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ABSTRACT

Cuban experience in shrimp farming as an in-
dustry started in 1987 with the white shrimp
Litopenaeus schmitti, an autochthonous spe-
cie whose seed production reached 2338 t in
2000. For making possible the program of
shrimp farming in Cuba, it was required to
carry out basic and applied studies that would
allowed commercial scale cultivation. This ar-
ticle proposes a compilation of the main results
obtained during more than twenty years of re-
search in this matter. Among the first achie-
vements were the induction of maturation,
reproduction and spawning in captivity con-
ditions and then the closure of the production
cycle. Collaterally, taking wild populations as
a standard, studies of biochemical variations
associated with the ovarian maturation of the
females were performed, yielding useful infor-
mation to select diets, both fresh and pelleted.
Results of immediate application were corre-
lated with the search of quality indicators in
the breeders associated with the sperm quan-
tity and quality, the biochemical composition
of the tissues and effectors of the innate im-
mune response. The morphological characte-
rization of the eyestalk and the localization
of the neurosecretory complex Organ X-Sinus
gland made it possible to perform studies of
its hormonal neuropeptides associated to the
endocrine control of reproduction in decapod
crustaceans. The set of results displayed in
this review contributed to reaching an origi-
nal technology to achieve the reproduction of
L. schmitti in a closed cycle in Cuba and es-
tablished the foundations for starting in 2003
to adapt and implement this technology in L.
vannamei.

KEY WORDS: white shrimp, broodstock, matu-
ration, reproduction, neurohormones, Litope-
naeus schmitti.

INTRODUCCION

El camarén blanco Litopenaeus schmit-
i, es un recurso pesquero exportable de
gran importancia en Cuba por lo que las
notables disminuciones de sus captu-
ras comerciales en las ultimas décadas
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llevaron a buscar soluciones alternativas
mediante el desarrollo de la industria de
la camaronicultura.

Estudios diversos a escala de laborato-
rio relacionados con la reproduccién de ca-
marones peneidos nativos de importancia
comercial tuvieron sus inicios en 1983 en
el Centro de Investigaciones Marinas de la
Universidad de La Habana (CIM-UH). En
1986 se cre6 un Programa Nacional para
el Cultivo de Camarones por la Academia
de Ciencias de Cuba (ACC) que reuni6 a es-
pecialistas de instituciones diversas entre
las cuales se encontraba el CIM-UH para
obtener e implementar a corto plazo la tec-
nologia de cultivo del camaron L. schmiti.
La tematica de la reproduccién en espe-
cial fue liderada por el CIM-UH contando
con la valiosa colaboraciéon del Centro de
Investigaciones Pesqueras (CIP) y la enton-
ces Empresa Nacional de Camaronicultura
(ENC).

Se comenzaron investigaciones a esca-
la piloto en un centro de la ENC de Santa
Cruz del Sur, Camagitiey, donde se obtuvie-
ron los primeros resultados relacionados
con la obtencién de desoves y la induccion
de la maduracién gonadal. En un inicio
los desoves se obtenian a partir de hem-
bras gravidas colectadas en el medio natu-
ral mediante arrastres de quince minutos
en barcos arrastreros comerciales. Uno de
los primeros problemas presentados en la
obtencién de larvas fue la escasez de hem-
bras silvestres gravidas copuladas, por lo
que luego de realizar ensayos de fecunda-
cion artificial se obtuvo un método original
para la especie en cuestion, que resulto ser
una solucion efectiva para la obtencion de
desoves viables en una primera etapa.

Una independencia parcial del medio
natural se obtuvo al obtener e introducir
la técnica de induccion a la maduracion
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ovarica, la obtencién de la coépula natural y
el desove a escala comercial en el centro de
desove de Manzanillo, Granma en 1987 a
partir de reproductores silvestres.

La independencia total del medio natu-
ral se obtuvo al cerrar el ciclo de cultivo en
el ano 1990 y diversos estudios fueron en-
focados a evaluar la respuesta reproducti-
va de los progenitores producidos en ciclo
cerrado.

La induccién de la maduracién gonadal
en condiciones de cautiverio se hace posible
mediante la manipulacion hormonal, nu-
tricional y ambiental.

Entre los métodos mundialmente es-
tablecidos de manipulacion hormonal se
encuentra la ablacién unilateral de los pe-
dinculos oculares de los camarones. Con
la ablacién ocular se disminuyen los ni-
veles circulantes de la hormona inhi-
bidora de las gonadas, de modo que es
posible favorecer los mecanismos reproduc-
tivos (Quackenbush, 1986, Keller, 1992,
Huberman, 2000).

Un aspecto muy importante que se tiene
en cuenta es la manipulacién ambiental,
que simula las caracteristicas ambientales
de la temporada reproductiva de esta espe-
cie e incluye factores abidticos como la luz,
principalmente intensidad y fotoperiodo, la
temperatura, el pH, la salinidad, el oxigeno
disuelto y elementos nitrogenados. La ma-
nipulacion nutricional es otro aspecto a te-
ner en cuenta y que influye principalmente
en la calidad y cantidad de huevos desova-
dos, asi como en la calidad y sobrevida de
las larvas (Bray and Lawrence, 1992).

Colateralmente a las investigaciones de
caracter aplicado se realizaron variados es-
tudios basicos dirigidos a obtener informa-
cién sobre las variaciones bioquimicas de
los ovarios durante el proceso de la madu-
racion utilizando progenitores silvestres,
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informacién que resulté de utilidad para
seleccionar fuentes de alimento adecuadas,
asi como para elaborar dietas secas.

El estudio morfolégico de los pedinculos
oculares, permitio la localizaciéon del com-
plejo neurosecretor érgano x-glandula si-
nusal e iniciar estudios relacionados con
las neurohormonas implicadas en el con-
trol de la reproduccién, informacién util
para continuar con la optimizaciéon de los
resultados ya introducidos y generalizados.

En el presente trabajo se presenta una
revision de los resultados mas destacados
obtenidos en el tema de la maduracién y
reproduccién en condiciones de cautiverio
de L. schmitti, que contribuyeron a la ob-
tencion, introduccion y generalizacion de
dicha tecnologia en Cuba, asi como a su
posterior optimizacion.

