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RESUMEN

La acuacultura se ha convertido en una de las industrias con mayor crecimiento en el
mercado mundial y su expansion ha traido como consecuencia un awnento en la demanda en
cantidad y calidad de alimentos para los organismos acuaticos. Una de las alternativas para
mejorar la cficiencia de los alimentos es la adicidn de atractantes en las dietas, lo que contribuye
a que los animales localicen ripidamente el alimento, con el fin de maximizar la ingestién y asi
contoibuir a mejorar las tasas de conversion alimenticia. Esta aproximacion dismunuye ademas
los problemas asociados con la acumulacién de sedimentos organicos en los estanques de
produccion y el posible impacto ambiental en la zona donde son liberados los afluentes (Bayd y
Tucker, 1995).

El presente estudio fue orientada a evaluar €l potencial atractante de moléculas naturales
como las aminas biogénicas (Putrescina, Cadaverina, Tiramina, Espermina y Espermidina) y sus
aminoacidas precursores {Arginina, Histidina, Lisina y Tirosina), asi coma extractos de animales
(peces, crustaceos y moluscos) y vegetales (Chara sp, coco y alfalfa),

La metodologia se dividid en lres fases jerarquizadas, 1) una serie de bioensayas de
quimiodeteccion (Pitcet, 1996, modificada), 2) un biocnsayo de quimioatraccion (Costero y
Meyers, 1993, modificado), y 3) un bioensayo de campo llevado a cabo en condiciones
comecciales (Mendoza et al., 1997).

-
—

Los atractantes que presentaron mejores resultados para M. rosenbergii fueron la
Arginina, la Cadaverina, el liofilizado de langostilla y el extracto de coco a una dosis de 0.33,
0.32, 0.27 v 1.48% vespectivamente. Para P, clarkii, el extracto de pescado (2.90%), la Putrescina
{0.30%) y cl agua de coala de langastilla (2.69%) obtuvicron los mejares tesultados. En ol caso dc
.. vannamei, los mejores tratamientos resultaron ser la Cadaverina (0.249%), la Arginina
(0.255%), ¢l extracto de coco (1.25%) y el liofilizado de langostilla (0.298%). Por altimo, los
mejores tratarmientos para L. stylirostris fueron el extracto de coco (3.18%), la Argiuna (0.25%),
la Cadaverina (0.38) y el agua de cola de langostila (3.36%).

La relevancia de este estudio se refleja en el hecho de que la adicion de atractantes no
solo promovid la rapida localizacion del alimento, sino que también propicid un aumento
significativo en el consumo de la dicta comercial (hasta mas de un 300%j), la cual ya contaba con
una fuente de atractante. Este aspecta es particularmente importante ya que la deteccidn y la
ingestion del alimento determinarin finalmente el valor comerciul de las dietas para organismos
acuaticos. Por tltimo, la adicion de atractantes en las dietas, ademas de presentar amplias
ventajas econdmicas, constituye una buena prictica para la conservacion del ambiente en el cual
s€ desarrollan los organismos.



INTRODUCCION

[.a acuacultura se ha convertido en una de las industrias con mayor crecimiento en el
mercado mundial y su expansidn ha traido como consecuencia un aumento en la demanda de
cantidad y calidad de alimentos para los organismos acudticos. Este aspecto ¢s de suma
relevancia si se considera que la alimentacién es uno de los factores mas importantes dentro de
los costos de praduccion en las granjas acuicolas (Holland y Rusell, 1993), llegando a representar
entre 40-60% en la produccion de salmomdos y 50% en el caso de los peneidos (Mendoza et al,
1998). Por esta rzon, se han venido desarrollundo objetivos orientados a mejorar 1a eficacia de
los alimentas, y una de las alternativas que mayores ventajas y beneficios ofrece es la adicién de
atractantcs cn estos, ya que a pesar del gran csfucrzo que realizan los investigadores para
formular dietas que cubran los requerimientos nutritivos de cada especie, estas no podran ser

aprovechadas, al menos que s¢ garantice la ingetién del alimento (Mendoza et al, 1997).

A este respecta, es pertinente considerar que el alimento representa la mayor [uente de
contaminacion en los estanques, locual se traduce no sclamente-en problemas ecoldgicos sino
también econdmicos, ya que la utilizacidn de dietas inadecuadas provoca su acumulacidn en €l
scdimenta, lo que implica que ai final de cada cosecha se requicra de mads tiempo y trabajo para
mantener ¢l scdimento del estanque en condicioncs adecuadas. Esta condicidn repercute
directamente en la disminucion de la calidad del agua, afectando asi el crecimienta de los
organismos, lo cual a su vez significa mayores gastos de operacion y produccion, todo esto sin
contar la contarminacidon de los efluentes donde es liberada el agua de las granjas (Lawrence,
1999). Dentro de este contexto, una aportacion significativa es la utilizacion de atractantes
alimentictos, ya que coninbuye a que los ammales localicen rapidamente el alimento,

maximizando y asegurando asi su ingestion (Costero y Meyers, 1993).

Nao abstante que la inclusion de atractantes se considera definitiva para garantizar la
ingestion del alimento en condiciones comerciales, estas condiciones resultan ser a menudo
adversas para la facil localizacién del alimento, debido principalmente a la ymportante disolucion
de los atractantes en grandes volumenes de agua y a la existencia de una gran variedad de
maléculas con poder igualmente atractante que s¢ encuentran presentes tamnto en el bentos como

Z



en 1a columna de agua, por lo que es necesario identificar moléculas con el mayor poder

atractante posiblc.

Dentro de las aproximaciones utilizadas para investigar €l papel de los atractantes, hasta
la fecha la mayor parte de las investigaciones se han restringido a la evaluacion de extractos
aumales y algunos compuestos de byo peso molecular (aminodcidos y nucledtidos
principalmente). Esto ha ornginado que los productores de alimentos utilicen diversos
ingredientes a los que genéricamente se han venido refiriendo como atractantes, encontrandose
entre los mds conacidos las harinas de pescado y camardn y extractos solubles de pescados
marinos y calamar. Sin cmbargo, su inclusidn dentro de la formulacion de alimentos o
necesariamente implica que funcionen como atractantes, debido principalmente a la variabilidad
del producto, determinada a su vez por el tipo de proceso, la especie utilizada, ¢l estado de la

materia prima, etc.

En virtud de la importancia creciente¢ de los atractantes dentro del campo de la
elaboracién de los alimentos acuicolas y considerando el patencial que presentan algunas aminas
biogénicas (Cadaverina y Putrescina) como estimulantes alimenticios (Mendoza er al., 1997), se
decidié establecer una nucva serie experimental destinada a probar las dosis mds adecuadas de
éstas y otras aminas biogénicas y su eficiencia al scr comparadas con sus amino dcidos
precursores. Por otra parte, en busqueda de alternativas mas econdmicas, la presente
investigacion se onentd a la identficacion de fracciones atractantes a partir de extractos anunales

y vegetales, considerando su facilidad dz obtencion y bajo costo.



OBJETIVO GENERAL

Demostrar el potencial de moléculas sintéticas: aminas biogénicas y sus aminodcidos
precursores, asi como de extractos de animales y vegetales, como estimulantes alimenticios, al
ser adicionados en dietas experimcntales y comerciales destinadas a crusticeos marinos y

dulceacuicolas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

.- Determinar la dosis dptima para cada ung de los tratamientos experimentales.

.= Estimar c! efecto sinérgico de los atractantes putativos.

.- Establecer cuales fracciones le confieren el poder atractante a ciertos extractos animales y
vegetales.

.- Estimar la relacion costo - beneficio de los atractantes que ofrecieron los mejores resultados.

.- [dentificar los mejores atractantes y estimulantes alimenticios para cada una de las especies de

crustaceos utilizadas.

HIPOTESIS

Si las distintas especies de crustaceos producidos a nivel comercidl tienen diferentes

hébitos alimenticios, entonces estas seran atraidas por diferentes moléculas.



ANTECEDENTES

LANGOSTING (Macrobrachueim rosenbergii De Man)
CARACTERISTICAS Y PRODUCCION

Uno de los crusticeos de agua dulce con mayor potencial de cultivo en México es el
langostine Macrobrachium rosenhergii, €l cual siendo originario de la region del Indo Pacifico
ha sido introducido en varios paises, debido a las ventajas que presenta en su manejo, tales como

poca agresividad con respecto a ofras especies de langostinos, rapido crecimiento, gran

adaptabilidad y resistencia (Magallon, 1980).

La produccién mundial de A, rosenbergii en 1989 fue de 27,000 toneladas metricas,
siendo Tailandia, Vietnam y Taiwan los principales productores (New, 1990). Para 1992 su
produccion se incrementd a 31, 235 toneladas métricas (FAQ, 1994), y para 1997 la produccidn
se incrementd a 46,000 toneladas (Bird, 1998).

En México, el cultivo coincrcial de langostino se nicid en 1984 en los estados de
Veracruz, Tamaulipas, Mor¢los, Colima y Jalisco. Para 1988 existian ya doce laboratorios
productores de postlarvas con una capacidad instalada para 11 muilones de postiarvas por afio y
46 unidades de produccion de individuos de talla comercial, con un espejo de agua de 214.6 has,
alcancando una produccion de 133.62 toneladas (SEPESCA, 1990). Estus reportes oficiales
contrastan con la reportado por New (1990) quien sefiala que la produccion de langostinos en
México para ¢l afio de 1987 fuc de 361 taneladas, la cual lo colacaba en segundo lugar entre los
paises productores de langostino de Latinoameérica y El Caribe, sélo superado por Brasil con
1,000 toneladas anuales. Debido a estos bajos voliimenes de produccion, New (op. cit.) describié
a México como "el gigante dormido” de Aménca, adjudicando esta baja de produccién al mayor

interes existente en la produccion de camarones marinos €n €l pais.

HABITOS ALIMENTICIOS
El langostino Macrobrachium rosenbergii presenta habitos alimenticios del tpo

omnivoro y su alimentacion normal incluye gusanos e insectos acudticas, pequefios moluscos y



crusticens, caddveres de peces y otros animales, ademas de semillas, frutas, algas, tallos y hojas
suaves de plantas acudticas. En estadio juvenil consumen cualquier tipa de materia organica, viva
0 muerta y pueden llegar a recurrir al canibalismo (Ling, 1969; New, 1990; Holtschmith, 1988;
SEPESCA, 1990). Mientras que en condiciones de cultivo, los langostinos adultos pueden ser
mantenidos con alimentos comerciales y trozos de higado de res y calamar dos veces por semana

(Daniels, ef al. 1992).

Por otra parte, Fonseca (1980), al experimentar con Macrobrackium sp. en estanques de
concreto con diferentes alimentos ricos en proteinas, como came de pescado y alimentos
balanceados para pollos, ohservd que el suministro de éstos no se reflejaba en un mayor
rendimiento al que se prescrtaba en estanques nisticos, concluyendo que la alimentacidn natural

era importante para su cultivo.

ACOCIL ROJO (Procambarus clarkii)
CARACTERISTICAS Y PRODUCCION

Procambarus clarkii, comimmente llamado acocil rojo, s distnbuye naturalmente en los
estados del nareste de México, asi como en los Estados Unidos, especificamente en Texas,
Alabama, Louisiana, Mississipi, Florida, Arkansas, Tennessee, Missouri, Illinois, Nueva México
y Oklahoma. (Huner y Barr, 1982; Hahbs III ez af, 1989). Estos organismos son considerados
como la principal fauna macrobenténica en zonas ldticas y lénticas (Momot, 1984), prescntan
habitos nocturnos por lo que en e! dia se esconden entre la vegetacion acuatica, debajo de rocas y

en sus madngueras (Huner y Barr, 1982).

El acocil rojo es una especie atractiva para la acuacultura debido principalmente a que
posee una gran capacidad de adaptacion a difcrentes habitats, ademas de quc presenta un rapido
crecirmuento y un alto potencial reproductivo (Huner y Barr, 1982; LaCaze, 1981). La mayor
produccidn comercial de esta especie se lleva a cabo en los Estados Unidos, principalmente en ¢l
sur del estado de Louisiana, en donde se cosecha cerca del 98% de la produccion total, en una

area de mas de 100,000 acres (Huner y Bait, 1982).



El sistema de cullivo para el acocil rojo unplica la utilizacion de trampas con camada
para su cosecha, la que representa del 60 al 80% de los costos de produccion (De La Bretong y
Romaire, 1991), por lo que, la ripida expansién de esta industria en los E.U. ha incrementado la

dcmanda por carnadas o ccbos efectivos y de bajo costo (Cauge, et af, 1982).

Entre las camadas utilizadas mas cominmente destacan peces como sardinas, carpas y
bagres y también sc ha utilizado carne de res, especialmente el higado (Huner y Barr, 1982). Esto
vino a ser confirmado por Rodriguez (1993) quien al comparar la efectividad de diversos cebos,
encontro que el higado de res ofrecia mejores resultados que las visceras de pollo, el musculo de

pescado y la cabeza de camaron.

HABITOS ALIMENTICIOS

Los acociles son particularmente activos después del atardecer y continuan su actividad
de alimentacion hasta €l amanecer. Las plantas acuaticas son componentes esencidles en la dieta
de esta especie, sin embargo, recientemente se ha demostrado que también consurnen animales
plancténicos coma copépodos, pulgas de agua y ostracodos. Estos organismos obviamente
proveen a los acociles de nutrientes ausentes en plantas verdes y detritus, aunque el consumo de

estas no excede del 10% del consumo total (Huner y Barr, 1982).

Por otra parte, Wiernicki (1984) encontrd que la eficiencia alimenticia de juveniles de
acociles es relativamente mayor cuando consume £lodea sp. descompuesta que cuando consume
Elvdea fresca. A partir de lo anterior {ue posible estumar que al menos un 70% de su dieta esta

constituida por nulnentes de urngen bactenal o fungico.

CAMARON BLANCO (Litgpenaeus vannamel) y CAMARON AZUL (Litopenaeus
stylirostris)
CARACTERISTICAS Y PRODUCCION

El camarén es uno de los recursos mas explotados desde la década de los 70's. En virtud
de su demanda, en México estas especies s¢ han venido cultivando en varios estados de la
Republica, adicionalmente a las capturas regulares que se llevan a cabo a lo largo de las costas

del Océano Pacifico (Martinez, 1993).



El cultivo dc camardn se ha convertido en una industria multimillonaria a nivel mundial,
can producciones que se han incrementado de 170,000 TM en 1984 a 932,000 TM en 1995,
representando el 29% del mercado mundial de crustaceos (FAQ, 1997).

En México, el camarén constituye uno dc los recursos pesqueros mas impaortantes por su
volumen de captura y su alto valor comercial, desafortunadamente las pesquerias tendieron a
disminuir en los Gltimos afios, lo que propicio que el cultivo de camardn se haya convertido en la
principal actividad dentro de la acuacultura a nivel nacional (FAQ, 1997), creciendo a razén de
un 10% anual cn los dltimos afios. La produccién total mexicana de camarones cultivados en
granjas en el afio de 1997 fue de 17,000 toncladas, de las cualcs el 75% correspondid a
Litopenaeus stylirostris y ¢l restante 25% a L. vannamei. Las cifras anteriores correspaonden al
2.3% de la produccidén mundial en el mismo aiio (Rosenberry, 1998). En 1999 la produccion total
de camarones peneidos bajo a 13,315 toneladas (Gallagher, 2000) debido probablemente a que

muchas granjas fueron afectadas por el Huracan Mitch a finales de 1998 (Rosenberry, 1998).

La diferencia presentada en la produccian por especie se debe principalmente a que se
han desarrollado nuevas lincas de L. styfirostris resistentes a diferentes enfermedades; ademas de
que la mayoria de las granjas en México operan bajo condiciones de alta salinidad (> 45 ppt), lo

que favorece el cultivo de esta especic (Chifford III, 1998).

HABITOS ALIMENTICIOS

Los hébitos alimentictos de los camarones peneidos son dificiles de determinar, pero en
general se han descrito como omnivores oportumstas, ahmentandose de cualquier materia animal
o vegelal disponible, incluyendo material de detritos (Mc Tigue y Zimmerman, 1991). Se ha
observado que en sus pnmeras elapas se alimentan de fitoplancton y zooplancton, mientras que
los camarones juveniles y adultos son organismos carrofieros que se alimentan principalmente de
tejidos y restos organicos que se encuentran en ¢l bentos, tales como ciertas colonias dc bactcrias
y de algas filamentosas asociadas a protozoarios, pequefics nematodos y algunos copépodos,
siendo éstos un importante componente de su dieta, Igualmente, consumen algunos vegetales
entre los que se encuentran plantas terrestres y algas (Hindley 1975; Dall ef al., 1990; Martinez,
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1993). Asi mismo, se¢ ha reportade qu¢ los peneidos son predadores de pequefios animales

ept-bentomicos, especialmente crustaceos, paliquetos y molusces (Sevilla, 1983).

De igual mancra, los andlisis de cantenidos estomacales de peneidos revelaron f(a
existencia de restos de poliquetos, crusticeos, moluscos, peces y vegetales. De aqui que se

considere a [0s camarones comao organismos omaivoras selectivos (Hindley, 1975).

En cultivus en laboratonio byjo condiciones controladas, los camarones son alimentados
con nauplios de Artemia en sus pnmeras etapas y al alcanzar una talla mayor se les propoccionan
dietas artificiales (Ayala y Valencia, 1987), ademds de lodos aquellos orgunismos que se
encuentran disponibles (plantas, algas unicelulares, detritos, etc.) en los estanques donde se

cultivan.

Dentro de esta generalizacidon cabe mencionar las diferencias entre los habitos
alimenticios de L. stylirostris y L. vannamei , ¥a que al primero se le ha catalogado como mas
carnivoro. Lo anterior fue corroborado al observar una mayor predisposicion de las larvas de L.
stylirastris para consumic nauplios de Artemia (Chifford I, 1998), De igual forma se han
encontrado  diferencias  entre  los  habitos  alimenticios de  especies  emparentadas
filogeneticamente, tal es el caso de Penaeus setiferus y P. aztecus, siendo ia primera de hdbitos

carnivoros, mientras que la segunda es dc habites herbivoros (McTigue y Zimmerman, 1991)

PRODUCCION DE HARINAS PARA ALIMENTOS ACUATICOS
La produccion de alimento para orgamismos acudticos esta basada principalmente en la
utilizacion de harinas de pescado, las cuales le confieren a la dieta un adecuado contenido

proteica, sustentado ademés por la presencia de un buen perfil de amunoacidos.

En México existen pocas compafiias productoras de alimento para especies acuicolas,
entre las cuales destacan tres compafiias con base en Estados Unidos: Agribrands International

(formalmente Ralston Purina [nternational), Rangen y Zeigler, que son las quc dominan el
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mercado de alimentos para camardn. La produccidn total consumida en nuestro pais fluctia

alrededor de 40,000 toneladas métricas por afio (Rosenberry, 1998).

Imporiancia y Produccion de la harina de Pescada.

El 95% de la pesca mundial de peces es utilizado para la produccion de harina. Mediante
gsta transfarmacion se obtiene un producto mas estable y con mayor contenido proteico que el
pescado mismo (Barlow y Windsor, 1984). En relacion con la industria acuicola, se ha estimado
que en 1995 se consumi¢ un 15% de la harina de pescado producida a nivel mundial (New, 1996)
y se ha venido considerando que si la tendencia continua, se incrementara la demanda de harina

de pescado para ser utilizada en dietas para organismos acuaticos (Mendoza, 1998).

Dentro del contexto dc la produccion de harinas, otra de las fuentes mas prometedoras

son las harinas de crustaceos, entre las que destacan la de camardn y la de langostilla.

Importancia y Produccion de la harina de Langostdia.

Considerando que la langostilla (Pleuroncodes planipes) es probablemente el crustaceo
decapodo bentdnico mas abundante de México, en los udltimos afivs s¢ ha vislumbrado la
posibilidad de iniciar la pesqueria de la langostilla en México debido a que es un recurso que se
encuentra dispanible pricticamente todo el afic. Esta altemnativa pemmitiria obtener los mdximos
rendimicntos econdmicos mediante ¢l aprovechamiento de la cola frcsca-congelada y por otra
lade apravechar los residuos para la produccién de harina, aceite, pigmentos y enzimas,
asegurando con tado ello la permanencia del recurso a través de todo ¢l afio (Aurioles-Gamboa,

etal, 1995).

El proceso al que es sometida la langostilla para la oblencion de los productos antes

mencionados se muestra en la Figura 1.
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PROCESAMIENTO DE LA LANGOSTILLA
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Figura 1.- Proceso de transformacidn de la langostilla para la obtencién de harina y aceite.

El objetivo principal del cocimiento es el de esterilizar, coagular la proteina y liberar los
lipidos retenidos en el producto. Por su parte, el objetivo del prensado es el de obtener una pasta
con una minima cantidad de agua y lipidos, y un licor de prensa, el cual al ser centrifugado se
separa en aceite de langostilla y agua de cola. Al igual que en el procesamiento que se lleva a

cabo para elaborar harinas de pescado (Abdo, 1994), la harina de langostilla se obtiene mediante

una serie de procesos de secado y molienda

Tomando en cuenta lo anterior y considerando que la mayor cantidad de aminas

biogénicas se concentra en el agua de cola (Veciana ef al., 1990; Zaldivar, 1992), ademas de ser
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¢ésta un subproducto indeseable en la obtencion de harina, la hace un buen prospecto para ser

utilizada en pruebas de quimiorrecepcion en crusticeos.

QUIMIORRECEPCION

Para destacar |a importancia de este proceso, cabe mencionar que la habilidad para
detectar a lo lejos la calidad del alimento, confiere a los crustaceos una ventaja para optimizar el
esfuerzo que necesitan para capturar su alimento (Zimmer - Faust, 1987), ya que asi se logra
minimizar el tiempo para seleccionar su alimenlo y maximizar la ganancia de energia y
nutrientes consumidos. Es tan importante este proceso, que se ha reportado que del 30 al 40% de

las actividades cerebrales estan canalizadas 4 provesar las sefiales olfativas que reciben (Mellon,

et al, 1992).

De manera general, los crusticeos presentan caracteristicas especiales, fisioldgicas y
cercbrales, que les permite ser utilizados en experimentos de quimiorrecepcion, ya que son
faciles de mantener en condicivnes de [aboratorio, muestran comportamientos que definen
claramente una respuesta en los registros alimenticios, y ademas poseen cé€lulas receptoras de

quimicos que son accesibles « analisis electrofisiologicas (Zimmer-Faust, 1989),

Asi, la accion de los quimioatractantes y estimulantes generalmente ha sido evaluada
mediante respuestas comportamentales o electrofisiologicas (Derby y Atema, 1982; Derby y
Harpaz, 1988), sin cmbargo, la evidencia de sensibilidad electrofisioldgica a un compuesto no
necesariamente garantiza que este actie como atractante en bioensayos comportamentales

(Heinen, 1980).

La impartancia de este proceso queda de mamfiesto en diversos articulos que describen el
rol de la quimiorrecepcion en crusticeos decdpodos, especialmente en langostas, cangrejos y
camarones, (Derby y Atema, 1980; Ache, 1988; Atema, 1988; Carr y Derby, (986a; y Carr,
1988).
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Quimiorreceptores

Como ya se menciond, en [0s crusticeos, la percepcion de los estimulos quimicos es de
suma importancia para que el individuo ubique la fuente de alimento que est4 disponible en el
medio. Esto se lleva a cabo par un tipo particular de quimiormreceptores llamados astetascos o
teloreceptares, los cuales se encuentran localizados principalmente en €l primer par de anténulas,
antenas, partes bucales y/o quelas de los apéndices de mayor expasicion (Derby, 1984; Derby y
Atema, [988; Mendoza et af, [997). En cualquiera de los casos, los astetascos estan inecrvados
por miultiples c€lulas receptoras bipolares. Se estima por gemplo, para la langusta Panulirus
argus, la existencia de 350 newronas por sensillia con un total de 400,000 en cada anténula

(Derby y Atema, 1988).

La importancia de la presencia ¢ intcgridad de los drganos quimiosensoriales fue
corroborada en Homarus americanus por Deving y Atema (1982) y Cowan (1991) quienes
encontraron que las langostas que no poseian anténulas laterales perdian toda habilidad de

deteccion.

Por otra parte, los movimientos antenulares desempefian un papel significativo en fa
fisiologia de la quimiorrecepcion, adagtindose al ambiente al cual estdn expuestos los astetascoes,
ya que originan cambios mecanicos en la posicién de los receptores. Asi, los movimientos de las
antenas aumentan la exposicidn de los astetascos a los estimulos quimicos, propiciando ademaés

la circulacion del agua (Pearson et al, 1980).

Adicionalmente a lo anterior, la decision de los organismos para alimentarse se realiza
bajo la influencia de diferentes factores, tanto intermos: mivel de inanicion, dominancia social,
sexo y estatus reproductivo; como externos: presencia de predadores o competidores (Schomtt y

Holbrook, 1985).

