rojo, estos presentaban una
coloracion naranja caracteristica atribuible a la zeaxantina. Esta molécula que se
acumula en el transcurso de la maduracion gonadal es el producto de la oxidacion de
la zeaxantina monoester de arigen hepatopancreatico que seria vehiculada por las
lipoproteinas en la hemolinfa (Vincent ef al, 1988). Por medio de un barrido en el
espectrofotdmetro se logré determinar que ia mayor absorbancia se presentaba a una
lengitud de onda de 466 nm (Figura 4.4), Considerando este valor, fue posible
identificar y separar solo aquellas fracciones proteicas (Figura 4.3), obtenidas despues
de la etapa preliminar de ultracentrifugacion. Este mismo criterio fue utilizadQ para
separar una fase que presentaba una coloraciéon anaranjada por medio de filtracién en
gel correspondiente a una sola fraccidn proteica cen un volumen de elucion similar, y

can una absorbancia a 486 nm (Figura 4.6).
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Por otra parte, el compleja molecular que constituye tanto a la vitelogenina camo
la lipovitelina implica 1a presencia de grupos prostéticos lipidicos. Esta es una de las
caracteristicas principales de estas moléculas ya que son las responsables del
transporte de diversas clases de lipidos y su translocacién al sistema circulatorio en los
animales (Hunerland y Bowers, 1989). La fraccidn lipidica llegan a representar del 9 %
en Pontamon pontamios hasta un 35 % en Procambarus sp. (Fyffe y Q°Cconor, 1974,
Pateraki y Stratakis, 1997). Considerando esta caracteristica y aprovechando la
afinidad del Negro Sudan B por los lipidos, esta fraccion lipidica pudo ser detectada
faciimente, en la fraccion proteica obtenida de la filtracion en gel, asi como en |a fase
con coloracidn anaranjada de |a ultracentrifugacién (Fig. 15).

De esta forma, al observar que en el cromatograma de la fase anaranjada
(EOvE) de ultracentnfugacion se presentd un solo pico proteico similar a la fraccian del
extracto de ovario maduro con caracteristicas lipidicas y de carolenoide (Figura 4.7), se

consideré que estas fracciones cerrespondian a la molécula de la vitelina ovarica.

Par otra parte, al tomar en cuenta que la VTL y VTG son moléculas no solo muy
similares, sino inmunolbégicamente indistinguibles, se asumid, a raiz de lo anterior, que
la presencia de una fraccion con caracteristicas similares a las de la VTL en el

cromatograma de hemolinfa de hembras maduras, correspondia a la VTG (Figura 4.7).

4.5.2.3.- Caracterizacion por el rol fisiologico de fas maléculas

Finalmente, en una tercera etapa como una constatacidon adicional, al analizar
de manera comparativa los cromatogramas de hemalinfa de machos y de avarics de
hembras impuberes se cbservd la ausencia de 1a fraccion lipocarotenoproteica referida
anteriormente {Figura 4.8), confirmando de esta forma que esta fraccion se presentaba
exclusivamente en hembras maduras. Por lo cual, es posible considerar que esta
fraccion corresponde a la molécula de la vitelogenina plasmatica. Ya que tanto la VTG
como la VTL, son moléculas caracteristicas solo de las hembras y (nicamente se
presentan en el estado reproductivo, marcando asi el inicio de la pubertad.

Otro aspecto que viene a aportar cierta validacion a la presente investigacion es

el hecho de que tanto la presencia como la abundancia de las moléculas de vitelina y
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vitelogenina estén relacionadas con el ciclo de muda, siendo observadas
principalmente en el estado de intermuda, al igual que en Rynchocinetes typus (Muioz
el al., 1990) Paratelphus hydromonous (Adiyodi, 1985) y en O. Gammarella (Meusy,
1980).