Se demostrd que es posible incrementar
la potencialidad de los métodos de madu-
racion/reproduccion de L. schmitti median-
te el estudio de la biologia reproductiva de
las poblaciones silvestres y el conocimiento
del proceso de maduracion de las hembras
a nivel molecular y celular (Ramos, 1996).

El conjunto de resultados presentados
en esta revision contribuyo6 a que la indus-
tria de la camaronicultura cubana se hi-
ciera realidad, iniciandose en 1987 con la
produccion de 28 t y alcanzando en el ano
2000 la captura maxima de 2 338 t de una
de las dos especies autoctonas de gran inte-
rés comercial para Cuba, el camaroén blan-
co L. schmitti.

A partir de la experiencia adquirida en
los primeros anos de la camaronicultura en
Cuba, en el ano 2003 fue posible adecuar
rapidamente la tecnologia de L. schmitti, a
la reproduccion en ciclo cerrado de L. van-
namei, Gnica especie de camaron cultivada
en la actualidad en el pais y que en el ano
2017 llegb a una produccion de 5589,3 t.
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FECUNDACION Y VIABILIDAD DE
DESOVES DE HEMBRAS SILVESTRES.
La obtencién de desoves viables de acuerdo
a las necesidades de la produccion de post-
larvas de los centros de desove, fue una de
las tareas priorizadas en los primeros anos
de la camaronicultura en Cuba.

En sus inicios se dependia de la obten-
cién de desovadoras silvestres capturadas
gravidas y copuladas. Como todos los ca-
marones peneidos de télico abierto, L. sch-
mitti pierde facilmente el espermatdforo
durante la captura y el traslado de las de-
sovadoras al laboratorio, lo cual afectaba la
obtencién de larvas por el nimero insufi-
ciente de hembras copuladas y por lo tan-
to de nauplios. Se trabajé en la obtencién
de un método novedoso para la fecundacion
artificial de las hembras de L. schmitti no
copuladas que consiste en la colocacién de
la masa de esperma disecada de las dos am-
pulas terminales de machos maduros en la
region anterior de la placa coxal del tercer
par de pereidopodos. En 1986 a escala pilo-
to se obtuvieron desoves viables con dicho
método, con hembras de alrededor de 40 g
y porcentajes de eclosion maximos del 69 %
(Ramos, 1990). Dicho método, ain con una
viabilidad en los desoves menor que la de
las hembras copuladas naturalmente, re-
presentd una excelente alternativa para
aumentar la produccion de nauplios en la
etapa inicial y fue exitosamente aplicado a
escala comercial en el centro de desove de
Manzanillo Granma, durante su puesta en
marcha en el ano 1987.

MADURACION Y REPRODUCCION

EN LOS CENTROS DE DESOVE DE LA
CAMARONICULTURA

La induccién de la maduracién median-
te manipulacion hormonal utilizando la
ablaciéon unilateral del pedunculo ocular
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se obtuvo a escala de laboratorio para L.
schmitti en 1986 con un periodo de laten-
cia minimo para el desove de 3 a 4 dias
(Ramos y Primavera, 1986), teniendo co-
mo antecedentes similares resultados ob-
tenidos en la otra especie autoctona de
importancia comercial en Cuba, el camarén
rosado Farfantepenaeus notialis (Ramos y
Gonzalez, 1983).

Los primeros resultados de la reproduc-
cién en cautiverio de L. schmitti en Cuba
a escala comercial a partir de progenito-
res silvestres se reportaron por Ramos et
al. (1994). Estos autores obtuvieron madu-
racion gonadal y cépula natural en salas
de maduraciéon utilizando tanques circula-
res de 10 m? de superficie, con una altura
del agua de 35cm, colocando seis camaro-
nes por metro cuadrado con una relacion
de sexos 1:1. La temperatura se mantuvo
alrededor de los 28 °C, en salas cerradas,
sin embargo, al no existir equipamien-
to para su control podian ocurrir fluctua-
ciones en dependencia de las variaciones
ambientales. La iluminacién era artificial
con un fotoperiodo controlado de 14 horas
luz:10 horas de oscuridad y una intensi-
dad de luz maxima de 150 lux. La salini-
dad era de 35+1 ups. El recambio de agua
diario en los tanques de maduracién era
de 200 % diario con un sistema abierto de
agua de mar filtrada previamente por are-
na (20 pm). Como método de manipulacion
hormonal fue utilizada la ablacién ocular
unilateral de los pedinculos oculares, ob-
teniendo un periodo de latencia entre los
3 y 4 dias hasta la ocurrencia del desove
en las hembras ablacionadas, asi como en
aquellas no ablacionadas que eran coloca-
das en estadios tempranos de maduracién
ovarica (II-III).

Al no poder controlar la temperatura se
observd una tendencia a la existencia de
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dos picos reproductivos en la produccién de
nauplios, siendo el primero entre los meses
de febrero y julio con un maximo en ma-
yo y el segundo entre octubre y enero con
un maximo en noviembre, lo cual coinci-
de con los picos reproductivos descritos por
Guitart et al. (1985) para la especie en el
medio natural y que se considera estén re-
lacionados con la elevacion de las tempera-
turas del invierno al verano el primero y
a una ligera disminucién de las mismas a
principios del invierno.

La maduracién, cépula natural y deso-
ve de L. schmitti fueron también reporta-
das utilizando hembras ablacionadas y no
ablacionadas mediante la utilizacion de
1luminacién natural en tanques exteriores
rectangulares de hormigén de 15,4 m de
largo y 2,4 m de ancho. Un mayor niimero
de desoves por hembra fue obtenido con las
ablacionadas, las cuales sin embargo pre-
sentaron una menor supervivencia duran-
te el ciclo productivo (Artiles et al., 1999).

La frecuencia de la copula natural en los
tanques de las salas de maduracién se ha
relacionado con la relacion de sexos emplea-
da. Por ejemplo se reporté un incremento
de la copula natural al emplear una rela-
cion de 1 hembra: 1,5machos (Pérez-Jar y
Ramos, 1992). Sin embargo, mas adelan-
te Pérez-Jar et al. (2007a) no encontraron
diferencias significativas en la frecuencia
de la copula natural ni en la produccion de
huevos y nauplios por desove al evaluar la
respuesta reproductiva de L. schmitti en-
tre el sistema de tanques unisexuales (don-
de diariamente se seleccionan las hembras
gravidas para colocar en los tanques de
machos y luego del desove son devueltas
a los tanques de hembras) y el sistema de
tanques mixtos.