De manera resumida, los quimioreceptores traducen una serie de interacciones especificas
entre los estimulos y las respuestas fisiologicus, siendo el prumer paso para procesar la
informacion de los quimiorreceplores el detectar las moleculas extrucelulures y enviar esta
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informacion hacia el cerebro, observandose asi una interaccion inicial entre estimulos y sus
receptores a nivel olfatorio y gustativo, concluyendo de esta manera que existe una interaccion

estimulo-receptor, como se indica en la Figura 2 (Brown y Hara, 1982).

-~

Figura 2 - Esquema de la reaccion estimulo-quimiorreceptor, tomado de Brown y Hara ( 1982)

CLASIFICACION DE LOS ESTIMULOS QUIMICOS

Existe cierto grado de confusion con respecto a la clasificacion de los estimulos quimicos,
por lo que muchos incitantes o estimulantes alimenticios han sido erréneamente identificados
como quimioatractantes. Esto ha originado que muchos de los primeros reportes tengan un valor
comparativo limitado debido a la inconsistencia en la metodologia y a la poco detallada
descripcién de las condiciones del medio ambiente, la salud de los animales y la variabilidad
individual, que son factores muy importantes en el proceso de deteccion y estimulacion (Derby y

Atema, 1982).

Segin Lindstedt (1971), Heinen (1980) v Mackie (1982) existen diferentes activadores e
inhibidores del comportamiento alimenticio en los organismos acuaticos (Figura 3). En funcion
de esta consideracion, mucha de la informacién reportada en la literatura requierc ser
re-evaluada, especialmente debido a que los criterios utilizados para estimar las respuestas de los
animales no fueron los adecuados para reconocer los diferentes grados del comportamiento en

respuesta a los quimicos.
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Figura 3.- Lista de activadores e inhibidores del comportamiento alimenticio

Para describir de manera precisa y poder predecir las respuestas a un estimulante
alimenticio, las diferentes clases de estimulos deben ser inicialmente clasificados,
categonzandose entonces las respuestas comportamentales para cada estimulo especifico. Estos
comportamientos ya han sido identificados en algunos crustaceos, tal y como se muestra en la

Tabla 1 (Lindstedt, 1971; Mackie y Mitchel, 1982; Lee y Meyers, 1996a).
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Tabla 1.- Caracteristicas de las fases que presentan los estimwlos quimicos.

FASES
Orientacion

CARACTERISTICA

Fase durante la cual los quimicos pueden actuar como atractantes,
repelentes o arrestantics.

Inicio de la
alimentacion

En esta fase los quimicos pueden actuar como incitantes o
supresantces.

Continuacion de la
alimentacidn

Finde ia
alimentacion

Los quimicos pueden actuar como estimulantes o deterrentes.

Los deterrentes actian para detener l4 alimentacion.

Por otra parte, los mismas autores sefialan que algunos estimulos quimicos pueden ser
detectados a distancia y en bajas concentraciones, mientras quc otros funcionan por contacto

directo de la fuente con el receptor(Lindstedt, 1971), tal y como se muestra en [a Tabla 2

‘Labla 2.- Deteccidn de los estimulos quimicos

QUIMICOS DETECTADOS A QUIMICOS DETECTADOS POR
DISTANCIA CONTACTO
Atractantes Incitantes
Repelentes Supresantes
Arrestantes Estimulantes
Deterrentes

ATRACTANTES
Como ya se menciond, en lo referente a la investigacidn sobre atractantes, se ha venido
trabajando basicamentc con dos aproximaciones, la primera quc implica la utilizacidn de

extractos organicos y la segunda en la cual se emplean, bajo diferentes metodologias, moléculas

puras, previamente identificadas.

Los resultados de diversas investigaciones indican que los crustidceos responden mejor a
estimulos especificos provenientes de su alimento natural con alta energia y contenido
nutricional, aunquc las rcspuestas a un estimulo difiercn entre especies, lo que probablemente es

ocasionado por los hibitos alimenticios (Zimmer-Faust, 1987).
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EXTRACTOS ANIMALES
Los cstimulantes del comportamiento alimenticio en los organismos acuaticos son
frecuentementc obtenidos mediante la preparacién de extractos acuosos de los organismos que

ingicren normalmente.

Dentro de la amplia gama de extractos probados como atractantes, cabe mencionar en
particular las series expenmentales desarrolladas con extractos de moluscos, crustaceos y otros

organismos, como se enlista en la Tabla 3.

Entre los extractos de moluscos, aquellos que han despertado mayor interés son los
realizados a partir del calamar, el cual ha resultado fuertemente atractantc tanto para crustaceos
como para peces. Cabe destacar que entre los componentes mas abundantes en dicho extracto se
encuentran algunos aminoacidos, aminas terciarias y oxido de tnmetil-amina {TMAQ) (Mackie,
1973; Takei, 1977). Por otra parte, ¢n lo que respecta a crustaceos, los extractos realizados a
partir de jaiba han llegado a evocar respuestas del mismo orden de magnitud que la de los
extractos de calamar (Carr, 1988). Finalmente, extractos de otro tipo de organismos acuaticos
han resultado también atractantes, aunque en menor magnitud que los anteriores (Fuke, ef al.,

1981; Daniel y Bayer, 1989).

A este respecto, se han identificado tres caracteristicas importaatcs de los estimulos
alimenticios presentes en los extractos:

a) Los estimulantes mas potentes son metabolitos comunes, de bajo peso molecular

como: aminoicidos, compuestos cuatemarios de amomnio, nucledtidos y acidos

Qrgantcos.

b) Especies diferentes de crustaceos y peces pueden responder a diferentes sustancias

presentes en un mismo extracto.

¢) La estimulacion del compottamiento alimenticio de la mayor parte de los extractos

se debe a una mezcla de sustancias mds que a una sustancia dominante.
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Como grupo éstas sustancias son solubles e agua y se presentan de manera ubicua en los

tejidos, a concentraciones mayores que las presentes en ¢l medio ambiente.

Tabla 3 - Resumen de los bioensayos realizados con extractas de moluscos, crusticeos y otros organistgs.,

GRUPO EXTRACTO ESPECIE RESUL. [MOLECULAS| AUTOR
Molusco Alcohalosoluble de Homarus positiva N.I* Mackie &
calamar gammarus Stelton, 1972
Ac. glutamicao,
Molusco Alcoholosoluble de Erimacrus posifivo | glicina, prolina, | Takei, 1977
calamar isenbekii betaina, taurina
Molusco Mezcla sintética de | Salrmo gardneri y | positivo N.L Mackae, 1973
calamar Scophtalmus sp
Molusco Extracto de calamar Homarus positivo | prolina, glicina, | Mackie, 1973
gammarus alanina, arginina
Molusco Extracto de ostras Lagodon positivo betaina Carr et al., 1984
rhamboies
Molusca Extracto de calamar | Scophtalmus sp. | positivo Inosina Mackie &
] Adran, 1978
Molusco Extracto Penaeus positiva N.I Cruz-Sudrez y
hidroalcoholosoluble de Jjapamcus Guillaume,
calamar 1983
Molusca Ext. de Mytilus edulis Homarus positivo N.L Derby, 1984
(fracc. de bajo MW, americanus
Molusco Ext. de Mytilus edifuy Homarus negativo N.L Decby, 1984
(fracc. de alto M. W) americanus
Melusce Musculo de abulon Panulirus positivo |} Taunny, gheing, | Zimmer-Faust
interrupltus lisina et al, 1984
Molusco Extracwo de bivalvo, Penaeus negativy N.L Hill
Perna canalictus esculentus Wassenberg,
1987
Molusco | Ensilado de visceras de | Haliotis fulgens | positivo N.L Viana et al,,
abulon 1994
Molusco Caracoles en Coenobita positivo NIL Ruttschof &
descomposicion rugosis Sutherland,
1996
Molusco | Extracto de calamar Salvelinus positivo N.L Toften &
alpinus Jobling, 1997
Crustaceo Extracto de jaiba Palaemonetes | positivo glicina Carretal., 1984
pugia
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Continuacion de la Tabla 3.

HGRUPQ | EXTRACTO CLE
Crustices Ext. del camardn Penueus
Metapeneus benattae esculentus positive N.L Wassenberg,
1987
Crusticeo Extracto de krill Pagrus major | positivo N.L Shimizu, ef
Euphausia superba al. 1990
Crustaceo | Extractos de camardn | Ocfopus mayu | positivo N.L Lee, 1992
y jaiba
Crusticeo | Extracto de cabeza de Penaeus Holland &
Camarén P. monadon vannamei positivo N.L Rusell, 1993
Peces Extracto de arenque Homarus positivo N.L Daniel y
americanus Bayer, 1989
Otros Perineireis brevicirrus |  Chrysophrys positivo amino acidos Fuke et al.,
major 1981

* N.I.= No Ideatificadas las moléculas que componen el extracto.

EXTRACTOS VEGETALES
Hasta el momento la wtilizacién de fuentes vegetales en las dietas para crusticeos, en
comparacion con las fuentes animales, ha sido limitada, lo que explicaria la secases de

bioensayos de quuuiorrecepeion en los cuales se hayan utilizado extractos vegetales.,

No obstante, ha sido sugerido que a pesar de que los animales acuaticos no tienen la
oportunidad de alimentarse de plantas terrestres, algunas de ellas atraen o estimulan a los
vertcbrados ¢ invertebrados acuticos (Harada, 1991). Asi, ha sido comprobado el potencial
atractante dc diferentcs sustancias alimenticias terrcstrcs, tales como espccias, plantas

medicinales y frutas en animales acudticos.

Sin embargo, hasta ¢l momento este tipo de evaluaciones se han llevado a cabo
unicamente con peces y moluscos, y no se conocen esludios de este tipo en crustaceus.
Actualmente solo el conocimiento empinico de los pescadores y acuacultores los ha llevado a

probar la pulpa del coco como sefiuelo en trampas para langostino M. rasenbergii (Tripathi,

1990). Dentro de este contexto, cabe destacar un estudio realizado con abuldn Haliotis discus,
peces Misgurnus anguillicaudatus y atin cola amarilla Seriola quingueradiata los cuales fueron

expuestos a diferentes partes del coco, mostrando un gran potencial atractante en lus tres especies
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de animales acuaticos. Tanto la leche de coco como la cascara y la albamen de coco se

encontraron siempre con los valores mds altos de atraccion (Harada y Miyasaki, 1997).

Por otra parte, se ha determinado el valor de ciertos forrajes agricolas y subproductos
como alimentos suplcmentarios para cangrejas de rio Procambarus clarki, reportando mayores
rendimientos con heno de arroz (736 Kg/ha) y heno de zacate bahia (733 Kg/ha) (Rivas et al,
1978). Adicionalmente se ha reportado que los acociles crecen mejor cuando se les alimenta con
una combinacion de plantas (Polygonum sp. y Jussiaea) que al alimentarlos con paja de pastci
bermuda (Cynodon dactilon) (Romaire et al, 1978). Lo anterior implica que los vegetales
constituyen una fuente wmportante de alumento para los acociles y por lo tanto existe la

posibilidad de que los extractos puedan estimular su comportamiento alimenticio.

En estudios similares, se ha estudiado el consumo y la digestibilidad aparente de
macrofitas acudticas con el langostino Orcorectes virilis, sicndo la cola de caballo (Fquisetum
sp.) la quc presentd mcjores resultados, muy par encima de otras como Typha sp, Sagittaria sp y
Vallisneria sp. (Brown et al., 1990). Por altimo, se evalud la cficiencia de asimilacion y ¢l
porcentaje de ingestion de Procambarus clarkii, alimentados con alfalfa (Medicago sativa), lirio
acuatico (Eichhornia crassipes) y berto (Nasturtium sp); cuando ¢stos vegetales fueron utilizados
frescos se encontrd un mayor parcentaje de eficiencia de asimilacion con la alfalfa, mientras que
cuandu se utilizaron con un tiempo de descomposicion de 30 dias, €l lino acuatico presentd
mayor consumo (Muitoz-Ortiz, 1993}, Por ofra parte, se determino que la alfalfz fresca poseia
una mayor cantidad de los aminoicidos arginina, lisina, histidina y tirosina, mientras que al ser
analizada después de un proceso de ensilado presentaba una mayor cantidad de aminas
biogénicas, especificamente putrescina, cadaverina y cspermidina, cneontrindose una relacidn
inversamente  proporcional entre la  arginina-putrescina,  lisina-cadaverina ¥

metionina-espermidina (Phuntsok, et al., 1995).

Los antecedentes anteriores, a pesat de no estar direclamente relacionados con las prugbas

clasicas de quimiorrecepcion, nos pueden dar una idea del tipo de extractos vegetales que pueden
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ser utilizados como atractantes para crustdceos en bioensayos de laboratorio como en bioensayos

de campo en condiciones naturales.

En este sentido, también se deben tomar en cuenta algunos estudios en los cuales se
mencionan fuentes vegetales que actian como deterrentes, tal es ¢l caso del alga verde Halimeda
incrassata para ¢l pez herbivoro Sparisoma redians (Targett et al, 1986 ), sin olvidar que el uso
de proteings vegelales en alimentos para orgamsmos acudticos tiende a restringirse debido a que
la mayoria de estas fuentes presentan toxinas y faclures anlinutricionales gue probablemente
actien como amrestantes o deterrentes (Mendoza, 1993), de la misma manera, la inclusidn de
altos porcentajes ha sido asociada a factores anti-palatables y anti-atractantes (Lim y Daminy,
1989).

MOLECULAS PREVIAMENTE IDENTIFICADAS

Entre los estudios realizados para determinar el potencial de atraccion de moléculas
previamente i‘_i‘entilicadas, se han reportado algunas sustancias de bajo peso molecular que
pueden ser utilizadas como atractanies para crustiaceos decdpodos, dentro de las cuales destacan

los aminodcidos, nucledtidas, sales cuaternarias y algunos azicares, entre otros.

Aminoacidos

En el caso de los bioensayos con aminodcilos, las generalizaciones resultan delicadas
puesto que en la mayor parte de los casas s6lo se han probado algunos de ellos y inicamente con
ciertas especies, lo cual implica cierto desconocimiento sobre el potencial de la mayor parte de
éstos. En la Tabla 4 se sumnarizan algunas series experimentales que denotan la eficiencia de

algunos aminoacidos en particular.
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Tabla 4- Resumen de los bioensayos tealizados con aminoicidos como atractantes alimenticios en diferemtes

especies de crustacevs y peces.

AMINOACIDOS ORGANISMO RESULTADO AUTOR i
Glicina Cambarus sp. positivoe Hodgson, 1958
Arginina, Alanina Ostrina sp. positivo Beck y Haneg, 1958¢
Alanina, Praolina,
Tirosing, Ac. glutamico | Homurus americanus positive McLeese, 1970
Arginna Penaeus japonicus positivo Kitabayashi et a/., 1971®
Lisina, Arginina Penaeus merguiensis positive Ilindley, 1975
Taurina Panulirus argus positivo* Fuzessery et al, 1978
L-glutdmico
Glicina, Taurina Crustaceos Decipodos positivo Heinen, 1980
Taurina, Prolina
Argininz, Glicina Pleuronectes platessa positive Mackie, 1982
Taurina Panulirus argus positivo* Thompson y Ache, 1980
L-Alaning, L-Senna Orconectes limosus positivo Bauer et af, 1981
L-Histidina
Arginina, L.isina Homarus americanus positivo Carter y Steele, 1982°
Alanina, Leucina, Salmo gawdneri positivo Marui e al, 1983
Phenilalanina
Tauring, Ac. glutdmico Panulirus argus positivo™® Derby et al, 1984
Argining, Lisina Orconectes limosus positive™® Hatt, 1984
Taurina
[saleuctna M. rosenbergii positivo Holland, 1985
Tauring, Glicina Macrobruchium
Arginina rosenbergii positivo Harpaz et al. 1987
Arginina Peraeus japonicus pusitivo Nakarmura, 1987°
L-isoleucina, Glicina
Hidroxi-L-prolina Orconectes virilis positivo Tiemey y Alema, 1987
L-glutamato, L-valina
Glicina, L-glutamato Orconectes rusticus positivo Tiemey y Atema, 1987
Glicina, Taurina Panulirus argus positivo Derby y Atema, 1988
L-arginina Macrobrachium pusitivo™ Derby y Harpaz, 1988
Taunna rosenbergtt
Arginina Palacmon elegans positivo Kurmaly er al, 1990
Tauring, Glicina Punulirus argus positivo® Trapido er al, 1990
Valina y B-alanina Uca longisignalis positive Weissburg &
Uca pugilator Zimmer-Faust, 1991
Glicina Panulirus interruptus positivo Zimmer-Faust, 1991
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Continuacion de la 1abla 4.

ORC T RESULTADO . JWTOR
L-glutamato, Taurina
Hidroxi-L-prolina Haomarus americanus positivo™® Coroto, et al. 1992
[.-arginina
Glicina, Prolina, Octupus maya positivo Lee, 1992
Taunna
Histidina, Argina Planorbarius corneus pasitivo Lombardo ef al., 1992
Hidroxi-prolina Homarus americanus positivo* Vaight y Atema, 1992
Taurina
Histidina, Arginina Panulirus argus Positivo* Fadool et al, 1993
Mezcla de aminoacidos Penaeus monodon positivo Hartati y Briggs, 1993
Alanina, Arginina, Penaeus monodon Positivo Coman et al, 1996
Serina, Taurina

* bigensavos realizados mediaate t€cnicas electrofisioldgicas.
* citados por Lindstedt, 1971.
b citados por Lee y Meyers, 1996a.

Utidizacion de los aminodcidos como quimivestimulantes.

La quimiodeteccion de ciertos aminoacidos por los crusticeos y ofros organismos
acuicolas parece tener un rol dentro de la sobrevivencia de las especies, ya que estan dotados
evolutivamente de receptores especificos que permiten la localizacion de determinadas sustancias

o moléculas que forman parte de su dieta (Derby y Atema, 1932).

Dentro de cste contexto, cabe mencionar que los aminoacidos libres son abundantes como
osmolitos difundiendo rapidamente de los tejidos de los invertebrados acuiticos que constituyen

la dieta principal de los crustdceos omnivoros {Zimumer-Faust, 1987).

Asi, por ejemplo, se ha encontradv que la arginina es parte constituyente de diversos
extractos de calamar, mismos que a su vez han presentado buenos resultados como
quintioestimulantes para la langosta Aomarus gammuruy (Mackie y Shellon, 1972; Mauckie,
1973), al igual que para el salmén Salmo gardneri (Mackie, 1973), y el cé.ngrejo Erimacrus
isenbekii (Takei, 1977).
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De igual manera, la lisina ha sido identificada como compancnte del misculo del abuldn,
que resultoé scr estimulante del comportamiento alimenticio de la langosta Panulirus interruptus

(Zimmer-Faust ef al., 1984b) y del camarén Penaews merguiensis (Hindley, 1975).

Por su parte, Carr et al., (1996) mencionan que la histidina se ha encontrado como un
constituyente importante ‘en extractos de sardinas y macarelas (Sardinella anchovia y Scomber
Japonicus, respectivamente), ademas de la jaiba azul (Callinectes sapidus). Extractos de esta
iltima especie fucron utilizados para estimular el comportamiento alimenticio de Palaemonetes

pugio (Carr et al., 1984).

Por altimo, se ha observado que la tirosina forma parte, aunque en concentraciones muy
bajas, de extractos de camardn (Metapeneus benatiae), el cual propicia un efecto estimulante

positivo en individuos de Penaeus sculentus (Carr et ai., 1984).

AMINAS BIOGENICAS
Las aminas biogénicas son moléculas provenientes de la degradacion de diferentes
aminodacidos (Gouygou et al., 1989), proceso que se prescnta normalmente en condiciones de

descomposicidn de la materia organica.
Con la finalidad de lograr un mejor entendimiento, se deben de tomar en cuenta los

procesos que ocurren inmediataniente después de la muerte de un organismo, tal y como se

descnbe en la Figura 4.
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Figura 4 - Proceso de la descomposicion de los organismos
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El procesa de formacidn de las aminas biogénicas asi como el tiempo que tardan en

formarse han sido descritos ya en investigaciones anteriores (Montemayar, 1995).

EFECTO DE LAS AMINAS BIOGENICAS EN LOS ORGANISMOS

Los efectos provocados por €l cunsume de aminas biogénicas varia segin €l organismo.
En el hombre se pueden producir cambios en la presion sanguinea, reduccidn de la movilidad
intestinal, diarrea y efectos adversos sobre el sistema nervioso (Huisman, er af., 1992). En el
caso especifico de la histamina, esta puede ocasiomar una respuesta alergica ya que €s un

dilatador capilar (Regeostein y Regenstein, 1991).

Las aminas biogénicas, al ser utilizadas en concentraciones adecuadas pueden resultar
atractantes, como en los casos de Orconectes rusticus y Macrobrachium rosenbergii. En estas
investigaciones, el pnmerao resalto ligeramente estimulado por la putrescina (Tiemey y Atema,
1987), micntras que para el segundo, la cadavenna y la putrescina resultaron ser atractantes y
estimulantes alimenticios logrando promover un consumo de alimento mayor al 200% en
comparacion con un alimento comercial (Mendoza, e al. 1997). Sin embargo, a bajas
concentraciones no se obtienen diferencias significativas en atractabilidad cuando se utilizan con
Homarus americanus (Daniel y Bayer, 1987). Contrariamente, al ser ingeridas en altas
concentraciones por pollos y peces, pueden causar efectos adversos tales como intolerancia al
alimento, hipecsensibilidad o dario intestinal (Taylor, 1984; Kuba et a/., 1983; Murray ez af,,
1982; Sakaguchi et al, 1982).

Ast musmo, se ha reportado que las aminas biogénicas juegan cierto papel como
promotoras de crecimiento cuando se emplean en bajas concentraciones, Cuando se utihizo la
putrescina como suplemento en alimento para pollos, se¢ observd que a dosis de 0.2%
incrementaba el crecimiento (Smith, 1990), sin embargo, este efecto no se logréd encontrar
cuando se adiciond putrescina al alimento para truchas, ya que aparentemente la putrescina era
oxidada antes de ser asimilada. La falta del efecto de esta amina se atnibuye a la enzima
diamino-oxidasa, ya que el trayccto del alimento es mas largo en truchas (36 horas) que en pollos

(4 horas), por lo que hay mads tiempo para oxidarla (Cowey y Cha, 1992).
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Por otro lado, las aminas son ese¢nciales para el crecimiento celular, siendo necesarias
para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos y para la formacion de punnas (Smuth, 1990).
Ademas afectan las actividades de cierlus enzimas y en particular la putrescina prolege a las

células de un shock osmdtico (Pegg, 1986, citado por Cowey y Cho, 1992).

SINERGISMO Y ANTAGONISMO

Existe la posibilidad de que el estimulo alimenticio sea provocado por distintas sustancias
o moléculas que actien de manera combinada. Hasta el momento, en bioensayos realizados con
diferentes crustaceos (Tabla 5), se han utilizado mezclas a concentraciones establecidas y en
proporciones defiudas. Dentro de estas mezglas destaca en particular la utilizacion de
aminodcidos, nucledtidos, nucledsidos, lactato y compuestos cuaternarios de amonio. Estas
pueden provocar en un organismo dos respuestas: supresién o sinergisma. El primer tipe de
tespucsta se genera cuando los resultadas de las mezclas son menores a los resultados de cada
uno de sus componentes por separado y el segundo cuando los resultados de las mezcelas son

superiores a los resultados de cada uno de sus componentes (Carr ef al., 1989).

Con ¢l fin de gjemplificar este aspecto, vale la pena mencionar la sere de bivensayos
efectuados con Palaemonetes pugio en los cuales se utilizd una mezcla de cuatro (gjidos amimales
que conlenian metabolitos de byo peso molecular {nucledtidos, nucledsidos y compuestos
cuaternarios), en donde se observd que existia una mayor excitabilidad empleando la mezcla, que

aplicanda los metabolitos de forma individual (Carr y Derby, 1986a).

Por su parte, Kamamura ef al., (1995) observaron que una mezcla de extracto de pescado
con cafia de aziicar funcionaba mejor como un ceho para las jaibas Portunus pelagicus y
Charybdis japonica, que ¢l extracto de pescado o la cafia de azicar utilizados de manera

individual.

De la misma manera que en los extractos, la accion de los aminodcidos puede resultar
sinérgica, ya quc ¢stos generalmente son mas efectivos en forma conjunta que cuando se usan
por separado (Heincn, 1980; Hartati y Briggs, 1993).
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En un estudio de quimioatraccion con el cumardn manno Palaemonetes pugio, se
compard Ia efectividad de una mezcla sintética de aminodcidos mas betaina en concentraciones
similares a los encontrados en el extracto acuoso de cangreja azul (Callinectes sapidus), se
probaron estos dos atractantes y un tercero que incluia ademas de la mezcla de aminodcidos y la
betaina, una serie de nucledtidos tales como el AMP, ADP, ATP, etc., resultando con mayor
efectividad el extracto acugso de cangrejo, seguido de la mezcla con nucledtidos (Carmr, er

ul., 1986) .