La ausencia de estados de maduracidn avanzados durante la pre-muda y la
baja frecuencia observada durante la post-muda nos conducen a considerar la
existencia de un posible antagonismo entre estos dos fendmencs. De acuerdo a
AQUACOP, (1977) y Adiyodi, (1985) dicho antagonismo estaria causado por la
desincronizacion de las hormonas responsables de la muda y de la maduracion; entre
las maduraciones que se producirian aleatoriamente, sole aquellas que iniciaran en un
estado de muda favorable llegarian a su termino, a condicién de que las reservas del
hepatopéncreas fueran suficientes. Esto viene a explicar los fendmenos de reabsorcidn
del ovaric en aquellos egjemplares en estado de post-muda al sucitarse de forma
inminente el fenémeno de ecdisis. La racional de este argumento ha sido basada en el
desbalance energético producido por dos procesos cuya demanda energética es muy
alta: crecimiento somatica y reproduccion.

La interaccion de ks procesos de muda y maduracion estaria también ilustrada
por una duracién mas extendida del periodo de intermuda en el caso de l1as hembras
como lo senala Bizot-Espiard, (1980).

El protocolo de purificacion adaptado y el hecho de disponer la vitelogenina
nativa para la produccion de anticuerpos, son factores que sin duda alguna contribuira
a su especificidad. Contrariamente a otros estudios en donde los anticuerpos han sido
generados a partir de extractos de ovario (Derelle et a/., 1986), o bien a partir de sub-
unidades de vitelina (Quackenbushk, 1989).

A este respecto, ha sido demaostrado, por una parte, que la desnaturalizacion de
los antigenos disminuye la inmunogenicidad con respecto a las formas nativas, como
consecuencia de una falta de anticuerpos contra los epitopes conformacionales y de
una pérdida posible de determinantes (Tijssen, 1985). De hecho, existe una relacién
entre la complejidad estructural y la aptitud para inducir una inmunologia (Maurer y
Callahan, 1980).
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Por otra parte, ha sido constatado en el caso de los peces que los
itmunoensayos des'.arrollados para medir fragmentos proteoliticos pueden dar
rendimientos sabre-estimados o falsas determinaciones (Copeland y Thomas, 1988).
La causa de esta sobre-estimacion setia que al ser necesario un solo epitope del
antigeno para ser reconocido por el anticuerpo, las fracciones o metabolitos del
antigeno portadores del epitope, pudieron ser reconocidas como la molécula entera
(Barbier, 19889).

4.5.2.4.- Corolario

La aportacion principal de este estudic es la disponibilidad de moleculas puras
lanto de origen plasmatico como ovarico, que seran utilizadas para generar anticuerpos
y establecer su cuantificacion, |0 cual es de gran importancia ya que la calidad de
cualguier inmuncensayo reposa sobre |a pureza del antigeno (Oellerich, 1980; Kurstak,
1985), esta es un parametro capital en las etapas claves de la cuantificacidon.
Primeramente, en el momento de la inmunizacion, |a pureza del antigeno es primaordial
para evitar los riesgos de una respuesta inmunitaria hacia otras proteinas
cantaminantes (Tijssen, 1985) En segundo t€mmino, en ei momento de la calibracién
los estandares y competidores deben corresponder estrechamente a los antigenos que
se pretenden dosificar. Finalmente, en €l caso de los inmunoensayos en fase sélida, la
fiacion de los antigenos a la superficie (e.g. pozos de placas ELISA) puede verse
impedida por moleculas contaminantes que entren en campetencia con el antigena por
los sitios de fijacion disponibles, enmascarando ocasionalmente los. determinantes
antigénicos (Voller y Bidwell, 1986).