Una vez consolidada la tecnologia de ob-
tencion de la maduracion, copula natural
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y desove en condiciones de cautiverio el si-
guiente paso fue lograr cerrar el ciclo de
cultivo.

CIERRE DEL CICLO DE CULTIVO Y
DESEMPENO REPRODUCTIVO DE
PROGENITORES CULTIVADOS EN
CAUTIVERIO

El cierre del ciclo de cultivo de L. schmitti en
Cuba se cerr6 a escala comercial en 1990 y
los resultados relacionados con este trabajo
en los primeros anos fueron publicados por
Ramos et al. (1995). Estos autores obtuvie-
ron progenitores en tres fases de cria a par-
tir de postlarvas en estanques de tierra y
sistema semi-intensivo. Kl peso promedio
obtenido a los 10 meses de cria fue de 51,2 g
para las hembras y 33,8 g para los machos.
Con dichos resultados Cuba resulté ser uno
de los primeros paises de la regién que con-
t6 con dicha tecnologia, indispensable para
lograr la independencia total del medio na-
tural, ademas de posibilitar el trabajo con
especies no nativas y dar paso a estudios de
seleccién y mejoramiento genético.

La respuesta reproductiva de los proge-
nitores silvestres ha sido tenida en cuenta
para lograr resultados semejantes al utili-
zar reproductores criados en cautiverio. En
este sentido se han realizado diversos es-
tudios. Ramos et al. (1995) determinaron
un mejor desempeno reproductivo en las
salas de maduracién de los centros de de-
sove cuando se utilizaban hembras ablacio-
nadas y machos intactos (sin induccién de
la regeneracion manual de los espermato-
foros) y cuando se utilizaban hembras abla-
cionadas copuladas por machos silvestres.
Estos resultados sugerian que la calidad
de los progenitores machos criados en cau-
tiverio debia ser mejorada.

Para valorar la influencia de la edad en
la respuesta o desempeno reproductivo de
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los progenitores cautivos, se realizaron va-
rios estudios. Por ejemplo, se evaluaron los
resultados productivos de un mismo lote de
progenitores a los siete y nueve meses de
cria en tanques de maduracién con hem-
bras ablacionadas y sistema unisexual. Los
reproductores de siete meses de engorde te-
nian como peso promedio 38,28 g las hem-
bras y 29,15 g los machos, mientras que, a
los nueve meses de engorde, las hembras
tenian 46,6 g y los machos 36,0 g. Se con-
cluy6 que ambos lotes estaban aptos para
la reproduccién, sin embargo, los valores
mayores de produccién de huevos y nau-
plios por desove al mes, se obtuvieron en
los reproductores de nueve meses de edad
(Bécquer et al., 1994).

Colateralmente Betancourt et al. (1994)
haciendo una evaluacién de la calidad es-
permatica de reproductores machos con
cinco, siete y nueve meses de engorde, re-
comendaron la utilizaciéon de los machos a
partir de los siete meses, basandose en in-
dicadores de calidad tales como el nimero
total de células espermaticas y el porcen-
taje de células espermaticas vivas norma-
les. Dichos indicadores de calidad son atin
utilizados en los centros de desove como
criterio de seleccion en los bancos de pro-
genitores y en las salas de maduracién, con
el fin de reemplazar a los machos de insu-
ficiente calidad, para garantizar mantener
los indicadores productivos requeridos.

A partir de estos resultados Pérez-Jar y
Jaime (1995) compararon la respuesta re-
productiva en tanques mixtos con relacién
de sexos 1,0 hembras: 1,5 machos entre
progenitores de diez meses de cria, con otro
grupo formado por hembras de diez meses
y machos de siete meses de cria. Los mejo-
res resultados productivos se obtuvieron al
utilizar hembras de diez meses con machos
de siete meses de cria, lo cual confirmé que
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los machos pueden ser utilizados en las
salas de maduracion a partir de los siete
meses de engorde y no necesitan ciclos de
engorde mas largos

Pérez-Jar et al. (1997) evaluaron el
desempeno reproductivo de cuatro gene-
raciones de L. schmitti obtenidas en ciclo
cerrado, resultando que los indicadores
de productividad de los tanques de madu-
racion (nimero de desoves y nauplios por
hembra al mes) y los valores promedio de
huevos y nauplios por hembra resultaron
similares y en ocasiones hasta superiores
a los obtenidos a partir de progenitores
silvestres.

El cierre del ciclo de cultivo permitio
mediante el empleo de marcadores mole-
culares, iniciar trabajos de variabilidad
genética, ofreciendo asi criterios para la
realizacion de cruces en la formacion de los
diferentes lotes de bancos de progenitores.
De igual modo se pudieron iniciar estudios
de mejoramiento genético por crias selecti-
vas (Bécquer et al., 2002; Bécquer, 2005).

VARIACIONES BIOQUIMICAS
RELATIVAS AL PROCESO DE
MADURACION OVARICA

Conociendo la composicién bioquimica del
ovario se pueden deducir aproximadamen-
te los requerimientos dietéticos especificos
para el proceso de maduracion de las hem-
bras, lo cual tiene su aplicaciéon tanto en la
seleccion de fuentes de alimento fresco que
cubran las necesidades nutricionales de los
reproductores como en la formulacién de
dietas artificiales. A continuacion se rela-
cionan los resultados mas importantes ob-
tenidos en este sentido para L. schmitti.

Acua

En el ovario la maduracién se relaciond con
una pérdida significativa del 10 % del agua
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hasta los indices gonadosomaticos (IGS)
comprendidos entre tres y cuatro, para
luego estabilizarse en un valor medio del
70,9%. En el hepatopancreas la pérdida de
agua seguia un comportamiento similar a
la del ovario, siendo mas pronunciada has-
ta un IGS de cuatro, para luego sufrir una
estabilizacién. La deshidratacién en este
caso fue del 3,9% del inicio al final de la
maduraciéon (Marangos et al., 1988).