La hetaina esta presente en altos miveles en muchos invertebrados marinos los cuales son
presas de peces y crusticeos, esto contribuye a explicar el porque tenga entre sus propiedades una
alta palatabilidad (Guerin, 1998). Ademads, 14 betaina generalmente presenta un efecto sinérgico
al ser mezclada con otros aminodcidos como la glicina y la alanina, o con otros metabolitos de

bajo peso molecular, ocasionando un aumernito en su atractabilidad.

El sinergismo ha sido demostrado en numerosas ocasiones en estudios de
quimiosensibilidad y se ha sugendo que es el resultado de la activacion de varios sitios
receptores por diferentes compuestos. Un gjemplo es la fuerte respuesta de P. monodon a las
mezclas de aminodcidos y betaina, 1o que sugiere que puede ocurrir una interaccién sinérgica

(Coman et al ., 1996).

En rcsumen, la mezcla de estimulantes alimenticios frecuentemente ticne un mayor cfecto
sobre el comportamicnto de una gran variedad de animales acudticos, que iguales
concentraciones de compuestos simples (Carr, 1978; Carr y Derby, 1986b; Ache, 1988). Sin
embargo, s¢ ha demostrado que pueden igualmente presentarse etectos antagénicos al utilizar
ciertas combinaciones de moléculas en conjunto como atractantes, tal es el caso de la meecla
Prolina-Alunina-Arginina-Taurina utilizadas ¢n langostas y cuya falta de eficacidad se altnbuye
principalmente a la competencia por los sitios receptores (Mcleese, 1970; Jotnson y Ache,
1978; Ache, er al., 1986). Resultados similares han sido reportados por Derby, et af, (1991) al
utilizar mezclas de bctaina mas cistina y cistina mas taurina, observando que en P. argus éstas

mezclas tenian menor efecto que al utilizar sus componentes por separado.

23



Contruriamente & todo lo antenor, Zimmer-Faust ef af,, (1984b) encontraron que un
compuesto simple (glicina) puede ser més efectivo para Panulirus interuptus, que ciertas mezclas
conteniendo la misma molécula entre sus componentes. Igualmente, para Macrobrachium
rosenbergii sc cncontrd que un salo compuesta (cadaverina) presentaba mcjores resultadas en
téerminos de atractabilidad y palatabilidad que algunos extractas como el hidroalcoholosoluble de

calamar (Mendoza et al., [997).

Tabla 5.- Lista de estudios sabre sinergismo realizados con diferentes espectes de crusticeos.

MEZCLAS GRUPO ¢ ESPECIE | RESULTADO AUTOR(ES)
Betaina + Arginina Palaeomonetes pugic (+) Carr, 1978
| Glutamina + Betaina + Taurina Penaeus monodon (+) Hainen, (980
Aminoacidos + betaina + AMP +| Palaemonetes pugio (+) Carret al., 1984
ADP + ATP + IMP + Ac. Lactica +
TMQ + Homanna
Betalna + Alanina + Arginina +| Palaemaonetes pugio (+) Carretal., 1984
Cisteina 4 Glicina + lisina + Histidina
+ Serina + Prolina + Tirosina +
Valina + Taunina + Ac. Aspartico —
Amunoaicodos + Lactate + | Palaemoneies pugio {+)
Nucledtidos  +  Nucledsidos + Carr y Derby,
Compuestos cuatemnarios (Betaina, 1986a
Homarina y TMO).
Gilicina + Puarescina + (ilicina Orconectes rusticus (+) Tierney y Atema,
1987
Triptofano + Tirasina Orconectes virilis (+) Tiemey y Atema,
1987
AMP + extractos de camarén Homarus americanus (+) Carretal., 1986
Arguuina + Tiurosina + Histidina +|  Penaeus mmonodon (+) Hartat: y Briggs,
Cisteina + Glicina+ Lisina 1993
[Glicina + Alanina + Serina + Palinurus argus (+) Lee y Meyers,
Succinato + Oxalato 1996L
Glicina + Alanina o Taunna Crusticeos (-) Lee y Meyers,
1996a
Betaina + Alanina + Lisina +Prolina Penaeus monodon (+) Coman et al, 1996
+ Cisteinz
Taurina Homarus americanus (+) Paniel, e¢ al. 1996
[ Glutamina + Taurina | Panulirus argus (+) Steullet & Derhy,
1997
Glutamina + Taurina Panulirus argus (+) Steullet & Derby,
1997
Betaina + Glicina o Alanina Crusticeos (+) Guerin, 1998
|

29



FACTORES EXPERIMENTALES
SISTEMAS DE MONITOREQ PARA BIOENSAYOS DE QUIMIOESTIMULANTES

Hasta hace algunos afios la mayoria de los bioensayos con especies acudticas eran
utilizados para conocer los efectos de los comtaminantes asi como su grado de toxicidad,
basandose principalmente en la mortalidad dc los arganismos. En la actualidad, y debido a la
necesidad de evaluar ¢l comportamiento de los organismos al contacto con diferentes moléculas
se ha incentivado la busqueda de nuevas técnucas. La mayor ventaja al utilizar la conducta como
uria herramienta, ¢s que los resultados de las pruebas de comportamiento a menudo se presta a
una nterpretacion directa con respecto al mediourmbiente, lo que permite extrapolar las posibles

respuestas a la poblacion.

Bioensayos en Acuarios

Este tipa de bioensayos es el realizada en acunarios con barreras apacas con la intencidn
de que los organismos no tengan conlacto visual entre ellos. Este tipo de sistemas ha sido
utilizado para demostrar la presencia de feromonas, u otro tipo dc molcculas en el agua,
secretadas por individuas situados en un lado del acuano y percibidas por otros organismos en el
lado opuesto (Takayanagt, e/ uf, 1986). Este tipo de dispositivo penmite la utilizacién de
organismos de mayor tamaiio, pero, al 1gual que en ¢l ¢aso antenor, las concentraciones de las
moléculas son dificiles de estimar cuando estas son [(iberadas por los organismos, no asi cuando
son afiadidas directamente al acuario 0 por medio de un vehiculo, €l cual debe de tener
caracteristicas anti-atractante y antipalatable. Una vanante de este tipo de bioensayos es la
utilizacion de acuarios relativamente grandes (mayores de un metro de largo), en el cual es
colocado el estimulo en un extremo micniras el organismo es colocado en el extremo opuesto. La
finalidad de esta metodologia es detcrminar el comportamiento alimenticio de los organismos
registrando el tiempo que tardan desde la percepcion hasta la ingestion del alimento que contiene

el estimulo (Costero y Mcyers, 1993).

En la Tabla 6 se enlistan las investigaciones realizadas hasta el momento utilizando

4cuarios.
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Tabla 6.- Setie de investgaciones sobre quimiostecepcidn realizadas en acuatios.

i

Bioensayos en acuarios

Homarus americanus | McLeese (1970)
Homarus americanus | Mackie y Shelton (1972)
Hamarus americanus | McLeese (1973)
Homaruy gummarus Mackie (1973)
Callinectes sapidus Pearson y Olla (1977)
Palaemonetes pugio | Carr (1978)
Cancer magister Pearsan et al. (1980)
Homarus americanus | Carter y Stecle (1982)
Salmo gairdreri’ Marui et al. (1983)
Homurus americanus Derby (1984)
Panulirus interruptus | Zimmer-Faust et al. (1984a)
Orconectes viridis Hazlett (1985)
Homarus americanus | Daniel y Bayer (1987)
Orconectes virilis Tiemey y Atema (1987)

O rusticus

Panulirus argus

Zimmer-Faust et al. (1988)

Panulirus argus

Derby er al, (1989)

Panulirus argus

Fine-Levy er al. (1989)

Orcanectes rusticus Hazlett (1990)
Oncorhynchus mykiss’ | Koskela ef al. (1991)
Clibanarius vittatus Kratt y Rittschaf (1991)

Panulirus interruptus

Zimmer-Faust (1991)

Uca longisisignalis

Weissburg y Zimmer-Faust (1991)

Procamburus clurkii Dunham y Oh (1992)
Panulirus argus Fine-Levy y Derby {1992)
Angulla angullal Ajuzie y Appelbaum (1993)
Penaeus vannamei Costcro y Meyers (1993)

Seriola quinquerudiata’

Kohbara y Hidaka (1993)

Penaeus manodon

Coman ef al. {1996)

Procamburus clarkii

Dunham y Oh (1996)

Macrobrachiurm
rosenbergii

Mendoza, et ai. (1997)

Oncorhynchus mykiss’

Oikawa y March (1997)

!.- peces

Opcion Multiple

Existen sistemas denominados de opcidn multiple que se realizan en tanques o acuarios,
con la finalidad de observar la preferencia de los organismos a una amplia gama de estimulos
(Harada, et al, 1994), con la ventaja de que al cstar disponibles diferentes tipos de estimulos al
mismo tiempo, queda de manifiesto la preferencia de aquel estimulo que evoque la mayor

respuesta comportamental. La principal desventaja de este sistena se presenta cuando se utiliza
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mds de un organisma, ya que pucde influir la diferencia de tamafio de los mismos y por la tanta

la presencia de organismaos dominantes en la poblacion.

En la Tabla 7 se cnlistan la senic de investigaciones desarrolladas hasta el momento

utilizando este tipa de dispositivo,

Tabla 7.- Serie de investigaciones en las cuales se utilizé un dispositivo de opcidn multiple.

Mertangius merlangus’ | Pawson (1977)
Opcidn Multiple Pinnotheres maculatus | Derby y Atema (1980)
Panulirus argus Reeder y Ache (1980)
Hamarus americanus | Devine y Atema (1982)
Urosalphinx cinerea’® | Brown y Ritschol (1934)
Palaemonetes pugio Carr et al. (1984)
Homarus americanus | Atema y Cowan (1986)
Homarus americanus | Daniel y Bayer (1987)
Brachidanio reria’ Steele er al (1990)
Penaeus aztecus Benfield y Aldrich (1931)
Penaeus setiferus
Seriola quinqueradiata’ | Harada (1991)
y Haliotis discus’
Penaeus aztecus Benfield y Aldrich (1992)
Penacus setiferus
Haliotis fuigens? Viana e! al. (1994)
Cambarus bartonii Dunham et al. (1997)

!.- peces ! - moluscos

Y-Mazes

Este tipo de dispositivos son una variantc de las pruebas de opcidén mudltiple, con la
particularidad que el numero de opciones se¢ limita a dos. Son utilizados principalmente en
estudios hechos sobre feromonas con el fin de observar las respuestas de un sexo a las
secreciones conteniendo feromonas del sexo opuesto en etapa receptiva y/o no receptiva
(Botowski, 1984). El uso de este tipo de dispositivos presenta la venlaja de eliminar la
pusibilidad de que los organismos respondan exclusivamente a la cormente de agua. Esto es,
porque el flujo en ambos lados esta balanceado de tal manera que solo varia la presencia o
ausencia del estimulo. Sin embargo, este sistema tiene como desventaja el solo poder ser
utilizado con especies de pequefic tamano como amfipodas, adicionalmente resulta dificil
estimar las concentraciones de los estimulos, ya que estos son liberados por los mismos
organismas.
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dispositivos del tipo Y-mazes.

En la Tabla 8 se enlistan 1a scric de iavestigaciones que se han desarrollado utilizando

Tabla 8.- [nvestigaciones realizadas utilizando dispositivos del tipo Y-mazes.

TESPECIE: i P e P REFERENCIA 2
Y-Mazes Asterias rubens? Castilla y Crisp (1970)
Carcinius maenas Shelton y Mackie (1971)
Asterias rubens’ Castilla (1972)
Urosalphinx cinerea’ | Pratt (1974)
Echinus acuties’ Bondsdorff y Vahl (1982)
Echinus esculentus’
Crossaster papposus’ | Sloan y Northway (1982)
Orconectes propinguus | Tiermney y Dunham (1982)
Palaemonetes pugio Carr y Thompson (1983)

Carcinus magnas

Hauchau y Fontaine (1984}

Microdeuropus
giryllotalpa

Borowski (1984)

Gammarus palustris

Borowski (1985)

Felromyzon marinus’

Lisowskl e/ ai (1986)

O. bimaculoides?

Oncorkynchus kisutch’! | Rehnberg y Schreck (1987)
Penaeus setiferus Benfield y Aldrich (1991)
Peraeus aziecus
Penaeus seuiferus Benfield y Aldrich (1992)
Penaeus aztecuy
Octopus maya® Lee (1992)

Plarnorbarius corneus:

Lombardo e al {1992)

! . peces

2 . maluscos

3.- equinadermo

Dentro de los tipos de dispositivos mencionados anteriormente, s recomendsble ¢l
empleo de sistemas de monitoreo por television para observar las respuestas que presentan los
organismos a diferentes estimulos y/o para medir las preferencias hacia determinado alimento
(Hill y Wassenberg, 1987; Harpaz y Steiner, 1990). La utilizacién de video-camara, representa
ventajas talcs como una reduccion en el stress provocado al organismo utilizado y, por otro lado,
facilita la deteccion de las diferentes fases comportamentales que presentan y el tiempo preciso

en que sc realizan,
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ELECTROFISIOLOGICOS

Otro tipo de aproximacidn desarrollada para realizar cstudios de quimiorrecepcion,
implica la evaluacion de la respucsta electrofisioldgica a nivel de células receptoras sensoriales
ubicadas en c€lulas especificas (astetascos). Este tipo de estudios presenta [a ventaja de poder
determinar con exactitud la concentracion del estimulo por medio de la cual se obtiene el umbral
maximo de respuesta, Otra ventaja ¢striba en la baja cantidad de animales que se utilizan, ya que
con un solo apendice es posible llevar a cabo vanas pruebas, sin tener que desamrollar los
méiodos tradicionales de comportamiento alimenticio. Contrariamente, la desventaja de este tipo
de aproximaciones radica pnncipalmente en que se ha demostrado que la quimiorrecepcidn de
una molécula o compuesto a nivel electrofisiolégico, no garantiza que estos puedan influir en el

organismo a nivel de comportamiento (Derby y Atema, 1982; Derby y Harpaz, 1988).

En la Tabla 9 se enlistan la serie de investigacioncs desamrolladas hasta el momento

utilizando este tipo de dispositivo.

Tabla 9.- Serie de investigaciones realizadas mediante respuestas electrofisialdgicas.

Panulirus argus

Fuzessery et al. (1978)

Elecirofisio l(']giCOS Pamuirus argus Thompson y Ache (1980)
Orconectes imosys Bauer ef al. (1981)
iy Homarus americanus | Derby y Atema (1982)
B Palaemonecies pugio | Derby er al. (1984b)
o 5 Palaemonctes pugio | Carr y Derby (1986b)
Avm ) Panulirus argus Cart et al. (1936)
</’ K Panulirus interruptus | Zimmer-Faust ef al. (1988)
s, . Panulirus argus Derby ef al. (1989)
Pagrus major! Shimizu et ai. (1990)
Panulirus argus Daniel y Derby (1991)
Panulirus argus Derby et al. (1991)
Homarus americanus | Cototto ef al. (1992)
Panulirus argus Steullet y Derby (1997)
'~ peCES

ESTADO NUTRICIONAL DE 1L.OS ORGANISMOS EXPERIMENTALES

En téminos generales, es recomendable trabajar con orgaaismos sometidos a un periodo

previo de¢ ayuno que va de 24 horas hasta vanos dias, esto con la finalidad de acentuar las
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respuestas y evitar cualquier tipo de acandicionamiento hacia alguna dieta en particular (Costero
y Meyers, 1993).

Lee y Meyers, (1996a) constataron que se puede presentar cierto condicionamiento
ingestivo debida a factores precingestionales (gusto, textura, forma del pellets, etc) o
postingestionales (digestibilidad, asimilacidon o valor nutricional). La mayor parte de las
investigaciones sobre el comportamiento ingestivo se han enfocado a los efectos de la inanicion.
La privacidn del alimento antes de una prueba tiene un efecto directo en el wmbral de deteccion,

mientras que la adaptacidn a los quimicos asociados con el alimenio pusden resultar en la

reduccion del consumo (Kurmaly er al., 1990).

ALTERNATIVAS DE INCORPORACION DE ATRACTANTES EN EL ALIMENTO
La forma de suministro de los atractantes varia de acuerda al sistema utilizado, asi,
pueden ser incorporados de las siguicntes mancras:
1) Incluidas en ¢l alimento
a) inclusion en el alimento antes de procesarlo;
b) inclusion en el aluniento (asperston} después de procesarlo;
¢) inclusidn en ¢l alimento justo antes de ser ofrecido a los animales.
d} inclusion en el estanque al mismo tiempo que se ofrece el alimento (Lee y
Meyers, 19964).

2) Ser agregados directamente al acuario en forma liquida.

DOSIS

Las datos de niveles optimos de algunos aminodcidos y las consideraciones de costo

sugieren que las concentraciones apropiadas de quimioatractantes sean de 1% 6 menos (Heinen,
1980).

¢

Por otro luado, se debe tomar en cuenta gue la concentracion de los estimulantes puede

alierar su efecto, un ejemplo es el caso de la betaina, la cual induce el comportamiento
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alimenticio en M. rosenbergii cuando es utilizada en bajas concentraciones (Harpaz y Steiner,

1990), pero actua como repelente a altas concentraciones en Palaemonetes pugio (Carr, 1978).

FACTORES CRITICOS EXPERIMENTALES
Lec y Meyers (1996a) sugieren algunos factores criticos experimentales que afectan los

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

¢ Se debe de utilizar un dispositivo experimental gque asegure que los estimulos externos,
visuales 0 mecanicos no interfieran con la percepcién y respuesta de los estimulos quimicos.
¢ El uso de animales individuales en las primeras etapas de identificacidn de los atractantes y
estimulos atimenticios es ampliamente recomendado. Las etapas subsecuentes, tales como

estudios en campo pueden incluit poblacioncs animales para ¢valuar la aplicacién préctica de

los quimioatractantes y estimulantes.

¢ La utilizacidon de concentraciones adecuadas del estimulo quimico puede evitar la ripida
habimacién de los quimiorreceptores.

+ La estandarizacién o definicién de respuestas comportamentales especificas que puedan ser
medidas cuantitativamente y analizadas estadisticamente.

¢ Un periodo de ayuno de 24 horas previo al experimento.

¢ La utilizacion de métodos estadisticos apropiados.
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METODOLOGIA

Se utilizaron cuatro especies de crusticeos de Interés comercial, siendo dos de éstas
dulceacuicolas: Langostino (Mucrabrachium rosenbergii) y Acocil rojo, (Procambarus clarkii) y
dos marinas: Camarén blanco (Litopenaeus vannamei) y Camarén azul (L. stylirostris). Se
emplearon juveniles y adultos de ambos sexos para observar las eventuales diferencias con
respecto a los estimulos probados. Unicamente se evaluaron organismos cn fase de intermuda
{Pebbles, 1977), para evitar cualquier posible interfercncia de este fendmeno sobre el proceso de
percepeion, como lo sefialan Harpaz, ef al (1987). También se tuvo especial cuidado en utilizar
gjemplares sin ausenciy de apendices, especificamente antenas y antenulas, ya que es en éstas
donde s¢ localizan los receplores. Los ejemplares se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas
luz y 12 haras orcuridad y fueron acondicionados a la dieta base por 7 dias antes de iniciar las
pruebas. Los experimentos se llevaron a cabo con ejemplares sujetos a un periodo de inanicién
de 24 horas. Cada organisme fue evaluado una sola vez con la finalidad de evitar un posible
acondicionamiento al tipo de bioensayo utilizado. Por Glumo y tomando en cuenta resultados
preliminares que indicaron qué™Tnachos y hembras presentaban respuestas similares a los

quimicestimmulantes probados, se usaron indistintamente ejempiares de ambos sexos.

ORIGEN DE LOS ANIMALES
S¢ abtuvieron gjempluces de L. vannamei, con ua peso promedio de 8 £ 2gr., de la granja

camaronicola Vista Hermaosa, ubicada en el Municipio de Soto La Marina, Tampaulipas.

Los individuos de L. Stylirostris, con un peso promcdio de 8 + 2gr. fueron abtenidos
tanto de la granja camaronicola Acuatam, localizada en Tampico, Tamaulipas como del

CIBNOR de La Paz, Baja Califormia Sur,
Los gjemplares de P. ¢larkii fueron colectados en diversas localidades’en los municipios

de Santiage y Cadereyta Jiménes, Nuevy Ledn. Adicionalmente, una parte de los orgunismos

experimentales se obtuvieron mediante la reproduccion y mantenimiento de los mismos en las
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instalaciones del laboratorio de zoologia de la F.C.B., U AN.L. Los ejemplares de esta especie

fueron utilizados cuando alcanzaron un peso promedio de 7 + 1gr.

Los ejemplares de M. Rosenbergii, con un peso promedio de 9 = lgr., fueron obtenidos

del Laboratorio Vista Hermosa, a cargo del Gobierno de Tamaulipas, ubicado en el Municipio de

Soto La Marina, Tamps.

Macrobrachiwm rosenbergti Procambarus clarkii

Figura 5 - Especies de crustdceos utilizadas en el presente estudio.

CATEGORIZACION DE LAS FASES EXPERIMENTALES

La metodologia se dividié en tres fases jerarquizadas, 1) una serie de bioensayos de
quimiodeteccion (Piteet, 1996, modificado), 2) un bioensayo de quimioatraccién (Costero y
Meyers, 1993, modificado), vy 3) un bioensayo de campo llevado a cabo en condiciones

comerciales (Mendoza et al., 1997).
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A partir de los resultados obtenidos en los bioensayos de quimiodeteccion (1), se
seleccionaron los mejores tratamientos que subsecuentemente fueron utilizados en los bioensayos
de quimioatraccion (2), de los cuales, a su vez, se seleccionaron aquellos tratamientos que
presentaron los mejores resultados para ser finalmente utilizados en los bioensayos de campo en
condiciones comerciales (3). A manera de resumen de la metodologia, en la Figura 6 se muestra

la ruta critica de la misma.

Figura 6 - Ruta critica de la metodologia utilizada
La serie experimental comprendida dentro de este estudio estuvo destinada a probar los

siguientes tratamientos (Tabla 10):
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TRATAMIENTOS

Tabla 10.- Lista de los tratamientos.

Histidina

Lisina
Tirosina

BIOGERICAS]

Putrescma
Histamina
Cadavenina
Tiramina
Espermina
Espermidina

> SNIMALES

{Mugil cephalus)
' jaiba
(Callinectes sapidus)
Crustaceos aceite
Langostilla aguadecola

(Pleuracaodes planipes) | liofilizado
extracto etéreo

Moluscas caracol
(Pomacea bridgesi)
calamar
( Laligo sp)

(Cocus nuc:fera)

Chara sp.
Alfalfa
{Medicago sativa)

Atractante Comenal "
Langobuds®

| Dle base

40



Tanto los aminoéacidos como las aminas biogénicas fueron obtenidas comercialmente cn
la Compaiiia Sigma-Aldrich, con una pureza no menor al 98%. La preparacion de los extractos se
realizd mezclando las muestras de los tejidos en partes iguales de agua, estos fueron
homogeneizados con un homogenizador marca Pyrex y centrifugados por 20 minutos.
Unicamente el sobrenadante fue utilizado para las evaluaciones. Una excepcion fue el extractu de
langostilla (Plauroncodes planipes), del cual se obtuvieron diferentes fracciones, como el
extracto eterea, el agua de cola, el liofilizado y el aceite, mismas que fueron utilizadas por

scparado como tratamientos (Tabla 10).

Adicionzlmente se llevaron a cabo dos estudios colaterales con L. vamnamei y M.
rosenbergul, con ¢l fin, por una parte, de dilucidar aquellas fracciones quimicas derivadas de los
extractos animales y vegetales que pudieran oficcer resultados interesantes en térmunos de
atractabilidad. Asi, los extractos smmales y vegetales que presentaron mejores resullados en las
pruebas preliminares de quimiodeteccidn, fueron fraccionados mediante diversas técnicas y las
fracciones obtenidas (un total de 17, Tabla 11) fueron sometidas al mismo pratocolo
cxperimental para determinar el tipo de fracciones que le conferian al extracto su poder

atractante. Los extractas utilizados fueron de Jas siguientes especies:

= Extracto de coco: Cocus nucifera
* Subproductos de langostilla; Pleurocondes pianipes
- agua de prensa de langostilla

- liofilizado de langastilla
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Tabla 11.- Fracciones obtenidas.

COCO
(Cocus nucifera)

ACCION:

EXxtracto

Agua

Pulpa

Supetior

infenor

B&D I

Superior

Inferior

Intermedia

B&D IIT

Superior

Inferior

B&D IV

Superior

Inferior

Intermedia

Verde

Superior

[nferior

LANGOSTILLA
(Pleurocondes planipes)

Agua de cola

Licofilizado

Liofilizado

Verde

Supenor

CALAMAR

B&D IV

Infenior
Superior

Inferiar

Intermedia

TESTIGO ( +)

TESTIGO(-)

Las diferentes técnicas dc cxtraccion y separacion de los cxtractos se¢ describen en el

Anexo .