La utilidad practica del inmunoensayo que se pretende desarrollar con estas
moléculas radica en una evaluacién precisa y sensible de fos estadios de maduracién
de Frocambarus clarkii sin llegar a sacrificar el animal y ofrece ademas la ventaja
adicional de ser de gran utilidad durante el sexado precoz de los individuos en los
nuevos sistemas de praduccidn de larvas basados en la constitucion de un lote de

repraductores generados a parir de organismos juveniles.
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4.6.- CONCLUSION

El protocolo ulilizado para la purificacion de la VTL ovarica y la VTG

hemolinfatica resulto apropiado ya que se logro obtener un solo pico proteico, en
ambos casos.

Las proteinas oblenidas presentan caracteristicas bioquimicas correspondientes
ala de olras VTG y VTL reportadas.

Estas proteinas son especificas de hembras en estado reproductivo, con lo que
se confirma que se trata de las proteinas que se pretendian aislar y purificar.
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APENDICE 1

Procedimiento para la técnica de Hematoxilina de Harris y Eosina:

1. - Xilo) | y Xilol Il, 5 minutos en cada uno
2. - Alcohol etilico absoluto, 3 minutos

3. - Alcohofl etilico al 96 %, 3 minutos

4. - Aicohol etilico 80 %, 3 minutos

S. - Lavado en agua destilada

B. - Tincion en Hematoxilina de Harris durante 1 a 2 minutos
7. - Lavado en agua destilada nuevamente

8.- 10 a 11 inmersiones en agua acida

8. - Lavado en agua destilada

10. - 10 inmersiones en agua amoniacal

11. - Lavado en agua destilada

12. - Colorear con Egsina de 1 a 2 min.

13. - Alcahof elilica de 80, 96 y absalute, con & inmersiones rapidas en cada uno.

14. - Xilal { y Xilol H, § min. en cada uno.

15. -Montaje en resina.
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APENDICE 2

Procedimiento para la técnica de Acido Periodico-Reaccion de Schiff

1. - Desparafinizacion de los tejidos en Xilol durante 15 minutos. Bafios en alcohol
etilico de 100 a 70 % por espacio de 4, 3, 2 1/2 y 2 minutos respectivamente.

2. - Acido periédico (férmula alcohdlica) durante 2 1/2 horas.

3. - Lavado con alcohal al 90% durante 5 minutos.

4. - Hidratacién en agua rapidamente.

5. - Reactiva de Schiff durante 10 minutos.

6. - Soluciones de sulfito, realizando 3 cambios de 1 % a 2 minutos en cada uno.

7. - Lavado en agua corriente durante $ minutos.

8. - Deshidratacion en alcohol etilico al 95% % minuto y 2 cambics en alcohol
etilico absoluto de 1 a 2 minutos cada uno.

9. - Aclarar en xileno (2 cambias).

10. - Montaje con Balsamo de Canada.
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APENDICE 3

Procedimiento para la técnica de Black Sudan B

1. - Fijacion del tejida en farmalina al 10%, realizando 3 cambios cada 24 horas.
Caonservacian en butanol para incluir postenarmente en parafina.
2. - Obtencidn de cortes por duplicado, |0s cuales se hidrataron en alcohol etilico
de 96 a 70% y agua durante 20 minutos en cada une,
3. - Dicromato de potasio de 60 a 90 minutos.
4. - Agua de la llave durante 10 minutos.
§. - Deshidratacion en alcoholes de 20, 40, €0 y 70%, 30 minutos en cada une.
€. - Black Sudan B por un periodo de 16 horas.
7. - Lavado en alcohal etilica al 70% (rapidamente).
8. - Rojo neutro durante un minuto.
9.-a) Lavar una laminilla en agua corriente de 5-10 minutos.
b) Incluir la segunda laminilla en acetona durante 8 horas.
1Q. - Introducir rapidamente la primera laminilla en agua destilada y montar en
gelatina-glicerina.
11. - Retirar la segunda laminilia de la acetona, lavar rapidamente en agua
destilada y montar en gelatina-glicerina; comparar con la primera laminilla.
12. - Remover la gelatina-glicerina de fa segunda taminitia y repetir los pasos

del 5 al 10, omitiendo el paso 8.
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