Liripos

Los lipidos totales se incrementaron lineal-
mente de 1,3 a 39,8 mg/10g de peso del ani-
mal desde un IGS de 0,8 hasta 7,4. En los
ovarios alrededor del 50 % de los lipidos
son polares, siendo los fosfolipidos mayori-
tarios, con un incremento casi lineal segin
avanza el ciclo de maduracién. La fraccion
lipidica neutra de este 6rgano esta consti-
tuida principalmente por triacilglicerol y
por esteroles, cuya acumulaciéon fue con-
tinua durante la vitelogénesis. Los acidos
grasos saturados mas representados son el
palmitico 16:0 y estearico 18:0 y de los mo-
noinsaturados fueron el palmitoleico 16:1w7
y oleico 18:1w9. Se observo la presencia
de los acidos linolénico (18:3w3) y linoleico
(18:2w6) asi como de los eicosapentaenoico
(20:5w3), araquiddénico (20:4w6) y docosa-
hexaenoico (22:6w3). De forma general los
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) repre-
sentaron el 16 % de los acidos grasos totales
y la relaciéon w3: w6 durante la maduracién
fue de 1,2 (Ramos et al., 1996).

PROTEINAS

La hemolinfa mostré un incremento del
40 % de las proteinas totales que coincide
con el inicio de la vitelogénesis secunda-
ria. Del inicio al final de la maduracién las
proteinas de la hemolinfa aumentaron un
47,5 %. Las proteinas totales aumentaron
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alrededor de un 14 % en el hepatopancreas,
estabilizandose desde un IGS entre tres y
cuatro hasta el final de la maduracion. En
el ovario la concentraciéon de proteinas to-
tales aumenté un 40 % (de 93 a 154 mg/g
de peso fresco de érgano) (Marangos et al.,
1988).

Se comenzaron a realizar algunos ensa-
yos de purificacion de la lipovitelina de L.
schmitti a partir de ovarios maduros (esta-
dio IV), encontrando mediante electrofore-
sis de proteinas nativas dos bandas de 450
kDa y 550 kDa y con electroforesis desna-
turalizante seis bandas de 180, 160, 100,
97, 84 y 45 kDa (Huberman et al., 2000a).

AMINOACIDOS

En el ovario los aminoacidos libres totales
(AALT) disminuyeron desde 272.4 pmol/g
PS ( peso seco) hasta 83 umol/g PS entre
los indices gonadosomaticos (IGS) de 0,8 y
7,1. En el hepatopancreas los AALT se in-
crementan un 33,4 % desde un IGS de 0,8
hasta 4,0 para luego estabilizarse en un
IGS de 7,1. En la hemolinfa se obtuvo un
incremento maximo de 3,74 pmol/mL en un
IGS de 3,3. Los AAL que mas varian en el
ovario son la arginina, la glicina, el acido
glutamico y la lisina, en el hepatopancreas
la lisina y la glicina y por dltimo en la he-
molinfa la lisina, la arginina y la glicina.
(Marangos et al., 1989). Dichos autores con-
sideraron que las amplitudes de la variaciéon
de los AALT en los diferentes tejidos refleja-
ban la intensidad del metabolismo de trans-
formacion o de sintesis de las proteinas.

CAROTENOIDES

Los carotenoides totales en L. schmit-
ti se incrementaron a partir de un IGS
de 2,3 durante la maduracién de los ova-
rios pasando de 190 a 1630 ug/g de peso
seco de un IGS de 0,8 a 7,5. Son cuatro
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los pigmentos carotenoides principales
que estaban presentes en este organo: el
B-caroteno, la equinona, la zeaxantina y la
astaxantina. La astaxantina result6 ser el
pigmento mas abundante en su forma libre
y monoesterificada. Expresando cada ca-
rotenoide como porcentaje de los carotenoi-
des totales, se observ) una disminucién del
B-caroteno, la equinona y la zeaxantina a
favor del incremento de la astaxantina. En
el hepatopancreas los carotenoides totales
alcanzaron un maximo de 588,2 ug/g para
un IGS de 2,2 para luego disminuir has-
ta 391 pgl/g y estabilizarse. Se identifica-
ron cuatro pigmentos carotenoides en este
organo, representados por el B-caroteno, la
cantaxantina, la astaxantina y la zeaxan-
tina en su forma libre y monoesterificada.
La zeaxantina total alcanzd a constituir
un 93,8% de los carotenoides totales del ér-
gano a partir de un IGS de 2,5 correspon-
diendo las variaciones mas significativas a
la forma monoesterificada, la cual llegb a
representar un 86,2% de la zeaxantina to-
tal, mientras que se produjo una disminu-
cién de la cantaxantina, la forma libre de
la zeaxantina y el B-caroteno (Vincent et
al., 1988 a, 1988 b 1989).

En términos generales teniendo en cuen-
ta los estudios anteriores de la composicién
bioquimica de los ovarios durante el trans-
curso de la maduraciéon, se observo un in-
cremento de las proteinas y los lipidos, asi
como de los carotenoides, que se relacion6
con una pérdida de agua significativa del
ovario. En cuanto a los aminoacidos se ob-
servo que en la etapa inicial de la madura-
cién disminuyeron. En el hepatopancreas
no hubo variaciones acentuadas de peso
ni pérdida de agua durante la madura-
cién, sin embargo los resultados indicaron
una posible movilizaciéon de reservas ha-
cia los ovarios en los primeros estadios de

Ramos * Gonzélez * Morera * Rodriguez-Ramos

maduracion. El papel del hepatopancreas
en la movilizacion de reservas dependia de
la especie, resaltando siempre la importan-
cia del aporte alimentario para hacer fren-
te a la alta demanda nutricional requerida
para la reproduccién (Ramos, 1996).

El conocimiento sobre los requerimien-
tos nutricionales de los camarones penei-
dos durante el proceso de reproduccion,
a través de estudios bioquimicos y dietas
experimentales, muestra en general la
1mportancia de los lipidos, vitaminas y ca-
rotenoides. Sin embargo, dicho conocimien-
to se encuentra limitado por la ausencia de
estudios con dietas purificadas y semipu-
rificadas que determinen el efecto de los
nutrientes sobre la maduracién ovarica, la
reproduccion y la calidad de la descenden-
cia (Wouters et al., 2001).

ALIMENTACION

El alimento fresco/congelado se compone
generalmente de una combinacién de ca-
lamar, bivalvos, biomasa de artemia, poli-
quetos marinos a razon del 15-20% de la
biomasa total dividido entre cuatro a seis
raciones diarias. El calamar siempre esta
presente en las dietas, el resto puede va-
riar en dependencia de las posibilidades
del suministro (Pérez-Jar y Ramos, 1992;
Ramos et al., 1994; Artiles et al., 1999,
Pérez-Jar et al. 2007a, Garcia-Galano y
Carrillo-Farnés, 2015).