Por otra parte, se llevaron a cabo estudios de laboratorio y campo dingidos a identificar
las eventuales reacciones sinérgicas o antagonicas de diferentes moléculas sintéticas, utilizando
aminécidos y aminas biogénicas que fueron seleccionados por presentar los mejores resultados al

ser probados por separado en los bicensayos de quimiodeteccion. De esta manera se eligieron los

siguientes tratamientos que fueron sujetos al mismo protocole experimental:
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Para P. vannamei
1) Cadaverina-Putrescina
2) Cadavcrina-Arginina
3) Cadaverina-Histidina
4) Putrescina-Arginina
5) Putrescina-Histidina
6) Argiuna-Histidina
7) Cadaverina-Putrescina- Arginina
8) Cadaverina-Putrescina-Histidina
9) Putrescina-Arginina-Histidina
i0) Cadaverina-Putrescina-Arginina-Histidina

11) Cxtracto acuoso de lisa* (Mugil cephalus)

Para M. rusenbergit
1) Cadavenina-Histamina
2) Cadaverina-Argining
3) Cadaverina-Histidina
4) Histamina-Arginina
S) Histamina-Histidina
6) Arginina-Histidina
7) Cadaverina-Histamina-Arginina
8) Cadaverina-Histamina-Histidina
9) Histamina-Arginina-Histidina
10) Cadavenna-Histamina-Arginina-Histidina.

L1) Extracto acuoso de lisa*
Cabe sefialar que todas las combinacianes se realizaron en una proporcidn de 1:1 w/w,

Por Gltimo, el extracto acuoso de lisa* fue obtenido de ejemplares de lisa los cuales

fueron previamente eviscerados y colocados a temperatura ambiente en una camara himeda por
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un tiempo de 72 horas, con la finalidad de acelerar ¢l proceso de descomposicion. Muestras con
20ml del extracto acuoso resultante de dicha descomposicidn fueron colectadas cada 4 horas

durante los tres dias. Las muestras fueron congeladas hasta su utilizacion.

FASE I.- BIOENSAYO DE QUIMIODETECCION

Esta fase se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Pittet ¢z al. (1996)
modificada, la cual se basa en la investigacion cualitativa del grado de excitacion del organismo
en presencia de las moléculas probadas. El equipo consistié en un acuario de 15 x 10 X 15 cms,,
¢l cual contenia 1.5 litros de agua, este acuario fue cubierto en su exterior por un tincl dc madera
color negro, al final del cual s¢ colocd una video-camara, tal y como se muestra en la Figura 7.
Después de colocar dentro del tunel el acuario que contenia al organismo, se incluyeron los
diferentes tratamientos, diluidos en agua dulce o manna segin la especie, utilizando una

micropipeta eppendorl. El volumen de la muestra incluida en el acuario siempre fue de 300ul.

Se realizaron curvas de dosis-respuesta para cada uno de los tratamientos y especies con
la finalidad de determinar la dosis dptima, la cual se utilizé en los bioensayos subsccuentes. Para
conocer el rango de respucsta con rclacion a la dosis, sc realizaron pruchas preliminares donde
los tratamientos fueron cvaluados a dosis de 0.001, 0.01, 0.1, 1 y 10%, seleccionando asi la dosis
micial de 0.1% para ¢l caso de las moléculas sinteticas (aminoicidos y aminas biogénicas), el
atractante comercial y el liofilizado de langostilla, y de 1% en ¢l caso de los extractos animaies y

vegetales.

La secuencia de movimientos comportamentales que defire las diferentes fases de
atraccion de los crusticeos fue registrada mediante video. La duracion de cada bicensayo fue de
res minutos, ya que se estimd que si na existian evidencias de deteccidn del estimulo durante
este periodo de tiempo, no lo habria posteriormente. Se tomaron en cuenta los movimientos de
los organismos registrando el grado dc excitacion de acuerdo al critcrio cstablecido por Piltet, et
al., (1996), comao se indica en la Tabla 12. Como testigo negativo se utilizd agua dulce o marina,

en funcidn de la especie empleada en cada prueba, y un extracto de la dieta basal (Tabla 12).
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Tabla 12.- Escala de actividad propuesta por Pittet ef al (1996).

R ] PRt Ve (et
Esqala i an e R

WA CITm ek

Sin reaccion aparente.

Movimiento esporadico de los maxilipedos: sin actividad antenular.
Movimiento regular de los maxilipedos: sin actividad antenular.
Movimiento regular de los maxilipedos: actividad antenular esporadica.
Movimiento continuo de los maxilipedos: actividad antenular esporadica.
Movimiento continuo de los maxilipedos: actividad antenular extrema.

w| Bl |—oll

Figura 7.- Sistema de camara estitica con acuario para realizar los bioensayos de deteccion de estimulos.

DISENO EXPERIMENTAL

Considerando los valores registrados para cada uno de los tratamientos (24), dosis (5) y
repeticiones (3) se realizaron curvas de dosis-respuesta mediante un analisis de regresion
polinomial de segundo grado, obteniéndose mediante la utilizacién de la ecuaciones X=-b/2a y
Y=4ac-b*/4a, la dosis Optima y el grado méximo de excitacion, respectivamente, determinadas

por el uso de cdlculo diferencial (maximos y minimos), para cada uno de los tratamientos (Anexo
).

FASE II.- BIOENSAYO DE QUIMIOATRACCION EN ACUARIOS

Para esta fase se elabord una dieta basal utilizando ingredientes que le conferian una
caracteristica anti-atractante y anti-palatable, por lo cual se uso como testigo negativo (Tabla 13).

Dichos ingredientes fueron molidos, tamizados, mezclados y peletizados con un molino de carne
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para producir pellets de 1.5 mm. de didmetro. Posteriormente se secaron a 80°C durante 1 hora y

fueron colocados en bolsas de plastico, las cuales se almacenaron a -20°C y 48 horas antes de

utilizarse se pusaron a un refrigerador a 4°C.

Tabla 13.- Férmula utilizada para la elaboracién del alimento base.

INGREDIENTE PORCENTALJE EN
BIOMASA HUMEDA
Pasta de soya 45
Harina de trigo 50
Gelatina 5

APLICACION DE ATRACTANTES Y DISENO EXPERIMENTAL

Los tratamientos fueron agregados a la dieta basal por aspersion, en la dosis dptima
determinada en la fase anterior. La metodologia que se utilizé es similar a la propuesta por
Costero y Meyers (1993}, introduciéndose una modificacion consistente en eliminar el flujo de
agua, debido a yue en bioensayos previos se observo que los crusticeos presentaban una reaccion
al estimulo reostatico del flujo de agud. Tante la temperatura como el pH del agua se
mantuvieron constantes (7.0 - 7.5 y 24-26 °C, respectivamente), ya que se ha demostrado que
estos pardmetros fisicoquithicos pueden afectar cl proceso de quimiorrecepeion, como lo

mencionan Tiermney y Atema, (1988) y Lec y Meyers, (1996a).

El dispositivo utilizado para llevar a cabo las pruebas correspondientes a esta fase
cansistid en un acwario de 120 X 30 X 40 cm, sin flujo de agua (Figura 8). Este acuario poseia
una division removible en uno de los extremos, lo que nos permitid ynovilizar al animal
micutras que la fuente de estimulo (alimento) era culocada del otro lado del acuanu. Después de
cada prueba, el acuario fue vaciado y llenado con agua fresca con las mismas caructeristicas
fisicoquimicas, esto con la finalidad de exclur cualquier posible interferencia del atractante
disuelto en el agua del bicensayo anterior, lo cual hubiera podido afectar la respuesta de los

Organismos.



Figura 8.- Esquema representativo del acuario utilizado en los bioensayos de quimioatraccién.

Registro de la Prueba: Para cada uno de los tratamientos se registré el tiempo en que los
ejemplares presentaban las diferentes fases de comportamiento alimenticio (Tabla 14)
apovandonos en un sistema de videofilmacion. Estas fases han sido definidas como percepcion,
orientacién, movimiento hacia el estimulo, arribo al alimento e ingestion del mismo, como lo
senalan Costero y Meyers, (1993) y Mendoza et al., (1997). El test se registré6 como negativo si

no llegaba a presentarse respuesta en un tiempo de 500 segundos'.

Tabla 14.- Fases de comportamiento alidesdedosdeacuerdoconCostero Meyers (1993).

‘ — T

CARACTERISTICA ]
Deteccion o reconocimiento de una sefial quimica por las
anténulas, maxilipedos y dactilos de los pereiépodos.
Orientacion Cambios de posicion del animal en relacion a su posicion
antes del estimulo y apuntando a la fuente del estimulo.

Movimiento El animal inicia sus movimientos de desplazamiento va sea en
direccion de la fuente del estimulo o en otro sentido.

El animal llega al lugar en donde esti la fuente del estimulo y
detiene sus movimientos de desplazamiento

El animal manipula la dieta con sus quelipedos y apéndices
maxilares de forma que un numero mayor de receptores
quimicos (de contacto) sean expuestos al estimulo alimenticio

! Se considera el tiempo de 500 segundos debido a que en bioensayos previos se determind que después de
este tiempo los individuos no cambiaban su comportamiento hacia un estimulo.
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DISENO EXPERIMENTAL
Se utilizaron los tratamicntos que en el bioensayo de quimiodetcccion presentaron

mejores resultados, realizandose 3 repeticiones para cada uno de ellos.

Los resultados se someticron a un Analisis de Varnanza para determuinar las eventuales
diferencias comportamentales provocados por los distintos (ratamientos. En el caso de
encontrarse diferencias significativas, los tratamientos fueron separados utilizando una prueba de

comparacion de medias de Tuckey (Zar, 1982).

FASE Ill.- BIOENSAYO DE INGESTION (CONDICIONES COMERCIALES)

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos a nivel de laboratorio (Fuses [ y
I), se llevaron a cabo bicensayos de ingestion en condiciones comerciales. Esta fase es
particularmente importante para confirmar el desempefio de los atractantes al ser expuestos a
grandes volimenes de agua en movimiento, tal como sucede en los estanques, y el reto que
representa la diversidad natural de moléculas con poder atractante presentes tanta en el bentas

como en la columna de agua.

Los bioensayos se realizaron en granjas comerciales que se encuentran produciendo

actualmente las diferentes especies utilizadas.
"y

DESCRIPCION DEL BIOENSAYO

En jaulas de un metro cuadrado (Figura 9) se colocaron 10 ejemplares adultus, de la
especie que se estaba evaluando, a los cudles se les ofrecieron pellets de tamafio uniforme (0.4
cm) en una charola (la cantidad de pellets era equivalente al 3% de su peso carporal). Las
charolas fucron lcvantadas a diferentes ticmpos (20, 40 y 80 minutos), contabilizdndose el
nimero de pellets presentes, para que, par diferencia con respecto al mimero inicial de ellos, se

obtenga el atimero de pellets consumido en cada intervalo de tiempo.
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Figura 9.- Jaulas utilizadas en los bioensayos de campo en condiciones comerciales.

DISENO EXPERIMENTAL

Para cada una de las especies, se utilizaron los tratamientos que presentaron los mejores
resultados en los bioensayos previos. Se realizaron 3 repeticiones para cada uno de ellos y los
resultados fueron sometidos a un Analisis de Varianza para determinar las eventuales diferencias
entre los tratamientos. Las medias de los tratamientos fueron comparadas mediante la prueba de
contraste multiple de medias de Tuckey (Zar, 1982).

BIOENSAYO DE CAMPO CON ACOCILES

Debido a que en México todavia no se establecen granjas comerciales de acocil rojo,
Procambarus clarkii, se utilizé una metodologia alterna para evaluar el potencial de atraccion de
los tratamientos en condiciones naturales. El bioensayo consistié en colocar trampas utilizando
los tratamientos como cebos. Las trampas fueron colocadas a una distancia de 10 metros entre
una y otra y los atractantes fueron asperjados en la dieta base a la dosis 6ptima obtenida en los

bioensayos de quimiodeteccion.

Los tiempos de muestreo fueron de 20, 40 y 80 minutos, después de los cuales se registré
el nimero de ejemplares capturados por tratamiento en cada tiempo. Se llevaron a cabo 3
repeticiones para validar los resultados por medio de un Andlisis de Varianza complementado
con una comparacion de medias de Tuckey, (Zar, 1982).
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RESULTADOS
Macrobrachium rosenbergit

FASE DE QUIMIODETECCION

En esta fase se probaron 24 tratamientos en total, correspondientes a la utilizacion de 4
aminoécidos, 6 aminas biogénicas, 8 extractos animales, 3 extractos vegetales, 3 testigos (un
atractante comercial y un zlimento comercial como testigos positivas y la dieta basal como

testigo negativa) (Tabla 15).

Aminodcidos

Los resultados revelaron que entre los aminoacidos probados, 1a histidina y la arginina
presentaron los mayores grados de excitacon (3.64 y 4.01, respectivamente) de acuerdo a la
escala de Pittet. Por su parte, la lisina y la tirosina provocaron menores grados de excitacion

(2.52 y 2.43, respectivamerite)

Aminas Biogénicas

En ¢l caso de las aminas biogénicas utilizadas, la cadaverina y la putrescina se destacaron
par presentar altos grados de excitacion (4.26 y 4.15, respectivamente). Mientras que las aminas
que presentaron mds bajos resultados fueron la histamuna y la tiramina (2.34 y 2.53,

respeclivamente).

Extractos Animales
Dentro de los extracios animales, los que presentaron mayores valores fueron el extracta
liofilizado y el aceite de langostilla (4.78 y 3.52, respectivamente), ademas del extracto de

caracol (3.46) y el agua de cola de langostilla (3.21).
Extractos Vegetales

De los extractos vegetales solamente ¢l de coco mostrd un grado considerable de

excitacion (3.21), no asi los extractos de Chara sp (1.12) y de alfalfa (1.02).
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Testigos

Pgr altimo, el atractante comercial (testigo positivo), provocd también comportamiento
excitatorio en Macrobrachium rosenbergii (4.55 en la escala de Pittet), el cual fue solo superada
por el liofilizado de langostilla. Como se esperaba, el testigo negativo (dieta basal} y
sorprendentemente el alimento comercial no lograron provocar grados de excitacién de la

ntagnitud de los anteriores tratamientos, en los ejemplares utilizados.

Tabla 15.- Dosis optima y grado maximo de excitacida preseutada por M. rosenbergii mediante los broensayos de
quimiodeteccidn.

TRATAMIENTQS DOSIS EN % MAXIMO GRADO
DE EXCITACION
Liofilizado de Langostilla 0.275 4.78
Atractante comercial (+) 0.230 4.55
Cadaverina 0.324 4,26
Putresciua 0.272 4.15
Histidina 0.169 4.01
Arginina 0.339 3.64
"Aceite de Langostilla [.110 352
Ext. de Caracol 1.110 346
Ext. de Coca 1.480 321
Agua de cola de Langostilla 1.060 321
Espermina 0.308 298
Espermidina 0.307 2.96
Ext. de Jaiba 2.010 2.91
Extracto de Pescadg 1.460 2.84
Tiramina 0.126 2.53
Lisina 0258 2351
Tirosina 0.118 243
Ext. de Calamar 2.460 2.37
Histamina 0.310 2.34
Alimento Comercial 2.380 1.42
Ext. de Chara 2.210 [.12
Ext. de Alfalfa 1.350 1.02
| Dicta Basal {-) 2.580 1.02
Ext. Eterco de Langostilla 1.370 0.76
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FASE DE QUIMIOATRACCION
Para la realizacién de esta fase se seleccionaron solo aquellos tratamientos que
presentaron los mejores resultados en la fase de quimiodeteccion, empleandose la dosis Optima

de cada uno de ellos, tal y como se muestra en la Tabla 16.

Se seleccionaron solamentc los tratamicntos que presentaron un grado de excitacidn
mayaor a 3, siendo estos 4 extractos animales, dos aminodcidos, dos aminas biogénicas y un
extracto vegetal. Adicionalmente, en todas las pruebas se incluyeron los testigos positivos y

negativa.

Tabla 16.- Dosis utilizadas en la fase de quiruocawaccion, con M. rosenbergii

TRATAMIENTOQS DOSIS EN %

Liofilizado de Langostilla 0.275

| Atractante cometcial (+) 023
Cadaverina 0.324
Putrescina - 0272
Histidina 0.169
Arginina 0.339
Aceite de Langostilla 1.11
Ext. de Caracol 1.11
Ext. de Coco . 1.48
Agua de cola de Langostilla 1.06
Alimento Comercial {(+)

| Dicta basal (-)

El Analisis de Varianza reveld que en todas y cada una de las fases comportamentales
consideradas (percepeidn, orientacion, movimiento, arribo al alimento ¢ ingestion) sc presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que se realizaron las respectivas
comparaciones de medias por el metodo de Tuckey. Esto permitié observar que ¢n la fase de
pervepeion, los tratamientos que presentaron menores tiempos fueron el hofitizado de langostilia,
la cadaverina, €l aceite de langostilla, la arginina, €l extracto de coco, el atractante comercial, la
putrescina y el agua de cola de langostilla (F= 23.256; d.f. 11,35; P < .0001). Para la fase de

otientacién, los mejores tratamientos fueron el liofilizado de langostilla, la cadaverina, la
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arginina, el agua de cola de langostilla, el aceite de langostilla, la putrescina y el atractante
comercial (F = 35.779; d.f. 11,35; P < .0001). Para las fases de movimiento, arribo e ingestion
destacan los siguientes tratamientos: liofilizado de langostilla, Cadaverina, Extracto de coco, el
atractante comercial, y la Arginina (Figura 9). Los resultados promedio de todas las fases se
encuentran enlistados en la Tabla | del Anexo III y los andlisis de varianza y las comparaciones
de medias se presentan en el Anexo V.

500
450
400
350 #

300

Tiempo En Segundos

N
O

Figura 9 - Tiempo que tarda M. rosenbergii en ingerir los alimentos a los cuales fueron afiadidos los tratamientos
(F=21543,df = 11,35, P < 0.0001). Las medias con la misma literal denotan grupos homogeneos.

BIOENSAYO DE CAMPO

En esta fase se utilizaron los siguientes tratamientos: liofilizado de langostilla,
cadaverina, extracto de coco y arginina. Como testigo negativo se utilizé el alimento comercial

(Camaronina®, de Purina) el cual se estaba utilizando en la granja para el mantenimiento y
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crecimiento de los langostinos. Como testigo positivo se utiliz6 el atractante comercial
(Langobuds®),

Fase de Observacion Directa

Los resultados indicaron que en el tiempo I (20 minutos) no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (F = 3.555; d.f 5,17, P < 0.05). Para el tiempo II (40
minutos) solo el alimento comercial presenté diferencias significativas con respecto al resto de
los tratamientos, debido a que fue el menos consumido (F = 7.148; d.f. 5,17; P < 0.005). Para el
tiempo III (80 minutos), se destacd el consumo de la arginina, seguido por la cadaverina, el
atractante comercial y el liofilizado de langostilla sin diferencias significativas entre ellos. El
extracto de coco y ¢l alimento comercial presentaron el menor consumo (F = 21.726; d.f. 5,17,
P=0.0001) (Figura 10). Los resultados promedio de consumo de pellets a los diferentes tiempos
s¢ encuentran enlistados en la Tabla 1 del Anexo IV y los andlisis de varianza y las

comparaciones de medias se presentan en el Anexo V.

No. De pellets ingeridos
a los 80 minutos

A
&

Fig. 10.- Numero de pellets consumidos por M. rosenbergii a los 80 minutos. Las medias con la misma literal
denotan grupos homogeneos
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En lz Tabla 17 se enlista el comnportamiento de {a totalidad de [os tratamientos utilizados

a través de las (res fases metodoldgicas (quimiodeteccion, quimioairaccion y bioensayos de

campo).

Tabla 17.- Utilizacién de los atractantes a través de los diferentes bionesyos.

TRATAMIENTQOS

QUIMIO- QUIMIO-

Arginina

DETECCION | ATRACCION

%

Lisina

Histidina

BIOENSAYQO
DE CAMPQ

13

Tiramina

Cadaverina

Putrescina

Histamina

Tirosina

Espermina

Espermidina

Extracto de pescado (Lisa)

Ext de¢ Caracol
(Pomacea bridgest)

Ext. de Calamar

Ext. de Jaiba

(Catlinectes sapidus)

Liofilizado de Langostilla
(Pleuracondes planipes)

% 5 &
- s e
J D .
]

Agua de cola de Langostilla

(P. planipes)

;'n o b
(P. planipes) BT - 3
Aceite de Langostilla AMESY )N

Ext. Fterco de Langostilla
(P planipes)

Ext. de Coco
(Cocos nucifera)

Ext. de Chara sp.

[ Cxt. de Alfalfa

Atractante comercial
(Langabuds®)

Alimento Comercial

;
B X e
T fhws ) G

244 A‘,a e s

Dieta Basal (-)

Now: Las areas sombreadas en gns son indicativas de la eficiencia, en rémmunos de atractabilidad y

estirnulacian alimenticia de cada uno de los atamientos.
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Procambarus clarkii
FASE DE QUIMIODETECCION
Aminodcidoy
Las pruebas efectuadas con €l acocil roja, Procambarus clarkii, mostraron que entre los
aminoacidos probados, la histidina y la lisina fueron las que ofrecieron los mejores resultados

alcanzando un grado de excitacion de 3.25 y 3.05, respectivamentc.

Aminas Biogénicas
Entre las aminas biogénicas utilizadas, la putrescina y la cadaverina se destacaron por

preseqntar altos grados de excitacidn (3.84 y 3.3, respectivamente).

Exiractos Animales
Dentro de los extractos animales, los que presentaron las mejores respuestas fueron el

agua de cola de langostilla (3.42) y el extracto de pescado (3.27).

Extractos Vegetales
Entre las extractos vcgctales, el de coco mostré un alto grado de excitacion (3.47), asi

como el extracto de Chara sp. (3.15).

Testigos

Por ultimo, el testigo positivo, Langobuds€, provocd igualmente un importante
comportanuento excitatorio (3.83 en la escala de Pittet). El testigo negativo y el alimento
comercial no lograron provecar ningin grado de excitacidn considerable en los ejemplares

utilizados.

En la Tabla 18 se muestran los grados de excitacidn alcanzados para cada uno de los

tratamientos, asi como la dosis dptima para cada uno de los mismos.
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Tabla 18.- Dosis dptima y grado mdximo de excitacijn presentado par P. clarkii mediaate los bioensayos de
quimiodeteccioa.

TRATAMIENTOS DOSIS EN % MAXIMQ GRADO
DE EXCITACION

Atractante comercial (+) 0.26 3.83
Putrescina 0.3 3.84
Ext. de Coco 2.48 3.47
Agua de cola de Langostilla 2.69 3.42
Cadaveriua ' 0.33 33

Extracto de pescado (Lisa) 2.96 3.27
Histidina 0.29 325
Ext. de Chara 3.03 3.15
Lisina 0.29 3.05
Ext. de Calamar 2.85 2.43
Ext. de Caracal 2.85 2.3

Ext. de Jaiba 3,72 2.06
Argining 0.37 1.9

Espermina 0.31 1.88
Especuidina U.36 1.78
Histamina 0.26 1.77
Liofilizado de Langostilia 0.36 1.68
Alimento Comercial (+) 0.29 1.65
Tiramina 0.34 153
Aceite de Langostilla 2.7 1.52
Tirosina 0.29 0.91
Dieta Basal (-) 4.6 0.91
Ext. Etereo de Langostilla 3.92 0.86
Ext. de Alfalfa 3,41 0.11

FASE DE QUIMIOATRACCION

Al igual que con M. rosenbergii, los tratamientos utilizados en esta fase fueron aquellos
que ofrecieron los mcjores resultados en la fase de quimiodeteccion, empleandose la dasis

optima de cada uno de ellos, tal y como se mucstra en la Tabla 19.
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Tabla 19.- Dosis utilizadas en 1a fase de quimicatraccion, con P. clarki.

TRATAMIENTOS DOSIS EN %
Atractante comercial (+) 0.26
Putrescina 03
Ext. de Caco 2.48
Agua de cola de Langostilla 2.69
Cadaverina 0.33
Extracto de pescado (Lisa) 2.96
Histidina 0.29
Ext. de Chara 3.03
Lisina 0.29
Dieta comercial (+)

Dieta basal (-)

El Anilisis de Varianza revel$ que en todas las fases existian diferencias significativas
entre los tratamientos, por lo que realizaron comparaciones de medias por la prueba de Tuckey,
observandosc que en general los tratamientos que presentaron menores tiempos fueron el
atractante comercial, putrescina, Chara sp, extracto de pescado (lisa), agua de cola de langostilia,
lisina, cadaverina y extracto de coco. Los tratamientos que tardaron mas tiempo en alcanzar la
fase de ingestion fueron la tustiding, la dieta comercial y la dieta basal (Figura 11). Los
resultados promedio de todas las fases se encuentran enlistados en la Tabla 2 del Anexo Il y los

andlisis de varianza y las comparaciones de medias se presentan en ¢l Anexo V.
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Figura 11.- Tiempo que tarda P. clarkii en alcanzar la fase de ingestion (F = 13.805; g1 10,32, P <0.0001). Las
medias con la misma literal denotan grupos homogeneos.