Gelabert et al. (2003) proponen com-
plementar el alimento fresco de los repro-
ductores con biomasa viva de Artemia.
franciscana como una opcién para incre-
mentar la produccién de nauplios. Dichos
autores encontraron que la sustitucion del
11% en la racion diaria del alimento fresco
de L. schmitti por A. franciscana, propicia-
ba un incremento de 3,5 veces en las copu-
las naturales.
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Con respecto a la inclusion en la alimen-
taciéon de los reproductores de dietas for-
muladas, se observo que en L. schmiti, la
respuesta reproductiva medida por el niime-
ro total de desoves y el porcentaje de eclosién
fue mayor cuando el alimento fresco se com-
bin6 con un 3% de la biomasa total ofreci-
da en dos raciones de una dieta balanceada
experimental compuesta por un 7% de acei-
te de higado de bacalao y una combinacion
de harinas de pescado, camaron, trigo, soya
y levadura torula, (36% de proteina bru-
ta, 10,4% de lipidos totales) en relacién con
otras dos dietas balanceadas compuestas
por proporciones semejantes de proteinas,
variando solamente el contenido y tipo de
lipidos totales. Con niveles de lipidos entre
6-7 %, estos parametros fueron significati-
vamente inferiores, pudiendo esta respuesta
estar relacionada con contenidos mas bajos
de acidos grasos polinsaturados de la serie
w3. (Ramos y Garcia, 1992; Garcia-Galano
y Carrillo-Farnés, 2015).

Mas adelante en la misma especie se
compararon los resultados sobre la respues-
ta reproductiva de dos dietas comerciales
de maduraciéon (Nippai 52,79% proteinas,
6,14 % de lipidos) y Madutec (40% protei-
nas, 8 % de lipidos) con una dieta balancea-
da (54,8% de proteinas y 7,3% de lipidos)
obteniendo con esta tultima el mayor nime-
ro de copulas naturales, desoves y nauplios
producidos por dia (Pérez-Jar et al., 1996).

La ausencia de la infraestructura nece-
saria y la dificultad en la obtencion de las
materias primas ha impedido la produc-
ci6on comercial de dietas balanceadas, por
lo que los trabajos de investigacion relacio-
nados con el uso de dietas artificiales en
el pais actualmente no se aplican, sino que
se importan los piensos necesarios para las
diferentes etapas de la cadena productiva
del cultivo.

Ramos ¢ Gonzéalez * Morera * Rodriguez-Ramos

INDICADORES DE CALIDAD

En cualquier sistema de cultivo la busque-
da de indicadores morfologicos y fisiologi-
cos de calidad es esencial para garantizar
la calidad del producto y disminuir las pér-
didas a causa de enfermedades.

Entre éstos se encuentran los indica-
dores de calidad espermatica: el niimero
de células espermaticas por espermatofo-
ro, el nimero de células de esperma vivas
y el nimero de células de esperma vivas
normales, los cuales son esenciales para
evaluar la calidad de los reproductores ma-
chos. También merecen especial atencion
los marcadores de la respuesta inmune por
ofrecer una alternativa en la evaluacion del
estado de salud del camaroén y la deteccién
de estadios tempranos de infeccién tanto
en hembras como en machos. Los marca-
dores de la respuesta inmune que se han
evaluado como indicadores de calidad en
L. schmitti son el conteo de hemocitos to-
tales, los titulos de hemoaglutinacion de la
hemolinfa, la actividad 6xido nitrico sinta-
sa y la actividad fenoloxidasa. Estos mar-
cadores han sido estudiados en camarones
de L. schmitti en diferentes condiciones de
estrés, ya sea a causa de cambios en para-
metros ambientales como amonio disuelto
y temperatura, del uso prolongado en la sa-
la de maduracioén o por la exposicién a pro-
ductos bacterianos (Marrero et al., 2002,
Pérez-dJar et al., 2006, Rodriguez-Ramos et
al., 2008, Rodriguez Ramos et al., 2016).

En este sentido se demostro el efecto del
estrés producido por el incremento de la
temperatura del agua sobre los titulos de
hemoaglutinacion, las proteinas totales en
la hemolinfa e indicadores de calidad esper-
matica en machos cautivos que fueron man-
tenidos a 30°C (Ramos et al., 2000). Estos
autores obtuvieron que después de 15 dias
de estrés por altas temperaturas, el 83 % de
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los machos presentaban menor actividad he-
moaglutinante de la hemolinfa al comparar
con los controles, el 100% tenia bajo nimero
de células espermaticas por espermatoforo,
el 92 % tenia bajos porcentajes de esperma
vivo y el 100 % de dichas células esperma-
ticas vivas presentaron alta frecuencia de
anormalidades. Los efectos de las altas tem-
peraturas (30°C) fueron también comproba-
dos a partir de las seis horas, al obtener una
disminucién en las proteinas totales de la
hemolinfa y un deterioro de la calidad es-
permatica en los machos cautivos. Sin em-
bargo, los titulos de hemoaglutinaciéon no
fueron afectados después de seis horas de
estrés por incremento de la temperatura del
agua (Ramos et al., 2000).

Rodriguez-Ramos et al. (2001) sugirie-
ron que los titulos de hemoaglutinacion
entre cero y ocho pueden ser considerados
bajos, mientras que titulos mayores de 16
pueden ser considerados altos. Teniendo
en cuenta este analisis estos autores ob-
tuvieron que los machos con 15 millones
o mas de células espermaticas por esper-
matoforo y 85 % de esperma vivo, tienen
predominantemente titulos altos. Estos
resultados sugirieron que existe una re-
lacién directa entre la calidad esperma-
tica y la actividad hemoaglutinante de la
hemolinfa y que ambos pueden ser utili-
zados para evaluar la calidad en machos
de L. schmitti. La utilizacion de estos indi-
cadores fue recomendada a la direccién de
los centros de la camaronicultura de Cuba
como una herramienta sencilla y de bajo
costo, que no implica el sacrificio de los ani-
males utilizados.

El efecto de altas concentraciones de
amonio (5 mg/L) sobre el conteo de he-
mocitos totales, la actividad fenoloxi-
dasa y los titulos de hemoaglutinacion
fueron evaluados en adultos de L. schmitti
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(Rodriguez-Ramos et al., 2008). Estos au-
tores no encontraron diferencias en los ni-
veles de actividad fenoloxidasa ni en los
titulos de hemoaglutinaciéon al comparar
animales tratados con animales controles.
Sin embargo, el conteo de hemocitos tota-
les disminuy6 un 66 % después de 72 horas
de comenzada la exposicién a amonio.

A propoésito de la duraciéon del ciclo pro-
ductivo de L. schmitti en las salas de ma-
duracién, Pérez-Jar et al. (2006, 2007b)
observaron una disminucién en los indica-
dores de calidad espermatica, en las concen-
traciones de glucosa y proteinas circulantes
en la hemolinfa, asi como en el nimero de
hemocitos totales, la actividad fenoloxida-
sa y la actividad hemoaglutinante de la
hemolinfa en machos que fueron usados
como reproductores durante 60 dias en la
nave de maduracion. Estos resultados indi-
caron un desgaste fisiolégico en los machos
de L. schmitti después de 60 dias de vida
productiva, por lo que se sugirié su reem-
plazo pasados los 30 dias de actividad re-
productiva. Los machos provenientes de los
bancos de reproductores conservaron una
mejor calidad espermatica al compararlos
con los machos silvestres, aunque los in-
dicadores de la respuesta inmune y los ni-
veles de glucosa y proteina circulantes no
fueron diferentes significativamente entre
machos de diferentes origenes.

El estudio del efecto de patrones mole-
culares asociados a patogenos (PMAPs) es
Importante para estimar la capacidad de
respuesta de los camarones antes de la apa-
ricién y proliferaciéon de un patégeno. Uno de
los PMAPs ampliamente utilizado en diver-
sos organismos para simular una infeccién
bacteriana es el LPS, el cual es un lipopo-
lisacarido presente en la pared externa de
bacterias Gram negativa. En estudios reali-
zados con adultos de L. schmitti se demostro
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que los camarones inyectados con LPS de
E. coli muestran una mayor actividad o6xi-
do nitrico sintasa, no varian la actividad he-
moaglutinante de la hemolinfa y sufren una
disminucién en la actividad fenoloxidasa asi
como en el nimero de hemocitos totales cir-
culantes en las primeras 24 horas después
de la inyeccién (Rodriguez-Ramos et al.,
2008). Estos resultados contrastan con los
obtenidos por Marrero et al., (2002) quienes
observaron un incremento en el nimero to-
tal de hemocitos después de 10 horas de la
inyeccion con LLPS de E. coli.

La participacion de la o6xido nitri-
co sintasa en la respuesta contra bacte-
rias también se demostr6 en L. vannamei
(Rodriguez-Ramos et al., 2016). Estos auto-
res obtuvieron una reduccion en la activi-
dad antibacteriana de la hemolinfa contra
Aeromonas hydrophila cuando los cama-
rones fueron inyectados con un anticuerpo
policlonal anti 6xido nitrico sintasa.

La busqueda de indicadores de calidad
continua siendo una prioridad para garan-
tizar trabajar con reproductores que se en-
cuentren en buenas condiciones de salud y
que sean capaces a su vez de optimizar la
cantidad y calidad de las primeras larvas,
los nauplios.

ESTUDIO MORFOLOGICO DEL i
PEDUNCULO OCULAR: LOCALIZACION
DE LA GLANDULA SINUSAL.

Suarez et al. (1996) describieron la morfo-
logia del pedinculo ocular de L. schmitti
y localizaron la ubicaciéon de la glandula
sinusal. De acuerdo con estos autores los
ganglios épticos se encuentran localizados
hacia el centro, debajo de la retina y en la
zona interior del ojo. De la regiéon distal a
la proximal se distinguen cuatro regiones:
lamina ganglionaris, medulla externa, me-
dulla interna y medulla terminalis. La
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glandula sinusal fue ubicada en la region
dorso lateral interna del pedinculo ocu-
lar, entre la medulla externa 'y la medulla
interna. En animales vivos, su aspecto es
digitiforme y de una coloracién azul iridis-
cente que la diferencia del tejido nervioso
que la circunda, de color blanco opaco.

Con la utilizacion de cortes semifinos y
el uso de fijadores de microscopia electroni-
ca, se confirmé la identidad de la glandu-
la sinusal, con la observaciéon de un lumen
central o laguna de hemolinfa, rodeado de
terminales axénicas con cimulos de gra-
nulos de neurosecrecion.

En la medulla terminalis se encontro
una agrupacion de células con somas gigan-
tes y nucleo evidente que se corresponden
con el érgano x, neuronas cuyas prolonga-
ciones axonicas ramificadas se dirigen a la
zona de la glandula sinusal donde serian li-
beradas las hormonas peptidicas. De la me-
dulla terminalis surge el nervio éptico que
se extiende a todo lo largo del pedinculo
ocular. Esta médula presenta al igual que
las otras capilares y lagunas de hemolinfa.

La caracterizacion morfolégica del pe-
dinculo ocular de L. schmitti, incluyendo
la ubicacién del complejo neurosecretor Or-
gano X-glandula sinusal, coincide con la de
otros decapodos, encontrando solo particu-
laridades en la ubicacion de los ganglios 6p-
ticos, lo cual parece ser una caracteristica
constante de peneidos, ya que también fue
observada por los autores en L. vannamei,
L. setiferus y Farfantepenaeus duorarum.

La ubicacién correcta de la glandula si-
nusal en el pedinculo ocular permitié con-
tar en los primeros tiempos con un método
seguro para su eliminacién, estandarizan-
do en la producciéon un tipo de ablacién par-
cial recomendado por Primavera (1978),
que consistia en realizar una incisiéon en
el globo ocular para facilitar su posterior
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vaciado haciendo presion en el mismo con
los dedos indice y pulgar, método mucho
menos agresivo que la ablacion total del pe-
dinculo ocular la cual ain muchos labora-
torios de produccién de postlarvas de otros
paises continian empleando.

En Cuba se logr6 estandarizar mas ade-
lante a escala comercial la maduracién
ovarica de L. schmitti y posteriormente
la de L. vannamei sin realizar la ablacion
ocular, desencadenando los mecanismos
hormonales que favorecen la reproduccién
mediante manipulacién nutricional y am-
biental, a partir de los primeros resultados
obtenidos en este sentido por Ramos et al.
(1994) y Artiles et al. (1999) .