BIOENSAYO DE CAMPO (Condiciones naturales)

En esta fase, los tratamientos utilizados fueron la putrescina, extracto de Chara sp,
extracto de pescado (lisa) y agua de cola de langostilla, ya que presentaron los mejores resultados
en los bioensayos de quimioatraccién. Como testigos positivos se utilizaron el atractante

comercial (Langobuds®) e higado de res. Como testigo negativo se utilizé la dieta basal.

Los resultados (Anexo IV) revelaron la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos en relacion al nimero de ejemplares capturados a los diferentes tiempos,
observandose que con el extracto de pescado (lisa) se capturaron mas ejemplares que con el resto
de los tratamientos, seguido por el atractante comercial (Langobuds®), la putrescina, el higado de
res, el agua de cola de langostilla y el testigo negativo, mientras que con el extracto de Chara sp.

se capturaron menos ejemplares (Figura 12). Los resultados promedio de individuos capturados a
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los diferentes tiempos se encuentran enlistados en la Tabla 2 del Anexo IV y los andlisis de

varianza y las comparaciones de medias se presentan en el Anexo V.

Numero de ejemplares capturados
a los 80 minutos

Figura 12.- NGmero de ejemplares de P. Clarkii capturados a los 80 minutos (F = 5.125; gl 6,20; P < 0.01). Las
medias con la misma literal denotan grupos homogeneos.

En la Tabla 20 se enlista el comportamiento de la totalidad de los tratamientos utilizados a
través de las tres fases metodologicas (quimiodeteccion, quimioatraccion y bioensayos de

campo).
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Tabla 20 - Uulizacidn de los atractaotes a través de los diferentes bioncsyos.

TRATAMIENTOS

Arginina

Lisina

QUIMIO-
DETECCION

Histidina

Tiramina

Cadaverina

QUIMIO-
ATRACCION

BIOENSAYO
DE CAMPO

Putrescina

Histamina

e 3 &
i :ﬁ%«w.w
e IR T

]

Espermina

Extracto de pescado (Lisa)

Ext. de Caracol
(Pomacea bridgest)

Ext de Calamar

Ext. de Jaiba
(Callinectes sapidus)

Liofilizado de Langostilla
(P. planipes)

Agua de cola de Langostilla
| (P. planipes)

Aceite de Langostilla
(Pleurocondes planipes)

Ext. Etereo de Langostilla
(P. planipes)

Ext. de Coco
(Cocos nucifera)

Ext. de Chara sp.

Ext. de Alfalfa

Atractante comercial
(Langobuds®)

Alimento Comertcial

[ Dieta Basal ()

Nota: Las dreas sombreadas en gris son indicativas de la eticiencia, en términos de atractabilidad y

estimulacion alimenticia de cada uno de los tratamientos.

61



Litopenaeus vannamei

FASE DE QUIMIODETECCION
Se utilizaron los mismos tratamientos que para las especies anteriores y se elaboraron

grificas de dosis-respuesta para cada uno de ellos.

Aminodcidos
Los resultados revelaron que entre los aminoicidos probados, la arginina y la histidina
tueron los que presentaron los mejores resultados alcanzando un grado de excitacion de 3.97 y

3.83, respectivamente.

Aminas Biogénicas
Entre las aminas biogénicas utifizadas, la cadaverina y la putrescina se destacaron por

presentar altos grados de excitacion (3.97 y 3.22, respectivamente).

Extractos Animales

Dentro de los extractos amimales, los que presentaron mejores respucstas fueron el
hiofilizado de langostilla (4.42), el aceite de langostilla (3.98), el extracto de caracol (3.62) y el
agua de cola de langostilla (3.98).

Extractos Vegetales
De los extractos vegetales, al igual que con M. rosenbergii, solamente el de coco mostrd

un alto grado de excitacion {4.22).

Testigos
El testigo positivo, Langobuds®, provocd también comportamiento alimenticio en
Litopenaeus vannamei (3.95). En el caso de ¢l testigo negativo y el alimento comercial, estos no

lograron provocar ningun grado de excitacion en los gjemplares utilizados.

En la Tabla 21 se muestran los grados de excitacién alcanzados para cada uno de los
tratamientos, asi como la dosis con [a que se obtuvo esta respuesta.
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Tabla 21 .- Daosis optima y grado maxima de excitacidn presentado por L. vannamer durante los bioensayas de
quimiodeteccidn, *

TRATAMIENTOS DOSIS EN % MAXIMO GRADO
DE EXCITACION
Liofilizado de Langestilla 0.293 4.42
Ext. de Coco (.25 422
Aceite de Langostilla 1.02 3.98
Arginina 0.255 3197
Cadaverina 0.249 3.97
Atractante comercial (+) 0.236 3.95
Histidina 0.242 383
Ext. de Caracol 1.21 3.62
Agua de cola de Langostilla 0.95 3.51
Putrescina 0.248 3.22
LEspermina 0.284 299
Soluble de Pescada 1.24 291
Ext. de Calamar 201 2.87
| Ext. de Jaiba 1.42 2.48
Espermidina 0291 2.45
Lisina 0.257 2.44
Histamina 0.272 2.36
Tiramina - 0.235 2.28
Tirosina 0.23 2.2%
Alimento Comercial 0.236 1.57
Ext. Etereo de Langastilla 1.15 1.36
Dieta Basal (-) 2.01 1.32
Ext. dc Alfalfa 1.35 1.02
| Ext. de Chara 1.75 0.87

FASE DE QUIMIOATRACCION
Los tratamientos utilizados en esta fase fueron los que presentaron wmiejores resultados en
la fase de quimiodeteccidon, empleandose la dosis dptima de cada uno de ellos, tal y conio se

muestra en la Tabla 22.
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Tabla 22 .- Dosis utilizadas en la fase de quimioatraccion, con L vannamei.

TRATAMIENTOS DOSIS
Arginina 0.255%
Histidina 0.252%
Cadaverina 0.249%
Putrescina 0.248%
Agua de cola de langostiila 0.95%
Liofilizado de langostilla 0.298%
Aceite de lungostilia 1.02%
Extracta de caracgl 1.21%
Extracto de coco 1.25%
| Atractante comercial (+) 0.236%
Dicta comercial (+)
Dieta basal ()

-« El Andlisis de Varnanzazveveld que en todas las fases se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos, par lo que se realizaron comparaciones de medias por el
método de Tuckey, observandose que en todas las fases los tratamientos que presentaron
menores tiempas en desarrollar las diferentes fases del comportamiento alimenticio fueron la
cadaverina, la putrescina, ¢l atractante comercial, ¢l extracto de coco, la arginina y ¢l liofilizado
de langostilla (Figura 13). Los resultados promedio de todas las fases se encuentran enlistados en
la’'l'abla 3 del Anexo I1I y los andlisis de varianza y las comparaciones de medias se presentan en

el Anexo V.
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Figura 13 - Tiempo que tarda L. vannamei en alcanzarla fase de ingestion (F = 15.807; g.l. 10,32; P < 0.0001). Las
medias con la misma literal denotan grupos homogeneos
BIOENSAYO DE CAMPO

En esta fase se utilizaron un aminodcido, una amina biogénica, un extracto animal y uno
vegetal, siendo estos la arginina, cadaverina, extracto de coco y liofilizado de langostilla,

respectivamente, por ser los que presentaron mejores resultados en la fase de quimioatraccion.

Como testigo negativo se utilizo el alimento comercial (Camaronina®, de Purina ) el cual

utilizan generalmente en la granja para la engorda de los camarones. Como testigo positivo se
utilizé el atractante comercial (Langobuds®).
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Fase de Observacién Directa
Los resultados indican que en el tiempo I (20 minutos) se presentaron diferencias

significativas entre los tratamientos, siendo la arginina, el extracto de coco y el liofilizado de
langostilla los que provocaron ¢l mayor consumo de pellets (F = 4.053; g1. 5,17, 0.01). Para el
tiempo II (40 minutos) no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (F =
3.126; gl. 5,17, P > 0.05), mientras que en ¢l tiempo III (80 minutos), se destacd el consumo de
la Cadaverina y la Arginina, seguidos por el extracto de coco, el atractante comercial y el
liofilizado de langostilla, sin diferencia significativa entre ellos. Con menor consumo se presento
el alimento comercial (F = 3.126; gl 5,17; < 0.05) (Figura 14). Los resultados promedio de

consumo de pellets a los diferentes tiempos se encuentran enlistados en la Tabla 3 del Anexo IV

y los analisis de varianza y las comparaciones de medias se presentan en el Anexo V
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Figura 14 - Numero de pellets consumidos por L. vannamei a los 80 minutos (F = 3.126; gl 5,17, < 0.05). Las
medias con la misma literal denotan grupos homogeneos.



En la Tabla 23 se enlista el comportamiento de la totalidad de los tratamientos utilizados
a través de las tres fases metodologicas {quimiocdeteccion, quimicatraccion y bioensayos dc

campo).

Tabla 23 .- Unilizacion de los atractaates a través de los diferentes bionsayos.

TRATAMIENTOS QUIMIO- QUIMIO- BIOENSAYO

DETECCION | ATRACCION | DE CAMPO

Arginina SR ROy S e B
Lisina

 Histiding

Tiramina

Cadaverina PR Ay

Putrescina : Freu s

Histamina

Tirosina

Espermina

Espermmdima

Extracto de pescado (Lisa)

Ext. de Caracol 11 3:; %) ;_,l,f :

(Pomacea bridgesi) Bl G

Ext. dc Calamar

Fxt. de Jaiba

(Callinectes sapidus)

Liofilizado de Langostilla

(Pleurocondes planipes)

Agua de cola de Langostilla

(P. planipes)

Aceite de Langastilla

(P. planipes)

Ext. Eterev de Langostilla

(P. planipes)

Ext. de Coco

(Cocos nucifera)

Ext. de Chara sp.

Ext. de Alfalfa

Atractante comercial

{Langobuds®) o

Alimento Comercial

Dieta Basal (-) |

Nuta: Las areas sombreadas en gris son indicativas de la cficiencia, en térnunus de atractabilidad y
eylimulacion alimenticia de cada uno de los tratamientos
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Litopenaeus stylirostris
FASE DE QUIMIODETECCION
Aminodcidos
En esta fase los resultados revelaron que entre los aminoacidos prabados, 1a arginina, la
lisina y !a histidina fueron los que presentaron los mejores resultados alcanzando un grado de

excitacion de 4.2, 3.72 y 3.69, rcspectivamente.

Antinas Biogénicas
Entre las aminas biogénicas utilizadas, la cadaverina y la putrescina se destacaron por

presentar altos grados de excitacién (4.14 y 3.38, respectivamente).

Extractos Animales

Dentro de lus extractos animales, los que presentaron mejores respuestas fueron el agua
de cola de langostilla (4.1), €l extracto liofilizado de langostilla (3.99), ademas del extracto de
caracol {3.73) y el aceite de langostilla (3.54).

Extractos Vegetales
De los extractas vegetales, al igual que con camarén blanco y langostino, solamente €l de

caco mostrd un alto grado de excitacién (4.38).

Testigos

Por ultimo, el testigo positivo, provocd también comportamiento alimenticio en
Litopenaeus stylirostris (4.04 en ta escala de Pittet). Como ocurmé con el resto de las especies, el
testige negativo y ¢l ahimento comercial no lograron provocar ningdn grado de excitacion

importante entre los ejemplares utilizados.

En la Tabla 24 sc mucstran los grados de excitacion alcanzados para cada uno de los

tratamientos, asi como la dosis dptima para cada uno de los mismos.

68



Tabla 24.- Dosis éptima y grado maximo de excitacién presentado por L. stylirasiris mediante los biocnsayos de
quimiodeteccion.

TRATAMIENTOS DOSIS EN % MAXIMO GRADO
DE EXCITACION

Atractante comercial (+) 0.34 4.64
Ext. de Cocou 3.18 438
Arginina 0.25 4.2

Cadavering 0.38 4.14
Agua de cola de Langostilla 32 4.1

Liofilizado de Langostilla 0.38 3.99
Ext. de Caracol 3.32 3.73
Lisina 0.3 3.72
Histidina 0.34 3.69
Aceite de Langostilla 3.36 3.54
Putrescina 034 338
Ext. de Calamar 3.21 2.54
Espenmina Q.37 245
Soluble de Pescado 3.42 2.29
Ext. de Jaiba 3.98 2.26
Alimento Camercial 0.33 2.22
Espertiidina 0.31 2.09
Tiramina 0.35 207
Tirosina 0.46 1.86
Histamina 0.32 1.55
Ext. Etereo de Langostilla 32 1.48
Ext. de Alfalfa N2 0.98
Dicta Basal (-) 36 0.95
Ext. de Chara 4.05 ¢.83

FASE DE QUIMIOATIRACCION

Los lratamientos utilizados en esta [ase fucron los que presentaron mejores resultados en
la fase de quimiodeteccion, empleandose la dosis dptima de cada uno de ellos, tal y como se

muestra en la Tabla 25.
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‘Tabla 25.- Dosis utilizadas cn la fase de quimioatraccién, con L. stylirostris.

TRATAMIENTOS DOSIS EN %
Atractante camercial (+} 0.34
Ext. de Coco 3.18
Arginina 0.25
Cadaverina 0.38
Agua de cola de Langostilla 32

| Liofilizado de Langostilla 0.33
Ext. de Caracol 3.32
Lisina 0.3
Histidina 0.34
Aceite de Langastilla 3.36
Putrescina 0.34
Alimento Comercial (+)

Dieta Basal (-)

El Andlisis de Varianza reveld que en todas las fases s¢ presentaron diferencias
significativas entre {os tratamientos, por lo que se realizaron las rcspectivas comparaciones de
medias por el métado dc Tuckesy-obscrvandose que cn general los tratamientos que presentaron
menores tiempos fueron la arginina, cadaverina, el atractante comercial, extracto de carucol, el
extracto de coco, agua de cola de langostilla, la putrescina y el aceite de langostilla (Figura 15).
Los resultados promedio de todas las fases se encuentran enlistados en la Tabla 4 del Anexo [ y

los analisis de vananza y las comparaciones de medias s€ presentan en ¢l Anexo V.
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_ Figura 15.- Tiempo que tarda L. stylirostris en alcanzar la fase de ingestion (F = 33.339; g.1. 12,38, P <0.0001). Las
medias con la misma literal denotan grupos homogeneos.

BIOENSAYO DE CAMPO

En esta fase se utilizaron los siguientes tratamientos: arginina, cadaverina, extracto de
coco, extracto de caracol, agua de cola de langostilla, lisina, putrescina, aceite de langostilla e
histidina. Como testigo negativo se utilizé el alimento comercial (Camaronina®, de Purina ) el
cual utilizan generalmente en dicha granja para la engorda de los camarones. Como testigo

positivo se utilizo el atractante comercial (Langobuds®).

Fase de Observacion Directa

Los resultados indican que en los primeros 2 tiempos (20 y 40 minutos) los tratamientos
mayormente consumidos fueron el atractante comercial y la arginina, seguidos por la putrescina,
la arginina, el aceite de langostilla, el agua de cola de langostilla, el extracto de caracol y el
extracto de coco. El tratamiento menos consumidoresulté ser la dieta comercial (F = 3.151; gl.

826, P<0.01 y F =4.507; gl. 826; P < 0.01, respectivamente). En el tiempo III (80 minutos) el
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atractante comercial fue el mas consumido, seguido por el extracto de coco, la arginina y la
cadaverina. Con menos consumo se presenté ¢l agua de cola de langostilla y por altimo y sin
diferencia significativa entre ellos se presentaron la putrescina, el extracto de caracol, el aceite de
langostilla y la dieta comercial (F = 17.483; g.l. 8,26; P < 0.0001) (Figura 16). Los resultados
promedio de consumo de pellets a los diferentes tiempos se encuentran enlistados en la Tabla 4
del Anexo IV y los analisis de vananza y las comparaciones de medias se presentan en el Anexo

2

pellets ingeridos

a los 80 minutos

:
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Figura 16.- Nimero de pellets consumidos por L. stylirostris a los 80 minutos (F = 17.483; g 1. 8,26; P < 0.0001).
Las medias con la misma literal denotan grupos homogeneos.

En la Tabla 26 se enlista el comportamiento de la totalidad de los tratamientos utilizados a

traves de las tres fases metodologicas (quimiodeteccion, quimioatraccion y bioensayos de

campo).
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Tabla 26.- Utilizacién de los atractantes a través de loa diferentes bioensayos,

TRATAMIENTOS

Arginina
Lisina
Histidina
Tiramina
Cadavcrina
Putrescina
Histamina
Tirosina
Espermina
Espermidina
Extracto de pescado (Lisa)
Ext. de Caracol
(Pomacea bridgesi)
Ext. dc Calamar
Ext de Jaiba
(Callinectes sapidus)
Liofilizado de Langostilla
(Pleurocondes planipes)
Agua de cola de Langostilla
(P. planipes)
Aceite de Langostilla
(P. planipes)
| Ext. Etereo de Langostilla
(P. planipes)
Ext. de Coco : : :
(Cocos nucifera) s ibanttaiioge, Bt o
Ext. de Chara sp.
Ext. de Alfalfa
Atractante comercial s e | g :
(Langobuds®) Gk e pRen ST T - T
| Alimento Comercial
Dicta Basal (-)
Nota; Las arcas sombreadas en gns son indicativas de la eficiencia, ¢n términos de atractabilidad y
estimulacidn alimenticia de cada uno de los tratamientos

b
S

4 b s:&
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PRUEBAS CON DIFERENTES FRACIONES QUIMICAS DE LOS EXTRACTOS

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas de quimiodeteccion realizadas
con Litopenaeus vannamei y Macrobrachium rosenbergii, se¢ procedié al fraccionamicnto de
aquellos extractos que presentaron los mejores resultados, para ser probados posteriormente bajo

¢l mismo protocolo experimental.

Las muestras utilizadas fueran separadas en fases por medio de diversas técnicas (Anexo
1), mediante las cuales s¢ obtuvieron un total de 17 fracciones (Tabla 11, pag. 41), mismas que

fueron utilizadas con el fin de comparar ¢l poder atractante de cada una de ellas.

Los analisis estadisticos realizados para el Gltimo tiempo del bioemsayo de campo en
condiciones comerciales para L. vannamel y Macrobrachiwm rosenbergii no revelaron
diferencias sigoificativas con respecto al consumo de las dietas a las cuales les fuerun
adicionados los distintos tratamientos, a excepcion del consumo de la dieta comercial, el cual

fue menor que el del resto de los tratamientos.

En el caso de L. vannamei, el testigo positivo fue el que provocé mayor consumo de

pellets, seguido por el liofilizado de langostilla, la fraccion inferior de coco de 1a Técnica
Verde el agua de cola de langostilla y ia fraccidn superior de langostilla de la Técnica Verde

(Figura 17) (Anexo 1),
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No de pellets ingeridos
a los 80 minutos

Test-: testigo negativo

Agua de cola: Agua de cola de langostilla

TV (fi ¢) fraccion inferior de coco de la Técnica Verde
Liofilizado: Liofilizado de langostuilla

Test+: Testigo positivo

TV (fs 1) fraccion superior de langostilla de la Técnica Verde.

Figura 17.- Promedio de pellets consumidos en el tiempo de 80 minutos durante el bicensayo de campo para la
especie Litopenaeus vannamei,(F = 3.123; g.l; 6,20; P < 0.05). Las medias con la misma literal denotan
grupos homogeneos

En ¢l bioensayo desarrollado con M. rosenbergii, a los 80 minutos, la fraccion Superior
de calamar (Técnica B&D [V) fue la que provocd mayor consumo de pellets (Figura 18), seguida
por la fraccié6n Superior de coco (Técnica B&D 11), la fraccién inferior de calamar (Técnica B&D
IV), el testigo positivo y la fraccion Intermedia de coco (Técnica B&D IV). Por altimo, el testigo

negativo (alimento comercial), fue el tratamiento con menor consumo de pellets (F = 4.966; g .
5,17, P <0.05).



No de pellets ingeridos
a los 80 minutos
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Test-: Testigo negativo

T IV (fit ¢) Fraccion Intermedia de coco de la Técnica B&D IV
Test+: Testigo positivo

T IV (fi ca) Fraccion Inferior de calamar de la Técnica B&D IV
T IV (fs ca) Fraccion Superior de calamar de la Técnica B&D 1V,
T I (fs ¢) Fraccion Superior de coco de la Técnica B&D 11

Fig. 18~ Promedio de pellets consumidos en el tiempo de 80 minutos durante la prueba de campo para M.
rosenbergii (F =4966; g1 5,17, P <0.05). Las medias con la misma literal denotan grupos homogeneos

SINERGISMO

El Analisis de Vananza mostrd la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos con respecto al consumo de pellets a los 80 minutos para L. Vannamei (Anexo IV),
siendo las mezclas de Cadaverina-Putrescina-Arginina-Histidina e Histidina-Putrescina-Arginina
los que proporcionaron un mayor consumo (32.33 y 25.66 pellets ingenidos, respectivamente),
seguidas por el testigo positivo (atractante comercial), la mezcla Cadaverina-Putrescina-Histidina
y los solubles de pescado (SP44: 44 horas de descomposicion) sin diferencias significativas entre
ellos. Por altimo, el alimento comercial solo provoco un consumo promedio de 4 pellets (Figura
19).
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En las pruebas de campo en condiciones comerciales efectuadas con M. rosenbergii
también se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al consumo
de pellets a los 80 minutos (Anexo IV), registrandose que la muestra de solubles de pescado
(SP20: 20 horas de descomposicion) presentd el mas alto consumo (20 pellets), seguidos por el
testigo positivo (atractante comercial), soluble de pescado (SP56: 56 horas de descomposicion) y
por la mezcla de Cadaverina-Putrescina-Arginina, sin diferencia significativa entre ¢llos. Con
resultados ligeramente menores se presentd la mezcla de Cadaverina-Histidina y por 1ltimo el

alimento comercial con un consumo promedio de 5 pellets (Figura 20).

Numero de pellets ingeridos
a los 80 minutos

T- SP44 T+ C-P-H H-P-A C-H-P-A~

T- = Testigo negativo (dicta comercial); SP44 = Soluble de pescado (44 horas); C-P-H = Cadaverina, Putrescina,
-Histidina, T+ = Testigo positivo (atractante comercial, Lwrgabud_\‘@ )
C-P-A-H = Cadaverina, Putrescina, Arginina, Histidina.

Fig 19.- Promedio de pellets consumidos en el tiempo de 80 minutos durante el bioensayo de campo para la especie

Litopenaeus vanmamei (F=3.7100; g1 7,23; P <05). Las medias con la misma literal denotan grupos
homogeneos
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Numero de pellets ingeridos
a los 80 minutos

T- C-H C-P-A sP58 T+ 8P20

T- = Testigo negativo (dieta comercial); C-H = Cadaverina, Histidina; C-P-A = Cadaverina, Putrescina, Arginina,
SP20 = soluble de pescado (20 horas), SP56 = solubles de pescado (56 horas); T+ = Testigo positivo (atractante
comercial, Langobuds®),

Fig. 20.- Promedio de pellets consumidos en el tiempo de B0 minutos durante el bioensayo de campo para la especie
Macrobrachium rosenbergii (F=6.804; gl 7,23, P < 001). Las medias con la misma literal denotan

grupos homogeneos.
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DISCUSION

Los resultados indican que la metodologia empleada resultd ser muy adecuada para
probar una gran cantidad de tratamientos, los cuales al irse eliminando segin su efectividad, a
través de los diferentes bioensayos, permite seleccionar solo aquellos con posibilidades reales de
actuar como atractante y estimulante alimenticio para ser utilizados en candiciones comerciales.
De aqui que ¢l bioensayo de campo haya sido particularmente importante para demostrar la
cfectividad real de los atractantes al ponctlos a competir con los estimulos que se encuentran

generalmente en ¢l medio en que s¢ cultivan €stos orgarismos.

CRITERIOS EXPERIMENTALES

Durante todas las fases experimentales se tuvo especial cuidado en utlizar organismos
con los apéndices completos, ya que es en éstos drganos en donde se localizan los astetascos
responsables de la deteccian de los estimulos, par lo cual la ausencia o dafio de los mismos
hubiera intcrferide directamente en el proceso antes mencionado, tal y como lo sugieren Devine
y Atems (1982). A este tespecto Cowan (L991) observd que las langostas (Homarus americanus)
que no poseian anténulas laterales perdian toda habilidad de deteccidn, dc la misma manera,
Dunham y Oh (1992) mencionan que la ausencia total o parcial de apéndices madifica

significativamente [a capacidad de deteccion de estimulos.