La localizacién de la glandula sinusal a
su vez facilité el camino para el estudio de
sus neuropéptidos hormonales con vistas a
valorar diversos métodos alternativos a la
ablacion ocular para la induccién de la ma-
duracién gonadal.

AISLAMIENTO, PURIFICACION

Y CARACTERIZACION DE
NEUROPEPTIDOS HORMONALES DE
LA GLANDULA SINUSAL.

El desarrollo alcanzado en la camaroni-
cultura exigia estudios cada vez mas nove-
dosos con vistas a enfrentar nuevos retos.
Resultaba necesario el conocimiento de la
estructura-funcion de los neuropéptidos
de la familia de las hormonas hipergluce-
miantes de crustaceos (HHC). Estas hor-
monas juegan un importante papel en el
metabolismo y la fisiologia influyendo di-
rectamente sobre la muda, el crecimiento,
la reproduccién, el metabolismo de la glu-
cosa y lipidos, entre otras funciones.

Hormona HipercLucemiante pe Crustaceos (HHC)
La Hormona  Hiperglucemiante de
Crustaceos (HHC) es el componente
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mayoritario de la familia que lleva su
nombre y su funcion principal es regular
el nivel de glucosa en la hemolinfa.

En L. schmitti a partir de extractos cru-
dos de glandulas sinusales se aislaron y
purificaron siete péptidos candidatos a ser
componentes de la familia HHC de L. sch-
mitti, identificados por la posicion de los re-
siduos de cisteina (Huberman et al., 1997).

Mas adelante se aislo y caracterizé un
péptido cuya masa fue de 8359 k Da cuya
actividad hiperglucemiante fue demostra-
da en un bioensayo homologo. El bioensa-
yo consistié en inyectar el equivalente a tres
glandulas sinusales del extracto hormonal
purificado a camarones que fueron bilateral-
mente ablacionados, los cuales mostraron va-
lores glicémicos significativamente mayores
que los camarones del grupo inyectados con
solucién salina. La HHC tiene su extremo
N-terminal libre, y el C.-terminal amidado
y seis residuos de cisteina en posiciones con-
servadas en relaciéon a otras HHC descritas.
Este resultado fue el primer reporte de una
neurohormona de la glandula sinusal de L.
schmitti (Huberman et al., 2000b).

Teniendo en cuenta que la purificaciéon
de los neuropéptidos a partir de su fuente
natural de expresion requiere de cientos de
pedinculos oculares de camaron, la obten-
cién del ADN complementario (ADNc) que
codifica para la HHC del pediinculo ocular
era una alternativa para obtener suficien-
tes cantidades en formas biolégicamente
activas para posteriores estudios biologicos
en camarones peneidos.

Conociendo entonces la secuencia aminoa-
cidica de la HHC de L. schmitti (Huberman
et al., 2000b), se disefiaron oligonucleétidos
degenerados para aislar el ADNc de la HHC
en esta especie. Como resultado se obtuvo
por primera vez el ADNc de 216 pares de
bases que codifica para la region madura
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de la HHC de L. schmitti. Los analisis de
secuencia del fragmento amplificado por
Transcripciéon Reversa- Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (TR-RCP) revelaron una
alta homologia con otras HHC reportadas
en camarones peneidos. Cada secuencia
presentd 72 aminoacidos, seis de los cua-
les eran cisteinas en posiciones idénticas. El
analisis de la expresiéon tejido-especifica de
la HHC estaba Northern blot, mostré que
el ARN mensajero (ARNm) de la HHC esta
presente en el pedunculo ocular pero no se
encuentra en musculo y estémago. Sin em-
bargo, el analisis semicuantitativo de TR-
RCP revel6 su presencia en los tres tejidos
(Lugo et al., 2006).

Para contar con suficiente cantidad de
la HHC biolégicamente activa, se cloné el
ADNc (216pb) de la HHC de L. schmitti en
el vector de expresiéon pTYB2. Como resul-
tado se obtuvo la HHC recombinante ex-
presada en Escherichia coli como proteina
de fusiéon a la inteina, con 63 kDa y for-
mando parte de los cuerpos de inclusion.
La HHC recombinante mostré capacidad
para incrementar el nivel de glucosa en la
hemolinfa en un ensayo heterélogo in vi-
vo utilizando a L. vannamei. Los animales
con ablacién bilateral del pedinculo ocu-
lar inyectados con la HHC recombinante
mostraron una actividad hiperglucemian-
te semejante a la mostrada por el grupo
de animales sin ablaciéon ocular inyecta-
dos con PBS. Mientras que se observaron
diferencias significativas en la concentra-
cion de glucosa al grupo control negativo
que consistié en animales con ablacién bi-
lateral del pediinculo ocular inyectados con
la proteina inteina o PBS. Este resultado
proporcioné una alternativa para obtener
proteina soluble biologicamente activa pa-
ra estudios posteriores en la familia HHC
(Morera et.al., 2013).
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Por otra parte, se comprobé la efectividad
del mecanismo del ARN de interferencia
(ARNi) para realizar estudios de funciona-
lidad en camaroén adulto in vivo por prime-
ra vez, pues constituye el primer paso para
determinar la funcion de genes desconoci-
dos (Doran and Helliwell, 2009). Para ello
se sintetiz6 un ARN doble cadena (ARNdc)
a partir del ADNc de la HHC de L. schmit-
ti. Su capacidad para silenciar la expresion
del gen de la HHC se determind por analisis
de su funcién biolégica principal y del trans-
cripto de la HHC. Se constat6 la disminu-
cion significativa del nivel de glucosa en la
hemolinfa respecto a los grupos controles
negativos tratados con un ARNdc no rela-
cionado y solucién salina. Los resultados de
Northern blot y TR-RCP semicuantitativo
mostraron el silenciamiento del ARNm de
la HHC 24 horas post-inyecciéon solamente
en el grupo tratado con ARNdc de la HHC
(Lugo et al., 2006). Este resultado mostro la
capacidad del ARNi de interrumpir el meca-
nismo funcional de la HHC, por lo que tam-
bién es una alternativa para el estudio de
los miembros de la familia HHC (Estrada
et al., 2007).

HoRMONA INHIBIDORA DE LAS GONADAS (HIG)

Una vez que dejé de cultivarse L. schmitti
en el pais, se continuaron los estudios de
las neurohormonas relacionadas directa-
mente con el control de la reproduccion con
L. vannamei. Siguiendo la metodologia em-
pleada para obtener la HHC por via recom-
binante en L. schmitti, se inici6 el estudio
de la hormona inhibidora de las gbénadas
(HIG). Se obtuvieron asi los primeros re-
sultados de la caracterizacion estructural
de la HIG en el camaron L. vannamei. La
secuencia parcial de 138pb del gen de la
HIG fue obtenida por TR-RCP y utilizan-
do oligonucleétidos especificos de Penaeus
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monodon. A partir de la secuencia par-
cial se disenaron nuevos oligonucleétidos
especificos para las siguientes reacciones
de TR-RCP anidada. Se obtuvo la secuen-
cia completa de la HIG de L.vannamei con
839pb. El analisis bioinformatico mostré
alta homologia (92%) con la del camaroén P.
monodon (Morera et al., 2011).

Existen variados estudios enfocados a la
obtencién de nuevos métodos de induccion de
la maduracién gonadal de camarones penei-
dos, para llegar a optimizar los resultados ob-
tenidos mediante la ablacién ocular, el cual
continda siendo el método aplicado mas gene-
ralizado en la camaronicultura mundial. La
actualizacion de de los estudios realizados ha
sido considerada en revisiones recientes del
tema de endocrinologia de crustaceos deca-
podos (Gonzalez et al., 2018b).

METODOS ALTERNATIVOS
RELACIONADOS CON LA
MANIPULACION DE LOS
MECANISMOS REPRODUCTIVOS EN
CAMARONES PENEIDOS.

Entre los principales resultados obtenidos
en los ultimos anos que podrian contribuir
a la obtencion de nuevos métodos aplicados
de induccién a la maduracién y reproduc-
cién de camarones peneidos se encuentran:

La inhibicion de la hormona inhibido-
ra de las gonadas (HIG) por silenciamiento
génico mediante la técnica de ARNi en P.
monodon (Das et al., 2015) y L. vannamei
(Feij6 et al., 2016).

La neutralizacion de la HIG de P. mo-
nodon con anticuerpos monoclonales anti
HIG (Treerttrakool et al., 2014) y con anti-
cuerpos policlonales anti HIG (Vrinda et al.,
2017, Gonzalez et al., 2017). en L. vannamei.

Otros estudios reportan la estimulacion
ovarica en camarones peneidos median-
te el suministro de factores hormonales o

Ramos * Gonzélez * Morera * Rodriguez-Ramos

neurotransmisores tales como: la hormona
inhibidora de la muda tipo II (HIM II) de
L. vannamei (Luo et al., 2015; Gonzalez et
al., 2018a), la hormona concentradora del
pigmento rojo (HCPR) combinada con la
serotonina (5-HT) en L. vannamei (Cheen
et al., 2018), la 5-HT combinada con la
ablacion ocular de Penaeus indicus (Tomy
et al., 2016), la octopamina en L. vanna-
mei (Tinikul et al., 2015), los esteroides se-
xuales (estrogenos y progesterona) en L.
vannamei, (L1 et al., 2015; Subramoniam,
2017), la hormona liberadora de gonadotro-
pina proveniente de pulpo y lamprea en L.
vannamel (Tinikul et al., 2014).

En P.indicus el farnesoato de metilo, ses-
quiterpeno muy similar a la hormona juve-
nil III de los insectos cuyo precursor es el
acido farnesoico, mostro su funcién estimu-
ladora de la vitelogénesis (Nagaraju et al.,
2002).

Se pueden estimular ademas los meca-
nismos reproductivos mediante manipula-
ci6on nutricional. Por ejemplo la utilizacion
de Ulva clathrata como aditivo de dietas
frescas de calamar en la alimentacién de
reproductores en los laboratorios de produc-
cion de postlarvas, mejora el desempeno re-
productivo de L. vannamei (Corral-Rosales
et al., 2018 a,b), la alimentacién de los re-
productores con poliquetos Perinereis sp.
resulta ser una fuente de esteroides sexua-
les que favorecen la calidad de los machos
en P. monodon (Leelatanawit et al., 2014),
la adicién de acido araquidonico (C:20:4w6)
en las dietas artificiales de la dltima fase
del engorde de progenitores favorece la res-
puesta reproductiva de L. vannameir (Xu
et al., 2017) y el uso de la tecnologia de
BIOFLOC en la cria intensiva de bancos
de progenitores de F. duorarum favorece la
respuesta reproductiva en la etapa de ma-
duracién (Emerenciano et al., 2014).
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CONSIDERACIONES GENERALES

El conjunto de resultados expuestos hizo po-
sible obtener una tecnologia eficiente para
la maduracion y la reproduccién de L. sch-
mitti en los centros de desove de la cama-
ronicultura. La experiencia adquirida en la
maduracion y reproduccion de L. schmitti,
facilité la adecuacion de las tecnologias a la
reproduccion controlada en ciclo cerrado de
L. vannamei, especie foranea introducida al
pais por presentar indicadores productivos
mas elevados y que desde 2003 es la tni-
ca especie cultivada en Cuba. A pesar de
que mundialmente L. vannamei es el ca-
marén mas cultivado en la actualidad, el
poder retomar especies nativas cuya tecno-
logia de cultivo se domina como es el caso
de L. schmitti contintia siendo una alterna-
tiva viable.

Entre los principales temas de investi-
gacion sugeridos para dar continuidad a los
trabajos realizados y optimizar los resulta-
dos actuales en la maduracién y la repro-
ducciéon de camarones peneidos en Cuba se
encuentran: obtener progenitores de cultivo
saludables y nutricionalmente preparados
que garanticen la obtencién de descenden-
cias de calidad. Seleccionar e implementar
nuevos métodos de induccion de la madura-
cién y reproduccion economicamente viables.
Realizar estudios de requerimientos nutri-
cionales de reproductores que posibiliten el
uso de alimentos frescos o congelados de ca-
lidad en las unidades de maduracidn, asi co-
mo la formulacion de dietas que minimicen o
sustituyan el alimento fresco. Continuar con
la basqueda de indicadores de calidad de los
reproductores, que permitan optimizar los
resultados productivos actuales.
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