Por otra parte, cada ejemplar fue utilizado una sola vez, con la finalidad de evitar que se
presente un acondicionamiento al tipo de bioensayo, tal y como lo sugieren Lee y Meyers,

(1996a).

Para los bioensayos de laboratorio y el mantenimiento de los organismos, fue
implementado un sistema en el cual se utilizaron tanto acuarios como tanques de fibra de vidrio
para las especics marinas, La salininad del agua (33 ppt) sc obtuvo al utilizar sal sintética dc la
marca [nstant Ocean® la cual posee una formulacion completa, resujtando adecuada para los
bioensayos de quimioestimulacion, en tanto que para las especies de agua dulce se utilizo agua
potable declarada. Lo anterior permitio evitar la influencia de moléculas o comtaminantes que

hubieran podido interferir en los resultados, tal y como lo mencionan Benficld y Aldrich (1992).
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BIOENSAYOS DE QUIMIODETECCION

Se adopté la metodologia propuesta por Pittet ef af (1996) siendo la unica modificacion la
utilizacién de una sola video-camara colocada en el lado frontal respecto a la posicién de los
organismos, en lugar de dos video-camaras utilizadas en el sistema original (una frontal y otra
colocada bajo el acuario de observacion). Esta modificacion no afecta en los resultados ya que
debido al lamano de los acuanios (15 X 15 cmj es posible enfocar completamente a ios

organismas para su observacion.

Mediante éstos bioensayos se obtuvo una curva de dosis-respuesta con la cual se pudo
determinar la dosis 6ptima de cada uno de los tratamientos. Esto €s sumamente importante ya
que cvando la dosis aplicada en los alimentos se aleja de los valores dptumos, la influencia de las
mismas decrece en magnitud, tal y como ha sido demostrado por Cart ¥ Derby (1986b). Este
aspecto cabra aun mayor relevancia cuando los atractantes son utilizados a nivel comercial, en
donde, si nu se respelun las concentraciones adecuadas, su utilizacion sera indtil y no se
obtendran lus ventajas esperadas o bien su utilizacion resultaria demasiadu onerosa afectando la

rentabilidad de la operacion.

Pudo observarse que las especies utilizadas alcanzaban diferentes grados de excitacién
debido probablemente a las diferencias en sus habitos dc comportamiento alimenticio. Asi, M
rosenbergii fue la especie que exhibid €l mas alto grado de excitacion (4.78) seguln la escala de

Pittet, seguido por L. seylirostris (4.64) y L, vanname: y por ultimo P. clarkii (3.83).

Las dosis optimas estumadas para los amunodcidos y las aminas biogénicas que
presentaron mejores resultados con las 4 especies, no sobrepasaron del 0.3%, lo cual coincide
con el rango establecido como aceptable por Heinen (1980), quien menciona que la dosis no debe
de sobrepasur del 1% de inclusion en la dieta, debido principalmente al costo de éstas moléculas.
Contrariamente, los extractos que presentaron mejores resultados alcanzaron dosis dptimas entre
2 y 3%, lo que sobrepasa lo establecido por Heinen (op. cit.), sin embargo presentan la ventaja de

ser de [icil obtencion y de bajo costo.
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Los resultados de este bioensayo hacen suponer que las especies de crusticeos utilizadas
en el presente trabajo presentan quimiorreceptores especificos similares, ya que, de manera
general, fueron estimuladas por los musmaos tratamientos. Este aspecto podria ser el resultado de

su proximidad filogenética.

Por otro lado, la importancia de esta aproximacion radica en el hecho de que hasta el
momento la mayoria de¢ las investigaciones sobre quimiorrecepcion en laboratorio han sido
realizadas con especies de gran tamafio como las de los geéneros Panulirus y {lomarus
(Zimmer-Faust, 1989), sin embargo, existe poca informacion dispounible para los géneras
Litopenaeus (Benheld y Aldrich, 1991; Benfield y Aldrich, 1992; Costero y Meyers, 1993) v/o
Machrobrachium (Holland, 1985; Harpaz et ai. 1987). Mientras que en el caso particular del
geénero Procambarus ngo existen investigaciones sobre el tema, lo que le confiere mayor

relevancia al presente trabajo.

BIOENSAYOS DE QUIMIOATRACCION

El sisteina adoptado para realizar estos bioensayos fue similar al propuesto por Caostero y
Meyers (1993), a excepcion de una modificacion consistenie en ehiminar ¢l flujo de agua, medida
que did buenos resultados en investigaciones anteriores (Mendoza et al.,, 1997), al evitar el

tendmeno de reotaxis positiva presente en los organismos.

Las fases comportamentales registradas para L. vaanamei y L. stylirestris
correspondieron a las detectadas por otros autores como Hampaz et al., (1987) y Costerc y Meyers
(1993), no asi las fases registradas en M. rosenbergii ¥ P. clarkii, que difieren con las
mencionadas por Castcro y Meyers (op. cit) principalmente porque no presentan movimiento de
los maxilipedos. De aqui se deriva la necesidad de proponer nuevos criterios de evaluacion para

las fases comportamentales de cstas especies.

Al igual que en los bicensdyos de quinuodetoccion, los organismos fucton utilizados una
sola vez con la intencion de evitar que estos s¢ habituaran al tipo de prueba, considerando su

capacidad para adquirir experiencia con relacién a la ubicacién del estimulo, tal y coma lo
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mencionan Daniel y Derby (1988), logrando esto interferir en los resultados reales de las

pruebas.

Otro aspecto importante dentro de la metodalogia aplicada fue la reduccion del stress de
los organismos, al registrar su comportamiento por medio de filmacion a distancia, ya que de otra
manera se pudieran haber ocastonado ciertas alteraciones en el comportamiento. En relacién con
esto, Costero y Meyers (1993) seiialan que un organismo estresado altera su ritmo alimenticio de

anera sustancial.

Mérada de aplicacian del atractante

El empleo de los atractantes par medic del método de aspersion cn el alimento resulta ser
sin duda el método mds adecuado, ya que este tipo de aplicacion implica que los atractantes se
hberen rapidamente quedando disponibles de forma casi inmediata al entrar en contacto directo
con ¢l agua, por lo que pueden ocasionar una respucsta de percepcion en un tiempo sumamente
corto. En efecto, la eficacidad de los quimioatractantes €std relacionada con su coeficiente de
difusion y su solubilidad eu el agua, lo cual ayuda a la ripida localizcacion e ingestidn del
alimento, mejorando con esto las condiciones fisicas y comerciales del cultivo (Lee y Meyers,
1996b). Las resultados de la presente investigacion sugieren la adicion de los atractantes
mediantc este tipo de aplicacidn, contrariamente a lo que sciiala Provasoli (1976) quien propone
un proceso dc microcncapsulacion para propiciar una difusién mas lenta, lo que podria repercutir

en un incremento corsiderable en el costo de la dieta.

Un hecho que viene a apOyar nuestras observaciones es el bioensayo en condiciones
comerciales realizado por Mendoza y Morales (resultados ingéditos) quienes llevaron a cabo
pruebas can atractantes en alimento para camaron, observando mejores resultades cuando los
atractantes fueran incluidos por aspersion que cuando estos fueron incluidos antes del proceso
de peletizacidn. Esto permite suponer que cu este proceso pudiera estar al origen de las pérdidas
en la actividad de atraccion de las moléculas, presumiblemente debido a las temperaturas que se
alcanzan durante la peletizacion (aprox. 75°C), lo que pudiers alterar la estructura de los

atraclanies.
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BIOENSAYOS DE CAMPQ EN CONDICIONES COMERCIALES

El propésito del bioensayo realizado a escala comercial para abservar el efecto dec los
atractantes sobre la ingestion de alimento, fue la simulacién lo mas cercanamente posible a las
caracteristicas tipicas de los cultivos. En este caso sc manejo una densidad relativamente grande
de organismos en las jaulas, en concordancia con las densidades establecidas en los cultivos de
las distintas especies. De acuerdo con Lee y Meyers (1996a), el empleo de un solo animal resulta
adecuado solo en condiciones de laboratorio, sin embargo, en pruehas de validacion
expenmentales @ mayor escala es necesario manejar un namero mas elevado de animales para

evaluar de manera precisa [a aplicacidn prictica de los atractantes.

Otro aspecto que viene a darle importancia a la realizacién de este tipo de bioensayos en
condiciones de cultivo radica en que se ha demostrado que ung de los factores que mas afecta el
consumo de alimento es 1a frescura del mismo, la cual esta determinada por el tiempo que el
alimento se eucuentra sumergido en ¢ agua (Montoya, et al., 1999) En los bioensayos
efectuados se observd que con la aplicacion de atractaates, el tiempo de localizacion del alnmento

es minimeo e increments ¢l consumo de la dieta.

Existen numerosas publicaciones cientificas sabre quimiorrecepcion, sin embargo, es
cscasa la informacidn que se puede extrapolar a nivel comercial debido principalmente a que na
se ha llegado hasta esta fase, probablementc porque los autores son fisidlogos con perspectivas
diferentes a las de los etdlogos y/o ecdlogos (Zimmer-Faust, 1989). A este respecto, Lee y
Meyers (19Y96b) estiman que menos del 5% de estos trabajos se han enfocado a la importancia

comercial de los cultivos de crusticeos duleacuicolas ¢ marinos.

CONDICIONES DE REALIZACION DE LOS BIOENSAYQOS

Lus diferencias encontradas entre especies con respecto al consumo de pellets en estas
pruchas, pudieran ser ocasionadas por las condiciones ambientales que se¢ presentaron al
momento de realizar los bioensayos. En ¢l caso de L. stylirostris, que fuc la especie que presentd
mayor consumo, la temperatura promedio del agua fue de 27°C, micntras que para L. vannamei y

M. rosenbergii la temperatura promedio fue de 22°C. Por otra parte, las prucbas realizadas con P.
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clarkii no se pueden comparar directamente con las del resto de las especies debido a que no sc
evalud ¢l consumo de pellets, ademds de que en ¢l ambiente en que se desarrollo presentaba un
flujo constante de agua, que no se presentd en los bioensayos con las otras especies. En efecto, en
esta prueba se utilizo el higado de res como un testigo positiveo altemo, ya que como lo menciona
Rodriguez (1993), su utilizacidn como camada ofrece mejores resultados que una serie de
extractos y visceras de diferentes especies. El extracto de pescado (lisa) fue el que presentd
mejores resultadas (4 capturas), lo que coincide con la reportado por (Huner y Barr, 1982),
quienes mencionan quc entre las carnadas utilizadas mas comunmente destacan peces como

sardinas, carpas y bagres.

Contrariamente a lo observado en los bioensayes de laboratorio, los acociles no fueron
atraidos por el extracto de Chara (1.33 captura promedio), probablemente porque en el hdbitat en
donde se realizaron las pruebas existia una poblacidn de ésta, la cual pudo haber interferido en

los resultados.

TRATAMIENTOS
Testigo negative

En las pruebas de ingestion en condiciones comerciales, el testigo negativo fue
representado por el alimento comercial que normalmente se utilizaba en la granja, el cual, segin
el fabricante, ya incluia atractantes en su formulacidn. Al igual que en los bioensayos previos, el
testigo negativo fue utilizado como vehiculo de los atractantes, de tal forma que 1a diferencia
entrc ¢l testigo negativo y los demas tratamientas sélo cansistia en la inclusion de los atractantes
experimentalcs. Los valores obtenidos con el testigo ncgativo cn estas prucbas resultaron ser
menores que en la totalidad de los tratamientos, Jo cual es indicativo de la poca cantidad y/o
calidad de los atractantes en la formulacion oniginal o a la forma de aplicacion de los mismos. De
hecho, en funcion de los resuitados obtenidos s¢ hace evidente que alumentos comerciales como
los utilizados, a pesar de estar bien formulados, descuidan el factor de atractabilidad,

indispensable en condicianes de produccidn.
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Testiga positivo

Se utilizo el atractante comercial (Langobuds®) debido a los excelentes resultados que ha
ofrecido tanto & nivel de laboratorio como en condiciones comerciales con distintas especies de
camarones peneidos (Litopenacus vannamei, L. monodon) y langostinos (M. rosenbergii)
{Castero y Meyers, 1993; Miller, 1993; Mendoza et. al, 1997). La utilizacién de este producto ha
implicado la reduccién en el tiempo de localizacidn e ingestidn hasta en un 50% cn estos
estudios. En el caso de nuestras series experimentales demostré ser igualmente eficaz al probarlo
con todas las especies. Las diferencias encontradas en los resultados entre especies pudo ser
ocasionada por los diferentes elementos de su composicidn. Dentro de éstos destaca en particular
la betaina, molécula que resulta un excelente atractante para diferentes crustaceos, sin embargo
su use en diferentes especies ha sido sujeto de cierla confroversia, ya que si bien, en ciertos
experimentos ha resultado atractante (Carr y Chaney, 1975; Harpaz e al.,, 1987; Harpaz y
Stainer, 1990), en otros, al contrario, ha resultado ser repelente (Dreby y Harpaz, 1988). Por
iltimo, ho sc¢ puede descartar que ¢l efecto sinérgico dc otros componentes de ésta mezcla

camplcja pudieran haber actuado en forma diferente para cada una de las cspecics.

Aminoacidos

Los aminoacidos que presentaron mejores resultados a nivel general fueron la arginina, la
lisina y la histidina, lo que coincide con lo reportado por Hindley, (1975), Mackie (1982), Bauer
et af, (1981), Hatt (1984), Harpaz ¢f ai. (1987), Derby y Harpaz (1988), Kwmaly e/ al, (1990},
Coroto, ef al. (1992). Estos aminoacidos se caracterizan por puseer una cadena corta (6 atoinos

de Carbono) y un bajo peso molecular (210.7, 146.2 y 155.2, respectivamente).

Rittschaf (1990} menciona que los organismos marinos fueron atraidos por péptidas
generados por descomposicidn de tejidos que ademads poseian residuas nentros o basicos como la
argirana y la ghcina, 1o que coincide con los resultados obienidos en nuestro trabajo cn relacion a
la argimna. En contraste, Ache y Derby (1985), mediante estudios eieétroﬁsiclégicos nd
encontraron cfectos estimulatorios con la arginina en Homarus americanus. Estas difercncias

pueden deberse a que la evidencia de sensibilidad electrofisiologica a un compuesto o molécula,
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no garantiza que estos actien como atractantes o viceversa, tal y como lo menciona Heinen
(1980).

Can relacidn a los resultados obtenidos con [a lisina, cstos coinciden con los encontrados
en estudios comportamentales desarrollados con Peraeus marginiensis (Hindley, 1975) y
Homarus americanus (Carter y Steele, 1982). De igual manera coincide con los resultados

obtenidos mediante técnicas clectrafisiolégicas con Orconecies limosus (Hatt, 1984),

De manera similar, algunas investigaciones revelan el poder quimioestimulante que
presenta la histidina sobrc Orconectes limosus (Bauer er al., 1981), Planorbarius corneus
(Lombardo et af., 1992) y sabre Panulirus argus (Fadool et al., 1993), lo que coincide con los

resultados obtenidos en el presente estudio.

Amiras biogénicas

Los resultados obtenidos con las aminas biogénicas en los diferentes bioensayos
realizados demuestran que, en forma general, la cadaverina y putrescina resultaron ser de los
mgejorcs atractantes e incitantes, ya que como sc observé en las pruebas de quimiarreccpeian en
acuario, los crustaceos utilizados invierten menos ticmpo en presentar las diferentes fases de

compottamiento alimenticio cuande son €Xxpuestos a estas.

En €l caso de la tiramina y la histamina, éstas no lograron estimular €l comportamiento
alimenticio de ninguna de la especies de crusiaceos utilizadas en este estudio, lo que explica que

estas aminas no hayan sido reportadas en la literatura como potencialmente atractantes.

La espcrmidina y la cspermina, contrariamcente al resto de las aminas probadas, no
presentaron buenos resultados, debido probablemente a su baja solubilidad en el medio acudtico,

tal y como lo menciona Seiler (1994).

Considerando los resultados de manera global, la utilizacion de la cadaverina y la

putrescina coma atractantes en alimento, empleando la dosis 6ptima determinada en este estudio,
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no presenta ningun riesgo, ya que estas pueden ser transformadas en el tracto intestinal por medio
de la accion de amenoxidasas (Zaldivar, 1992}, contrariamente a los que sucede con la tiramina y

la histamina.

Por otro lada, cabe hacer mencidn que en la literatura son pocos los reportes que indican
que una sola molécula presente mejores resultados que distintas mezclas artificiales o naturales
de moléculas o extractos de diferentes organismos. Tal fue el caso de la cadaverina en este

estudio, ya que reveld ser mds potente que la mayoria de los tratamientos probados.

Los resultados obtenidos, asi como las numerosas observaciones reportadas en la
literatura, nos proveen de diversos puntos de reflexion que podrian ser conjuntados en una teoria
camplementaria a la estipulada por Zimmer-Faust (1987) quien sefiala que dentro del grupo de
los crustaccos, aquellos con hibitos camivoros tienden a buscar alimento con altos niveles de
energia (una carga energética alta), mientras que nucstros resultados indican que los crusticcos
de habitos omnivoros tienden a ser atraidos por moléculas degradadas, las cuales son liberadas a
menudo dentro del proceso de descomposicidn de los organismos, asi como durante la excrecion
y que cn comsecuencia presentan un bajo valor en cuanto a carga energetica. Esto estaria
relacionado con los habitos ecoldgicos de las especies de crustaceos ulihizadas, lo que pemuite
suponer que su preferencia por esle tipo de moléculas estaria ocasionada por cierto tipo de
vportunismo, ya que al ingetir animales moribundos o cadédveres estarian evitando la
competencia con otros organismos y al mismo tiempo representaria un ahorro de energia

implicito en ¢l comportamiento predatorio de 1os carnivoros.

Por otra parte, es importante considerar que en el curso del proceso de descomposicidn,
se produce una especie de reaccion en cadena en cuanto a la degradacion proteica, esto es, que las
pruteinas y/o péptidos son convertidos en aminodcidos libres los cuales son convertidos a su vez
en aminas bhiogénicas y por otro lado de manera simultinea, se forman nucledtidos y sales
cualernarias de amonio, los cuales son liberados al medio ambiente. Todas las moléculas
anteriores prescntan propiedades de atraccion y cstimulacion hacia los crustiaceos tal y coma lo

describen los antecedentes mencionados en ¢l presentc trabajo.
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Un argumento adicional que viene a apoyar esta teoria ¢s que de acuerdo a Hatt (1984) y
Bauer, er al., (1981) la efectividad de los aminoicidos se pierde al sustituir, alterar o eliminar el
grupo amino, sin embargo, al eliminar el grupo carboxilo la eficacidad en términos de atraccidn
se mantiene, aunque en menor nivel. Estos resultados estan en concordancia con los resultados
observados en esta investigacion, ya que las aminas biogénicas (formadas por descarboxilacidn
de aminodcidos) eslimularon ampliamente €l camportaumiento alimenticio. Por otro lado, estos
autores mencionan que las formas L de los aminoécidos son mas efectivas que las formas D; los
a— aminodcidos son mejores que los B, y por tltimo que los aminoicidos con més de S dtomos
de carbono tienen menos efecto. Lo anterior concuerda con las caracteristicas que preseatan la
lisina y argitina y por ende las caracteristicas de las aminas biogénicas derivadas de estos

aminodcidos, como es ¢l caso de la cadaverina y la putrescina.

Un aspecto importante en tomo a la utilizacion de estas moléculas es ta concentracion a la
cual se apliquen. Este parametro resulta ser especialmente delicado en el caso de las aminas
biogénicas, ya que existen antecedentes de efectos nocivos al ser utilizadas en grandes
concentraciones (Smith, 1990; Cowey y Cho, 1992). En el atro extremo, si no se adiciona una

caoncentracion suficiente cs prabable que su efecto como atractante pueda verse limitado.

Extractos Vegetales y Animales

En la mayoria de los estudios d¢ quimirrecepcion realizados hasta la fecha se ha
demostrado que distintas mezclas de moléculas y/o extractus presentan mejores resultados que
cuando se utilizan por sepdrado sus componentes individuales (Carr y Derby, 1986b). En el
presente trabajo los extractos de coco y el liofilizado de langostilla presentaron muy buenos
resultados can L. vannamer y M. rasenbergit, mientras que L. stylirosiris presentd ademas cierta
preferencia por ¢l coco y por el agua de cola de langostilfa. En el caso de Procambarus clarki,
esta especie fue atraida particularmente hacia el extracto de Chara, una alga que forma parte de

su alimento natural.

Resultados similares a los obtenidos con el extracto de coco fueron encontrados en un

estudio realizado con Huliotis discus, Misgurnus anguillicaudatus y Seriola quinqueradiata los
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cuales fueron cxpuestas a difercntes partes del coco, mostrando un gran potencial atractante en

las tres especies de animales acuaticos (Harada y Miyasaki, 1997).

SINERGISMO
Se ohservéd que existe cierto grado de sinergismo zl utilizar distintas mezclas de
aminodcidos y aminas biogénicas en los bioensayos de campo para L. vannamei, ya que mezclas

con 4 camponentes funcionaron mejor que mezclas con 3 0 2 comporientes.

Este tipo dec resultados también se observd en las pruebas de campo con M. rosenhergii
donde una mezcla de 2 aminas biogénicas y un aminoacido presentd mejores resultados que la

mezcla de una amina biogénica y un aminoacido.

Comparando los resultados globales de los bioensayos de campo para L. vannamei, se
observd que cuando se utilizd la arginina y la cadaverina por separado funcionaron mejor que
cuando se utilizaron en una mezcla acompaiiadas de putrescina e histidina en una proporcién de
1:1. Lo mismo sucedid en las pruchas de campo con M. rosenbergii, cuanda se utilizo la
cadaverina sola, esta funciond mejor que cuando se utilizg la cadaverina mas la histidina. Lo
anterior coincide con los resultados reportados por Zimmer-Faust et al (1984a) quicnes
encontraron que un simple compuesto puede presentar mejores resultados que una mezcla que lo
contenga. Otra posible causa es que las moléculas realmente atractivas se encuentran diluidas en

{as mezclas,

Por otro lado, se observd que para L. vannamei la SP33 (Soluble de pescado con 33 horas
de descomposicion) propicid un aumento en €l consumo de aproximadamente un 300% mds que
el consumo del alimento comercial. En el caso dc M. rosenbergii, las muestras SP{5 y SP42
mcrementaron el consumo de pellets hasta cn un 350% en rclacion al consumo del alimento
comercial. Lo anterior hace suponer que en estas muestras se encuentran Una gran variedad de
moléculas entre las que destacan las aminas biogénicas, cadaverina, putrescina ¢ histamina, tal y

como lo mencionan Suzuki ef al., (1994) y Klausen y Lund (1936).
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FRACCIONES DE EXTRACTOS

Los resultados obtenidos con las fracciones utilizadas en las pruebas de campo en
condiciones comerciales tanto con I. vannamei como con M. rosenbergii demuestran que dicha
informacidén es dtil para conaocer el tipo de fracciones que le confieren atractabilidad a los
extractos, aunquc na se ohservaron diferencias significativas al compararse estos resultados con
los resultados de los extractos completas. Por lo anterior y considerando las implicaciones y
costos en que se incurre para la obtencidn de las fracciones, es poco recomendable su utilizacion

como atractantes en condiciones comerciales.

ESPECIES UTILIZADAS

Los crustdceos carnivoras y omunivoros responden igual a pequerias moléculas de amplia
distribucidn en tejidos de plantas y animales, tal es el caso de algunas aminodcidos y aminas
biagénicas (Lindstedt, 1971), como sucedc con ias especics utilizadas en este trabajo, que a pesar
de poseer diferentes habitos alimenticios, fueron atraidas por igual por moléculas de bajo peso

molecular como son los aminoacidos y las aminas biogénicas.

Los juveniles de L. stylirostris generalmente exhiben un comportamiento alimenticio mas
agresivo que los de L. vannamei y ademds de que los primero pueden migrar distancias
considerables dentro de un estanque en busca de alimento (Clifford III, 1998), lo que coincide
con los resultados abtcnidos en los bioensayos de campo, en donde el consumo méximo de
alimento par L. stylirestris fuc wmayor que el consumo por L. vaanamei (50 y 29 pellets

respectivamente).

Cabe mencionar que M. rosenbergii y L. vannamed presentarqon una gran similitud de
respuesta hacia el liofilizado de langostilla, al igual que P, clarkii y L. stylirostris hacia ¢l agua

de cola de langostilla, lo que indica una diferencia en los habitos alimenticios de estas especies.

RELACION COSTO-BENEFICIO
Coasiderando os resultadas abtenidos con la arginina y el bajo costo de ésta con relacién

al resto de los aminodcidos y amunas blogénicas ulilizadas, es posible su utilizacion en
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condiciones camerciales a través de um ciclo completo de cultivo. Asi, hipotéticamente
tendriamos que con un kg de arginina utilizado a la dosis dptima (0.25%), sc podria aplicar a 450
kg de alimento aproximadamente, €l cual &l ser consumido en una proporcion mayor a kos 300%
con respecto al alimento comercial, equivaldria a utilizar 1,350 kg, lo que representaria un ahorro
en el alimento al menos de un 50% (y2 que se tiene que tomar en cuenta el costo de la arginina

que es de 129 dolares por kg).

Por su parte, los extractos dc coco y el agua de cola de langostilla también podrian ser
utilizados en condiciones camerciales al igual que la arginina, con la ventaja de que su costa €5
minimo si sc considera que puedem ser obtenidos como subproducto§ en plantas

comercializadoras de coco ¢ harineras, respectivamente.

Ademas de las ventajas econdmicas que brinda la utilizacion de atractantes, los
productores de alimento no necesitarian elaborar distas con una dosis excesiva de ligantes para
proveerlos de estabilidad maxima, lo que interviene de manera negativa en ¢l proceso de
digesudn. Por otra parte, si bien es cierto que los ligantes sint€ticos cwmplen una funcién
importante en la elaboracién de alimentos acuicolas, en los lltimos tiempos estin siendo
cugstionados por cstar aparentemente relacionados con algunos efectos fisioldgicas negativos
referente a la biodisponibilidad de los nutrientes {Achupallas, 1998). Una de las causas parece
ser que los ligantes absorben las enzimas digestivas reduciendo de esta manera la hidedlisis de
los nutnientes. También debe mencionarse la pérdida de palatabilidad que le canfiere el

aglutinante a los alimentos cuando se emplean en dosis superiores al 0.7% (Achupallas, ap. cit.}

Por iltimo, ademas de la utilizacidn de atractantes cn las dictas, para obtener las mayores
ventajas posibles de su utilizacion se debe de establecer un programa de¢ manejo alimenticio en el
cuzl se determine la proporcion del alimento, la frecuencia de alimentacidn, cantidad de alimento
por evento, Lempo de alimentacion y método de presentacién. Todo lo anterior permitica

aumentar la rentabilidad de los cultivas, como lo mencionan Lee y Lawrence (1999).
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CONCLUSIONES

La mayoria de los tratamientos utilizados actuaron como atractantes, ya que provocaron,
a difercntes magnitudes, que el organismo los percibiera a distancia, tal y como se puda observar
en los bioensayos de quimioatraccion, ademas de presentar una actividad como estimulantes
alimenticios, ya que provocaron que €l animal continuara alimentandose después de ingerir ¢l

alimento por primera vez.

Entee los amincacidos, los que presentaron mejores resultados de manera general fueron
la arginina y la histidina, mientras que de las aminas biogénicas sobresalieron la cadavenna y la
putrescina. Con respecto a los extractos animales, el liofilizado de langostilla y el agua de cola de
langostilla fueron los que presentaron mejores resultados, mientras que de las extractos vegetales

salo el de coco funciond como atractante e incitante alimenticio.

Los atractantes que presentaron mejures resultados para M. rosenbergii fueron la
Argmina, la Cadavenna, el liofilizado de langastilla y el extracto de coco a una dasis de 0.33,
0.32, 0.27 y 1.48% respectivamente. Para P. clarki, el exfracto de pescado (2.96%), [a Putrescina
(0.30%) y <l agua de colu de langostilla (2.69%) obtuvieron los mejores resultados, En el caso de
L. vannamei, los mejores tratamientos resultaron ser la Cadaverina (0.249%), la Arginina
(0.255%), el extracto de coco (1.25%) y el liofilizado de lungostilla (0.298%). Por altimo, los
mejores tratamientos para L. stylirostris fueron el extracto de caco (3.18%), la Arginina (0.25%),

la Cadaverina (0.38) y el agua dc cola de langostila (3.36%).

Adicionalmente se comprobd el efecto sinérgico que presentan las mezclas de
aminoacidos y aminas biogeénicas al obtener con L. vanamei mejores resultados con una mezcla
de¢e 4 componentes (Cadaverina-Putrescina-Arginina-Histidina) que con mezclas de menor
numero de componentes. Similarmente, con M. rosenbergii s¢ abtuvieron mejores resultados con
una mezcla de Cadavenna-Putrescina-Arginina que con mezclas de dos compenentes. También
con M. rasenbergii sc obtuvieron buenos resultados con solubles de pescado con 20 horas de
descomposicion.
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La relevancia de éste estudio s¢ refleja en el hecho de que la adicion de atractantes no
sulo promovid la rdpida localizacidn del alimento, sino que también propicid un aumento
significativo en el cansumo de la dieta comercial (hasta mas die un 300%), la cual ya contaba con
una fuente de atractante. Este aspecto es particularmente immportante ya que la deteccion y la
ingestién dcl alimento determinaran finalmente el valor comercial de las dietas para organismos
acudticos. Por (ltimo, la adicidn de atractantes en las dietas, ademas de presentar amplias
ventajas economicas, constituye una buena prictica para la conservacion del ambiente en €l cual

se desarrollan los organismos.

La continuacidon de esta investigacion nos permitiza conflumar, a través de un ciclo
completo de cultivo, los beneficios atribuidos a los atractantes desde ¢l punto de vista ecolégico
y asi mismo nos permitird demostrar la inocuidad de estos materiales en los organismas

acuaticos.
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ANEXO 1

Tecnicas de Extraccion.

Las técnicas que fueron utilizadas para cada extracto s¢ describen a continuacion:

A) Técnica de Extraccion de agua de prensa y preparacion del liafilizado de langosti{a.
La obtencion de estos productos se llevé a cabo de manera industrial durante la

fabricacion de harina de langostilla en la Conservadora San Carlos, B.C.S.

[) Cocimiento de la langostilla dentro de cocedores con doble chaqueta y vapor indirecto
o cocedor de vapor directo.

2) Prensado del producto cocido.

3) Primer secado de la *masa sdlida prensada” por medio de secadores de calor indirecto
con vagor.

4) Adicidn de antioxidante por goteo (Etoxiquin® a 150 ppm).

5) Segundo secado de las masas salidas, por medio de secador de tinel con vapor
indirecto.

6) Molienda de Ja langostilla seca en molino de marillos.

7) Ensacado manual y almacenamiento en sacos de papel o ixtle.

En la Figura 1A se ilustra el procesamiento de la langostilla detallandase la técnica de

extraccién dc agua de prensa de langastilla y la preparacidn del liofilizado de langostilla.

Se enmarcan en la figura los productos que por haber mostrado un cfecto positivo como

atractantes fueron sometidos nuevamente a diversas técnicas con la finalidad de fraccionarlos.
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Langostilla fresca

Q Extracto etereo

ll,ioﬁliz:do de Cocimiento de (AOCAQ)
angastil la langostilla

. \

ler secado de ~emmw, Pronsado e Agua de prensa

masa sélida
Adicﬁn de Solidas Agua de cola
Etoxiquin® %
& Centrifugacio
2do secado ‘
Accite de
langostilla

Molienda \
Harina de langostilla

Figura 1A. Procesamiento de la langostilla. (Civera, com. pers.).

B) Tecnica de Extraccion del coco.

Del coco entero, se extrajo unicamente la pulpa, la cual fue molida y posteriormente
homogenizada ¢n una proporcion 1:! con agua. Este producto tue sometido al 1gual que los
productos antes mencionados a diversas técnicas de extraccion quimica por haber mostrado un

efecto atractante.

1) Técnica de Separacidn de Extractos en fracciones,
Para la scparacion en fracciones de los extractos tanto de la langostilla coma del coco se
utilizo la Técnica de Blygh and Dyer (1959). Por medio de esta técnica se obtuvieron tres fases:

una fase HAS (hidroalcoholosoluble), una fase lipidica y una fase proteica. (Figura 2A)

El principio de esta extraccidn reside en la utilizacién de una mezcla que contiene:
- un alcohol para desnaturalizar las proteinas y romper los enlaces.
- un solvente orgdnico para retener los lipidos.
- agua para solubilizar los componentes no lipidicos.

110



Una vez obtenidas las diferentes fases y considerando que la fase HAS
{(hidroalcholosoluble) fue la mds interesante por los componentes que en ella se pueden

encontrar, se procedid a utilizar la siguiente técnica:

R
Trituracion __ppeeee
+3 1. CHzClL: R
Homogenizacidn
+ 6 It. Ctanol ~—
Ilomogenizacion
+ 3 It. Agua dest. -
Homogenizacion
+31t. CH2Clz -
Extraccion (24 Hrs)
-

Recuperacion de fases

N Sl A N

Reextraccion

Figura 24, Téenica de Bligh aod Dy«r,

De manera paralela, se utilizd una técnica propuesta por Verde, S.J. (com. pers.) (Figura
3A) que consiste en la separacidn de la muestra en dos fases: una fase acuosa y una fase

clorofGérmica concentrada. La metodalogia sc describe a continuacion:

1. En un agttador se colocan los extractos con agua durante un tiempo de 72 hrs.

2. Los extractos obtenidos aqui fucron sometidas a una particion con cloruro de metileno: agua
(1:1), scparandose la fase organica (concentrada) de 1a fase acuosa por medio de un embudo
de separacién (Espinosa, 1990).

3. La fase organica (concentrada) soluble en cloruro de metileno se evapora en un rotavapor
(Salgado, 1985).

4. El extracto obtenido por medio del rotavapor es pasado ya sea por un cromatdgrafo de gases @

por una placa de silica gel con ¢l fin de identificar los componentes presentes en esta fase.,
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EXTRACTOS

Coco Langostilla
Agitador {Shaker)

Particion con claruro
dc metileno:agua 3:1

Fase organica

Fase acuosa
® ‘ o {concentrada)
Se elimina Rotavapor
Cromatdgrafo de gases 6

Placa de silica gel

Figuca JA. Teécnica propuesta pac Verde (cam. pers.).

La totalidad de las fases obtenidas fueron probadas coma tratamientos a través del mismo

protocola experimental.
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ANEXO II

EJEMPLO DE CURVA DE DOSIS-RESPUESTA

TRATAMIENTO: ATRACTANTE COMERCIAL
ESPECIE: Macrobrachium rosenbergii

ATRACTANTE COMERCIAL (LANGOBUDS)
y = 1.533+26.286"x-57.143"x"2+eps

ESCALA DEPITTET

0.1 0.2 03 04 05

Se utiliza la siguiente ecuacion: -b/2a ; 4ac - b*/4a

Donde: a=-57.143
b= 26.286
c= 1.533

Obteniéndose asi un valor maxima de la Escala de Pittet de 4.55 y una dosis dptima de 0.23%.

113



ANEXO Il

Tabla 1.- Resultados totales de la fase dc quimicatraccién para Macrobrachium rosenbergii. Los resultados son
expresados en tiempo en seguados y sou el promedio de las tres repeticiones realizadas,

TRAT. PERCEPCION | ORIENTACION | MOVIMIENTO [ ARRIBO INGESTION
Arginina 26.6 £ 6.65 39 £ 1126 50.6 £ 6.65 124.6 £ 20.55 131.3+21.12
Histidina 66 + 28 84 104.3 = 42.52 1223+ 30.07 201.6 34.50 2384715
Cadaverina 16100 | 253+493 33.6% 5.50 0.5 £ 16.50 94 £10.96
Putrescina 2864+ L1.93 41.6x 1701 68.6 = 19.22 119 +23.52 178 + 18.33
Liofilizado 156+ 550 204 5.00 26.6 + 5.68 75641 18,87 881 23.06
Apua de cola 363 4+£5.23 473+7.76 65.3+ 6380 1096 £ 680 182 £ 27 40
Aceite de laag, 226+ 8.33 41322459 59.3+33.08 1266+47.06 | 1953603
Ext. de caracol 87+8.02 168 +£15.13 190+ 2291 2766+ 32 14 317 + 24.63
Ext. de coco 283+ 6.50 40 + 1.00 69.3+5.50 983 +3.51 120 = 8.00
Langobuds & 286+ 1.53 46.3 £1.52 63.6+13.51 106.6 + 5.68 130 =5.00
Dicta comercial | 85.6 £ 37.09 122.6+32.88 139£25.94 | 3753+ 149.20 4143+
148.30
Dicta basal 1073 £ 3.05 2163 # 16.30 309 £ 40.50 458+ 1322 | 485.37.50

Tabla 2 - Resultadas totales de la fase de quimnioatraccion para Procambarus clarkii. Los resultadas son expresados
en tiempo en segundas y son el pramedio de las tres repeticiones realizadas.

TRAT. PERCEPCION | ORIENTACION | MOVIMIENTO ARRIBO INGESTION
Lisina 703+ 15.57 88 £ 1480 117.6+32.25 188322875 | 260.6 3502
Histidina 118.3+ 18.77 157.3+ 18.58 194+ 26.85 2746+ 6865 | 314.33+£ 72 36
Cadaverina 57.3+ 802 108.3+ 9.07 137+ 7.57 211219 52 263.6 34.82
Putrescina 4.+ 9 46.61 1009 68.3L 9.50 139+ 8.18 168 6+ 12 66
Agua de cola 873+7.09 983+ 1739 144 3+ 929 193+ 9.85 215.3+ 643
Ext. delisa 60+ 19.67 85+ 38.59 106.3+49.52 156.6+ 31.53 188.6+ 14.29
Ext. de caoco 823+ 13.05 1073+ 11.72 123+ 15.13 209.3+ 14.01 2833+ 32.25
Ext de Chara 45.3+ 8.50 59.3+ 16.29 91+ 17.69 168+ 20.42 179.3+ 16.20
Langobudy® 30.3+:5.03 40t 7.21 St 11.13 1433+ 17.24 155+ 10.81
Dieta comezcial 101.6% 17.39 121.64+26.50 142.3+ 24,00 262+ 48.54 386.3+119.78
Dieta basal 152.6% 38.13 173.6L 44 77 196.3= 57.07 453,34 28.50 460.64 63.13

114




Tabla 3.- Resultados totales de la fase de quimioatraccidm para Litoperaeus vannamei. Los resultadas son
expresadus en tiempo en segundos y son el promedio de las tres repeticiones realizadas.

TRAT. FERCEPCION | ORIENTACION | MOVIMIENTO | ARRIBO | INGESTION
Arginina 37.6% 20.84 81.3% 56 37 87.3=5594 150+ 119.01 | 154.6219.02
| Histidina 47.3% 14.9€ (7(.3 71.00 223 12706 | 3283+ 15332 | 428.3x24.03
Cadaverina 3.3 251 15.3% 3.51 203+ 5.03 443+ 1457 49z 1442
Putrescina 3SLB 71 473+ 1361 50.6= 14.98 743£ 21.50 83.3£19.73
Liofilizado 536+ 961 T4+ 2084 88+ 21.70 TW0r 1743 | 165.6L 1721
Agua de cola 4.3+ 5.51 115+ 32.60 128.6x 11,62 251.6+ 8.50 275+ 10.00
Aceite de lang. 62= 9.54 6.6+ 11.72 117+ 59.G2 242£23.51 | 264.3:31.40
Ext. de caracol 91= 17.70 1183+ 17.95 136.3£22.05 | 26262658 | 312.6=29.02
Ext de coco 25%7.00 28+ 7.00 41% 1.00 92 1752 125+ 15.52
Langobuds® 346+ 11.93 433+ 1101 593 21.12 11662 21.73 1224 14.42
Dicta comercial |~ 159.6= 22.74 170+ 18.52 196+ 10.15 364.3£52.99 | 424.6+3329
Dicta basal 1223+ 14 88 18631 38.02 362+ 124 80 44265370 | 4853+ 7540

Tabla 4.« Resultados totales de la fase de quimiovattaccidn para Litopenaeus stylirosiris. Los tesultados son
expresados en ttempo en segundos y son ¢l promedio de las tres repeticiones reahzadas.

TRAT. PERCEPCION | ORIENTACION | MOVIMIENTO | ARRIBO INGESTION
Arginina 33+ 8 00 45.6+ 305 63.6x 12,90 113+ 19.47 130+ 15.13
Lisioa 70 6= 24 99 115.6+ 19.50 159 33.15 255+ 45.57 309+ 15.72
Histidina R2.6+ 29.14 126 3+ 29.02 16262 1206 | 292% 107.85 353 71.00
Cadaverina 40+ 15.13 47.6+ 12.05 654 7.21 (17.3x 10.01 135+ 7.00
Putrescina 57+ 7.55 72+ 20,47 95+ (352 144+ 32.08 180- 19.47
Liofilizado 60+ 19.98 83.6+ 13.65 110+ 1664 192+ 2117 205+ 19.31
Agua de cola 42 6+ 10.50 65.6= 13.61 98.3% 12.50 155x20.22 723 (8.14
Aceite de lang. 553+ 12.50 7934 7.37 105.3+ 23.76 174.6+ 12,15 188.6+20.03
Ext. de caracol 46.3£9.07 62+ 1997 89+ 14.52 135.6+ 14.57 157+ 12.16
Ext. dccoco 37L 854 $3x 11.36 75.6x 28.59 1366+ 13.87 | 1593:2290 |
langobuds® 27 3% 8.02 423907 60+ 10.44 1203£ 2779 | 135322702
Dieta comercial 121+ 2524 196.3+ 26.76 2863+ 126.138 412& 89 53 437+ 56 47
Dieta basal 140.6x 28.91 1953+ 12.50 300.6+ 121.66 | 421.3£91 44 452+ 5145
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ANEXO 1V
Tabla 1.- Nimero promedio de pellets conswmidos por M. rosenbergii en los diferentes uempos.

TRATAMIENTOS T1 (20 MINUTQOS) | T2 (40 MINUTOS) | T3 (80 MINUTOS)
Testigo negativa 1+ 1,00 3.3+ 1.15 5+ 1.00
Testiga pasitiva G+ 1.00 143+ 1.15 17.6+ 3.60
Extracto de coca 7+ 2.64 13+ 2.04 16.3+1.53
Arginina 9.33+5.13 12.3£3.78 24+ 6.00
Liofilizado de langostilla 9.6+ 3.21 15.3£3.05 17.3£ 4.93
Cadaverina 103+ 2.31 14+ 3.00 18.33x 3.51

Tabla 2.- Numero promedio de ejemplares de Procambarus clarkii capturados a diferentes tiempos.

TRATAMIEN1OS 11 (20 MINUTOS) | T2 (40 MINUTOS) | T3 (80 MINUTQS)
Testigo negativo 0+ 0 0.33+£ 0.57 0.66+ 0.57
Extracto de Chara 0@ 1+ 1.60 [.33£0.57
Testigo positivo 0.66+ 0.57 2.66+ 0.57 3.66+ 1.52
(Langobuds@)

Agua decolade 0.66+ 1.15 0.66+ 1,15 1.33= 1.52
langostilla

Testigo positivo (higado 1+ 1.00 2.33£0.57 3.33+£0.57
dc res)

Putrescina 1.33+£ Q.57 2.66x 1.15 3.66+ 0.57
Extracto de lisa 2.33+ 0.57 ’ 2.66+ 0.57 4+1.00

Tabla 3 .- Numero promedic de pellets consumidos par L. varramei en los diferentes tiempos.

TRATAMIENTOS 11 (20 MINUTOS) | 12 (40 MINUTOS) | I3 (80 MINUTOS)

| L'estigo negativo 2.66% 1.15 2.60+ 1,15 4+ 2,00
Cadaverina 5.66+ 4.04 17+ 3.60 37+ 9.85
Testigo positivo 61 3.46 17+ 13.00 21.6+ 9.60
Liofilizade dc langostilla 9+ 4.00 16+ 1.73 9.3£5.13
Extracto de coco 11.6+ 1.53 20+ 1.00 243+ 3.05
Arginina 13.6+ 4.16 17+ 3.60 29+ 3.60

Tabla 4.- Numero promedio de pellets consurmidos par L. styfiroseris en 1os diferentes tiempos.

| TRATAMIENTOS T1 (20 MINUTQOS) | T2 (40 MINUTOS) | T3 (80 MINUTOS)
Testigo negativo 733+ 321 12+ 2.00 15.33+ 1.53
Accite de langostiila i3+ 3.60 19+ 7.00 23.3+£7.77
Extracto de caracol 14+ 2 .00 17.3+ 395 24+ 2.00
Putrescina 15£11.13 18.3+ 8.39 ©24.64 8.50
Agua de cola de langostilla 16.6+ 8.96 20.6+ 6.66 33.33+ 10.21
Cadavenna 19.6+ 2.30 28.6+ 5.77 49 .6+ 8.50
Extracto de coco 19.6+ 8.62 343+ 16.50 §5.3+ 252
Testigo positivo 28.3= 7.63 433+ 11.72 64+ 9.54
Arginina 28.6+ 5.03 40,3+ 6.80 50+ 346
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Tabla 3.- Namero promedio de pellets consumidos por M. roserbergii en los diferertes tempos, durante las pruebas

de Sinergismo,

TRATAMIENTOS T1 (20 MINUTQOS) T2 (40 MINUTOS) | T3 (80 MINUTOS)
C-Il 333+ 1.15ab 40 ab 12.33+2.30b
C-P-A 5332 .52 abe 8.33 £3.21 abed 14 %1 be

MS$ 3.33+230ab 8.33 24,50 abed 20.33 +£3.05 ¢d

M4 - 6.33 +3.21 bed 10.33£251de 16.33 £6.50 be

T(+) 6+ | bed 1433 £1.15e 17.66 +2.88 bed

T() l+1a 3.33+1.15a 5+la

Tabla 6.- Namero promedio de pellets consumidos par L. vasnamei en los diferentes tismpos, durante las prucbas

de Sianergismo

TRATAMIENTOS T1 (20 MINUTOS) | T2 (40 MINUTOS) | T3 (30 MINUTQOS)
HP-A 2:£346a 15£1835a 24.33 £ 1833 be
C-P-H 6+346ab 17+ 13a 21.6+9.6bc
C-H-P-A 8.66 % 3.05cb 19£737a 32.33 £ 10.40 be

M 11 6.66 = 1.52 ab 12264 a 17£2bc

(T() — {6.66+4.16ab §+4.043 21 + 3.60 be

T(-) 266 1.15 ab 266+ 1.15a 4+2a
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Anilisis de Varianza y Comparacidn de medisy
Tipo de Bivensays Quimioatraccion

Fase: Percepcion

Especie: Macrobrachuun rosenbergic

ANEXOV

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL CUADRADC VALORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 3471542 13 2.670 4167 20.404 G.0000
TRATAMIENTOS 33,480.75 I 3,043.7045 23.256¢ 0 0000
REPETICIONES 1234.67 2 617.3333 4.717 Q0197
RESIDUAL 187933 22 130.3798
TOTAL 32,594.78 35
Tratamiento Rep Promedio Grupos
homogeneos
Liofilizado de langostilla 3 15.56667 .
Cadavenina 3 15.00000 =
Aceite de langostilla 3 22.66667 .
Arginina 3 1666667 .
Exoucw de cxo 3 1833313 .
Langabiuds 3 28.66667 =
Putrescina 3 28.66657 b
Agua de cola de langostilla 3 36.33333 * .
Histidina 3 66.00030 s -
Theta comnercial 3 85.66667 . G
Extracta de caracol 3 £7.00000 £
Dieta basal 3 107 33333 “
Analisis de Vananza y Comparacion de medias
Lipo de Bioensayn: Quimioatraccidn
Fase: Unentacion
Especie Macrobrachium rosenbergit
FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L CUADRADO VALOR DEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
CFECTOS PRINCIPALES 132,525.36 13 10,194.259 30.682 0.0000
TRATAMIENTOS 130,765.64 11 11,887,785 35.779 0.0000
REPETICIONES 1,759.72 2 879.861 2.648 0.0932
RESIDUAL 7,309.61 22 332.255
TOTAL 139,834.97 35
Tratamienta Rep Promedio Grupos
homogeneos
Liofiizado de langostilla 3 20 00000 -
Cadaverina 3 25 33333 =
Arginina 3 39.00000 -
Extracio de coco 3 40 00000 -
Aceijte de langostilla 3 41.3133313 *
Putrescina 3 41.66667 -
Langabudy 3 4633113 *
Agua de cola de langastilla 3 4733333 -
Histidina 3 104.33333 *
Dicta comercial 3 122.66687 * *
Extracta dc caracol 3 168.00000 x *
Dicta basal 3 216.33333
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Anilisis de Varianza y Canparacidn de axdias
Tipo de Bioensayd: Quimicatrackidn
Fase: Muvimienia

Especic: Macrobrachium rosenbergft

FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADO VALORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOUS PRINCIPALES 292,539.03 11 22,503.002 4353% 0.0000
TRATAMIENTOS 290,189.64 L 26,380.876 53.802 0.0000
REPETICIONES 2,349.19 2 1,174.694 2.3% 01145
RESIDUAL 10,787.23 22 490.3308
TOTAL 303,326.31 35
Tratamiento Rep Promedio Grupos
hormogencos
Liofitizade de langostilla 3 T75.66667 *
Cadavenna 3 3133313 *
Extracto de caco 3 98.33333 “ .
Langobuds 3 166.33330 LA
Agua de ¢ola do langestlla 3 109.66667 LA
Purescina 3 119.0000¢ * .
Arguuna 3 124.666467 L) &
Aceite de langostilla 3 126.66667 s L
Extracto de caracol 3 190.00000 L
Histidina 3 20156657 4 &
Dietz comercial 3 312.33333 *
Diec1a basal 3 458.00000
Andlisis de Varianza y Compzracidn de medias
Tipo de Bigensayo: Quintgatracsion
tase: Amba
Especie: Macrobrachium rosenbergis
FUENTE DE YARIACION SUMA DE G.L CUADRADO VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADOS MEDIQ SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 437,334.17 13 33642628 53841 00007
TRATAMIENMTOS 421,733 11 38339818 6.656 0.0001
REPETICIONES 15,616.17 2 7,808.083 1.356 Q2785
RESIDUAL 126,719.83 22 $,759.9924
TOTAL 564074 s
Tratamjento Rep Promedio Grupos
homogeneos
Liofilizada de langostilla 3 26.66667 .
Cadaverina 3 313.66667 .
Longobuds 3 43.66667 ¥
Arginina 3 50.65667 * N
Aceite de langostilla 3 §9.33333 * .
Agua de cola de langostilla 3 65.33333 L
Putrescina 3 68.66667 2
Extracto de coco k| £9.33333 LI
Histidina 3 122.33333 9
Dieta comercial 3 139.00000 L
Extracto de caracal 3 276.66667 *
Dieta basal 3 309.00000 *
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Anglisis de Varianza y Comparscidn de medias
Tipa de Bioensayo: Quimicatraccion

Fase: lngesudn

Especic: Macrabrachiam rosenbergié

FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADO VALQR DE F NIVEL DE
CUADRADOS MEDIWQ SIGNIFICA
EFECTOUS PRINCIPALES 544.321.61 13 42.217.047 L8 471 Q.00
TRATAMIENTQOS 5$41,622.22 1l 49.218.384 21.543 0.0000
REPETICIONES 719939 2 3.599.6%4 1.575 0.2295
RESIDUAL 50,283.28 22 2,285.6015
TOTAL 599,104,859 35
‘Lratamienta Rep Pramedio Grupos
hamaogencos
Liofilizado de langostilla 3 88.00000 ¥
Cadaverina 3 94.33333 ¢ @
Extracto de coto 3 120.00000 L
Langobuds 3 130.00000 LI
Argioina 3 131.33330 S
Putrescina 3 178.00000 L
Agua de cola de langostilla 3 182.004¥00 S
Aceite de langostilla 3 195.00300 A
Histidina 3 238.00000 * ¥
Extracto de caracol 3 317.00000 Ll B
Dicta camercial 3 414.33333 *
Dicta basal 3 48533333
Andlisis de Yananza y Comparacion de medias
Tipo de Bicensayo: Bioensayo de Campo
Fase. 20 munutos
Fspecie: Macrobrachium rosenbergii
FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADO VALOR DEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIC SIGNIFICA
EFEC | US PFRINCIPALES 181.22222 ! 42,217.047 [8.471 Q.00
TRA LAMIENTQS 1311111010 b] 49,238.334 21.54] 0.0000
REPETICIONES Qlllllo 2 3.599.694 1.575 02295
RESIDUAL 101 {88389 1q 22856035
TOTAL 28311110 17
Tratamiento Rep Promedio Grupos
homogencas
Dieta Comercial 3 1.00000 ¥
Langobuds 3 6.00000 »
Extracto de coco 3 7.00000 "
Argiaina 3 933333 .
Liv(ilizadg de Langostilla 3 9.66667 ¢
Cadaverina 3 1933330 * »

120




Andhss de Varianza y Comparacion de medias
Tipa de Bioensayo. HBiocnsayo de Campa

Fasc: 40 minutes

Especie: Muccobrachium rusenbergii

FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADQ VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADQS MtDIo SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 291.72222 7 4].9603 5.166 0.0102
TRATAMIENTOS 290.277780 5 58.0556 7148 00043
REPETICIONES 3444450 2 1.7322 0212 03125
RESIDUAL 81.222222 1 B.A222
TOTAL 74.944445 7
Tratamiento Rep Promedio Grupos
homogeneas
1Dieta Comercial 3 333333 -
Arginina 3 12.33330 ¥
Extracto de coco 3 13.00000 ¢
Cadaverina 3 14.00004 .
Lungobuds 3 14,33333 *
Liofilizado de langastilla 3 1533333 *
Avaisis e Yarisnza y Comparacidn de medias
Tipa de Bioensayo Rioensayu ge Lampo
Fase: 30 minutas
Especie: Macrobrachium rosenbergi
FUENTE DE VAIUACION SUMA DE GL  CUADRADO  VALORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MED!O SIGNICICA
EFECT(S PRINCIPALES 700.88869 7 100.127 18.6%¢ 0.000(
TRATAMIENTOS 581.777780 § 116.3556 21,726 0.0000
REPETICIONES (AR B RN 2 59.5556 11.12 0.0029
RESIDUAL 53.555%60 10 5.455¢
TOTAL 754444440 17
Tratamuento Rep Promedio Grupos
homogeacos
Dieta Comercial 3 5.00000 .
Extracto de coco 3 16.33333 s
Liofilizado de langostilla 3 17.33333 £
Langobuds 3 17.66667 =
Cadaverina 3 18.33333 LA
Arginina 3 24.00000 a
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Anélisis de Varianza y Comparacion de medias
Tipo de Bigensayo: Quimioatraccion

Fase: Percepcion

Especie: Procamberus clarkii

FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADO VALORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTQOS PRINCIPALES 40,340.49 12 3,361.7071 10.868 0.0000
TRATAMIENTOS 40,122.97 10 4,012.297 12.971 0.0000
REPETICIONES 217.51 2 108.7576 0,352 0.7078
RESIDUAL 6,186.48 20 309.3242
TOTAL 46,526 .97 32
Tratamiento Rep Promedio Grupos homogeneos
Langobuds 3 303 *
Putrescina 3 41.00 L
Extracto de Chara sp. 3 4533 A
Cadaverina 3 57.33 ¥ % %
Extracto de lisa 3 60.00 L
Lisina 3 70.33 B
Extracto de coco 3 82.33 ¥ & X *
Agua de cola de langostilla 3 87.33 & %
Dicta comercial g 101.67 LA
Histidina 3 118.33 *
Dieta basal 3 152.67
Andlisis de Varianza y Comparacién de medias
Tipo de Bioensayo: Quimioatraccion
Fase: Onentacion
Especie: Procambarus clarkii
["FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL CUADRADO VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADGS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 55,482.06 12 4,623.5051 10.03 0.0000
TRATAMIENTOS 53,273.64 10 5,327.3636 11.557 0.0000
REPETICIONES 2,208.42 p 1,104.2121 2.396 0.1168
RESIDUAL 9,218.9% 20 460.9454
TOTAL 64,700.97 12
Tratamiento Rep Promedio Grupos homogencos
Langobuds 3 40.00 *
Putrescina 3 46.67 * =
Extracto de Chara sp. 3 59.33 ® % W
Extracto de lisa 3 85.00 LS
Lisina 3 88.00 LA S
Agua de cola de langostilla 3 98.33 L
Extracto de coco 3 107.33 * = %
Cadaverina k! 108.33 * % %
Dieta comercial 3 101.67 S
Histidina 3 157.33 ¥
Dieta basal 3 173.67
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Andlisis de Varianza y Comparacién de medias
Tipo de Bioensayo: Quimioatraceion

Fase: Mavimiento

Especie: Procambarus clarkif

FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADO VALOR DEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 66,350.61 12 5529.7172 7.714 0.0000
TRATAMIENTOS 62,797.88 [0 6.279.7879 8.761 0.0000
REPETICIONES 3,558.73 2 1,779.3634 2.482 0.1089
RESIDUAL 14,33594 20 716.797
TOTAL 80,692.54 32
Tratamiento Rep Promedio Grupos
homogeneos
Langobuds 3 51.00 *
Putrescina 3 68.33 * *
Extracto de Chara sp. 3 91.00 . *
Extracto de lisa 3 106.33 * * ¥
Lisina 3 117.67 * ® ¥
Extracto de coco 3 123.00 * ® #
Cadaverina 3 137.00 #* *
Dieta comercial 3 142 33 ks *
Agua de cola de langostilla 3 144.33 ¥ *
Histidina 3 194 X
Dieta basal 3 196.3 g
Anilisis de Varianza y Comparacion de medias
Tipo de Bigensayo: Quimigatraccion
Fase: Amibo
Especie: Procembarus clarkit
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL. CUADRADO VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADOS MEDIQ SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 247,124.3 12 20,593.692 25.908 0.0000
TRATAMIENTOS 240,707 88 10 24,070.788 30.282 0.0000
REPETICIONES 6,416.42 2 3,208.212 4,036 0.0337
RESIDUAL 15,897.58 20 794.8788
TOTAL 263,021.88 32
Tratamiento Rep Promedio Grupos homogeneos
Putrescina 3 139.00 *
Langobuds 3 143.33 =
Extracto de lisa 3 156.67 o
Extracto de Chara sp. 3 168.00 .
Lisina 3 188.33 S
Agua de cola de langostilla 3 193.00 ¥ *
Extracto de coco 3 209.33 * 4 *
Cadaverina 3 211.00 * = *
Dieta comercial 3 262.00 % *
Histidina 3 274.67 ¥
Dieta basal 3 453.33
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Andlisis de Vananza y Comparecién de medias
Tipo de Bivewsayu: Quimivatraccidn

Fage: [ngestidn
Especie. Procamburus clarksi

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL.  CUADRADO VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 295,263.52 12 24605.293 12218 0.0000
TRATAMIENTIOS 778,015.52 10 27,801.552 13.805 0.0000
REPENICIONES 17,248 2 8.624 4282 00233
RESIDUAL 40,276.67 20 2,013.833
TOTAL 335,540.18 32
Tratamiento Rep Promedio Grupos hamogeneos
Langobuds 3 155.00 .
Putrescina 3 168.67 2
Extracto de Chiara sp. 3 179.33 ®
Extracte de lisa 3 138.67 * .
Acgua de cola de langostilla 3 215.33 r ®
Lisina 3 260,67 LA .
Cadaverna 3 263.67 T *
Extracto de coco 3 283.33 A ¢
Histidina 3 314.33 ¥ *
Dieta comercial 3 386,33 *
Divta basal 3 460 67
Analisis de Vananza y Camparacian de mediay
Tipo de Bivensaya: Bioensayo de Campq
Fase 20 minulos
Especie: Procanbarus clarki
FUENTE Dk VARIACION SUMA DE G.L, CUADRADO VALORUEF MIVEL Ut
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFFCTOS PRINCIPALES 13 33333 3 1.6667 1.088 0.0386
TRATAMIENTOS 11.809524 6 1 9683 3.647 a.0269
REPETICIONES 1523810 2 0.7619 1.4)2 0.2814
KESIVUAL 6475191 12 0.5397
TOTAL 19.809524 20
Tratamicnto Rep Pramedio Grupos
homagceneos
Dieta basal 3 0.00000 s
Extracto de Chara sp. 3 0.00000 = o
Agua de cola de langostlla 3 0.66667 * *
Higado de tes 3 1.00000 .4 "
Langobuds 3 1.00000 * *
Putrescina 3 1.33333 * *
Extracto de lisa 3 2.33333 *
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Anilisis de Varianza y Comparacidn de medias
Tipu d¢ Bicensayo: Biocnsayo de Campa

Fase: 40 minutos

Especie’ Pracamburus clarki

FUENTE DE VARIACION SUMaA DE GL. CUADRADO VALORDEF RIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 21.3333¢ 8 2.6667 331 0.0(93
TRATAMIENTOS 19.809524 6 3.3016 4.674 00112
REPETICIONES 1.523810 2 0.7615 1.079 0.3709
RESIDUAL 8476190 12 7 7063
TOTAL 29.809524 20
Trawmiento Rep Promedio Grupos
homogencas
Dieta basal 3 0.33333 E:
Agua de cola de langostilla 3 0.66667 *
Extacto de Chara sp. 3 1.00000 *
Higado de res 3 2.33333 *
Puzescina 3 2.6G667 L
Extracto de lisa 3 2.66667 *
Langobuds 5 2.66667 *
Aqiiisis de Vanianza y Compaacién de medias
Tipr e Bigensaya: Biveasayo de Cumpa
Fase: 30 minutos
Especie Procambarus clarkii
FUENTE DE VARIAC(ON SUMA UE G.L. CUAURALK) YALOR UE F NIVEL DE
CUADRADJS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 35.42857 8 4.4286 3.875 00176
TRATAMIENTOS 35.142857 6 5.8571 5.125 0.0079
REPETICIONES 0285714 p 0.1429 0125 038836
RESIDUAL 13714286 12 1.1429
TOTAL 49.142857 20
‘I'ratamicato Rep Promedio Grupos
homogencas
Dicta basal 3 0.66667 .
Extracto de Chara sp. 3 1.33333 w© .
Agua de cola de langostilla 3 1.33333 L.
Hlgado de res 3 3.33313 .
Putrescina 3 3.66667 ¥
Langobuds 3 3.66667 B &
Extracto de lisa 3 4,00000 i
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Andlisis d¢ Vananza y Comparacién dc medias
Tipo de Bivensayo: Quimicatraccida

Fase: Percepeion

Especie: Lilopenaeus vannamei

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL. CUADRADO VALORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIQ SIGNIFICA
EFECTOS PRINCI[PALES 49,1889 12 4,099.0758 23.257 0,0000
TRATAMIENTOS a3,761.2| 10 48761212 27.666 0.0000
REPETICIONES 4277 z 213.84%5 1.213 0.31%2
RESIDUAL 3,524.97 20 176.2485
TOTAL 52,713.88 32
Tratamieato Rep Promedio Grupos
homogeneos
Cadaverina 3 1233 .
Exuacto de caca 3 25.00 S
Laagobuds 3 14.66 + s
Putrescina 3 35.00 ¢ =
Arginina 3 37.66 LI
Histidina 3 47.33 LI
Liofilizado de langostilla 3 53.66 5 =
Aceite de langostilla 3 62.00 “ =
Agua de cola de langostilla 3 6433 S
Extracto de caracal 3 91.00 =
Dieta basal k] 159 66 L
Andlisis de Vananza y Commparacidn de mwedias
Tipa de Bigensaya: Quiruoatrace ion
Fuse Qrientacion
Especic: Litopenaeus vannamei
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL. CUADRADO VALORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGRIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 83372 12 6,589.333 6477 0.0001
TRATAMIENTOS 83,674 85 10 8,367.4848 7754 0.0001
REPETICIONES 197.15 Z 98.5758 09091 0.9131
RESIDUAL 21.381.51 20 1.079.0758
TGTAL 105.453.52 32
Tratamiento Rep Promedio (.irupos
homogentos
Cadaverina 3 15.33 *
Extracto de coco 3 28.00 . *
Langobuds 3 45.33 Bl
Putrescina 3 47.33 S
Liofilizade de langostilla 3 78.00 = = @
Arginina 3 81.13 * =% A
Aceite de langostilla 3 96.66 * = ¥
Agua de cola de langostilla 3 11500 x @
Extracto dc caracol 3 118.33 * .
Dicta comercial 3 170.00 ¥
Histidina 3 171.33 e
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Andlisis de Vananzz y Canparacion de medias
Tipo de Biotnsayo: Quimugatracsion

Fase: Movinuento

Especic: Litupenaeus vanasamei

[ TUGNTE DE VARIACION SUMA DE GL.  CUADRALQ VALOR DEF NIVEL DC
CUADRADOS MEDIQ SIGNIFICA
EFECTQS PRINCIPALES 121,858.97 12 10,321.581 4812 0.0100
TRATAMIENTQOS 122,604 97 10 12,260.497 5714 0.0005
REFPETICIONES 1,254 2 627 6.292 0.7497
RESIDUAL 42,896.67 20 2,144,332
TOTAIL 166,755.64 32
Tratamiento Rep Prumedio Grupos
bomogeneos
Cadaverina 3 2033 -
Extracto de coco 3 4]1.00 a
Putrescina 3 50.66 =
Langobuds 3 59.33 e
Arginina 3 87.33 * 2 @
Liofilizado de langostilla 3 88.00 T = x
Accite de langostilla 3 117.00 * & &
Agua de cola de langostilla 3 128B.66 s % =
Extracto de carcol 3 13633 “« ® =
Dieta comercial 3 196.00 B
Histidina 3 223.33 L
Andlisis de Vananza y Comparacion de medias
Tipo de Bioensayo: Quimwatraccian
Fasc: Ambo
Especie Litopenarus vannamet
FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CLADRADQ VALOR DEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 147,155.82 12 28,929.652 6.781 Q.0010
TRATAMIENTQOS 346,105.64 10 34,610.564 8.112 0.0000
REPETICIONES 1,050.18 2 525091 0.123 0.8849
RES[DUAL 8532782 20 4.266.3909
TCTAL 432 483.64 32
Tratanuento Rep Promedio Grupos
homogeneos
Cadaverina 3 44 33 *
Putrescina ] 74.33 £ »
Extracto de caco ] 92.00 noe
Langobuds 3 111.66 LA
Liofilizado de langostilla 3 145.00 L
Arginina 3 150.00 ERL S
Aceile de langastilla 3 242.00 ¢ 3w
Agua de cola de langostilla 3 251.66 © ° 9
Extracto de caracol 3 262.66 ¥ 4
Histidina 3 330.00 * -
Dieta comiercial 3 36433 i
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Anilisig de Varianza y Contparacidn de medias
Tipo de Bioensayo: Quirmioatracodn

Fase: Ingestidn

Espexcie Litop 5 va

[ FUENTE DE VARIAC[ON SUMA DE GL  CUADRADO VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADQOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 52023309 12 43,352 758 13.233 0.0000
TRATAMIENTOS $17,847.21 10 31,784.724 15807 0.0000
REPETICIONES 2,38588 2 1,192.939 0.354 0.6993
RESIDUAL 65,520.79 20 3,276.0394
TOTAL $84,753.38 32
Tratanuernto Rep Promedio Grupos
homogeneos
Cadavetina 3 49 00 *
Futrescina 3 3333 -
Langobuds 3 122.00 ¢ =
Extracto de caca 3 125.00 L
Arginina 3 154.66 & % »
Liofilizado de langostilla 3 165.66 ' % ¥
Aceite de langostilla 3 264.33 r & @
Agua de cola de langostilia 3 27500 1 ™= 3
Extracto de caracol 3 312.66 -
Dieta cometcial 3 424.66 £
Histdina 3 42833 *
Anilisis de Varianza y Comparacion de medias
1ipo de Bioensayo Bioensayo de Csmpao
Fas<: 20 miautos
Uspecie: Litopenaeus vanname;
FUENTE DF VARIACION SUMA DF G.L CTUADRADO VAIORDEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINGIPALES 258.38889 7 309841 2961 0.0587
TRATAMIENTOS 253011110 5 506222 4 053 0.0285
REPETICIONES S.777180 2 23889 0.231 0.7976
RESIDUAL 124 383890 10 12.4889
TOTAL 383 777380 |7
Tratamiento Rep Promediv Grupos
homogeucos
Dista comercial 3 2.66647 *
Cudaverina 3 5.66667 L §
Langobuds 3 6.00000 * ¥
Liofilizadg de langostilla 3 9.00000 * ¥
Extracto de cocu 3 11.66667 LA
Arginina 3 13.66667 .
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Andliyis de Vananza y Comparacion de medias
Tipo d2 Bioensayo: Bicensayo de Campo

Fase. 40 minutos

Especic: Lilopenacys vanramey

FUENTE DE VARIACION SUMA Dk G.L CUADRADOQ YALOR DEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIQ SIGNIFICA
EFECTOS PRINC[PALES 0255556 7 860794 2401 0.1014
TRATAMIENTAS 560 444440 b3 112.0889 3126 00589
REPETICIONES 42.011110 2 21.0556 0.587 0.5739
RESIDUAL 358,555560 19 35.8556
TOTAL G0 17
Tratatmento Rep Promedio Grupos
homogeneas
Dicta camercial 3 2.66667 .
Liofilizado de langastilla 3 16.00000 1
Cadavcrina 3 16.00000 "
Langobuds 3 17.00000 .
Arginina 3 17.00000Q 4
Extracta de coco 3 20.00000 *
Analisis de Yananza y Comparacion de medias
Tipa de Bioensaya: Dioensayo de Campa
Fase 80 miinutas
Especie: Litopenaeus vannamet A
FUENTE DE VARIACION SUMA DE G.L. CUADRADO VALOR DE F NIVEL DE
CUATKADUS MEDIO SIGNIEICA
CFECTOS PRINCIPALES 1,887.88850 7 269.6944 4389 04178
TRATAMIENTQS 1,826 444400 S 365.2889 §944 0.0983
REPETICIQNES 4l 444400 2 30.7222 a5 0.621
RESIDUAL 614.555560 10 61.4556
TOTAL 2,502 44444G 17
Tratamicnto Rep Promedio Grupos
homogeneos
Dieta comercial 3 4.00000 s
Liofilizado de langostilla 3 19.33333 * *
Langobuds 3 21.66667 . .
Extracto de cocq 3 2433323 * 8
Arginina 3 29.00000 4
Cadaverina 3 37.00000 *
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Andlisis de Varianza y Comparacién de medias
Tipa de Bioensaya: Quimisstrcsidn

Fase: PercepciGn
Especi¢: Litopenaeus stylirostris
FUENTE DFE. YARIACION SUMADE  GL  CUADRADO VAUOR DE F NIVELDE |
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 41,461 1) 13 3,189.3162 9.888 0.0000
TRATAMIENTOS 40,990.22 11 3,726 3838 11.53) 0.0000
REPETICIONES 470.39 2 235.844 0.7 0.2902
RESIDUAL 709578 2 322.5353
TOTAL 48, 55689 35
Tratamiento Rep Promedia Grupos hornogeneos
Langobuds 3 2733 .
Arginina 3 33.00 * 4
Extracto de coco 3 3700 LA
Cadaverina 3 40.33 L
Agua de cola de langostilla 3 42.66 L
Extracto de caracol 3 4633 L
Aceite de langostilla 3 55.33 =
Putrescina 3 57.00 I
Liofilizado de langaostila 3 60.00 S
Liswna 3 70.66 LS
Histidina 3 32.66 S
Dieta comercial 3 121.00
Dieta basal 3 140,66
Anilisis de Varianza y Comparacidn d¢e medias
Tipo de Bicensayo. QJuimiastraceidn
Fase: Onentacion
Cspecie: Litopenacus seylirastris
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL. CUADRADC VALOR DE F NIVEL DE
CUADRADOS MEDIC SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 101,303 7% 13 7.742.59 26.302 0.0000
TRATAMICNTQS 100,666.22 11 %,151.47 31.476 0.0600
REPETICIONFS 637.56 3 318.77 1.096 0.3685
RESIDUAL 6,396.44 22 290,747
TOTAL 10,700.32 35
Tratamicnto Rep Promedio Grupos
homogeneos
Langabuds 3 4233 3
Arginina 3 45.66 &
Cadaverina 3 47.66 *
Extracto de coco 3 5333 =
Extracto de caracol 3 62.33 *
Agua de cola de langostilla 3 45 66 B
Putrescina 3 72.00 .
Aceite de langostilla 3 79.33 S L
Liofilizado de langostila 3 83.406 e E
Lisina 3 115.66 *
Histidiaa 3 126.33 ¢
Dieta basal 3 195.33 s
Dicta comescial ] 196.33 »
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Andlisis de Vanianza y Campanacidn de medias

Tipo de Bioensayo: Quimioatraccion
Fase: Movimiento
Especic: Litopenaeus stylirosiris

FUENTE DE VARIACION SUMA U& G.L CUADRADG VALORDEF NIVEL Ut
CUADRADQOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 240,678.61 13 18.513.73 7123 0.0030
TRATAMIENTOS 229,409.22 i 2885538 8024 0.0000
REPETICIONES 1126939 2 5,634.69 2 168 0.1769
RESIDUAL 57,17738 2 2,598.99
TOTAL 297,855.89 s
Tratamiento Rep Promedio Grupos
homogeneos
Langabuds 3 60.00 .
Argitina 3 63.66 =
Caduvenina 3 65.00 4
Extracto de cucy 3 75.66 *
Extractg de caracol 3 §9.00 .
Putrescing 3 95.00 b
Agua de ¢ola de langostilla 3 98.33 .
Acxcite de langostlla 3 105.33 o
Liofilizado de langostila 3 110.00 =
Lisina 3 159.00 . 4
Histidina 3 162.65 ¢« =
Dieta cotercial 3 28633 )
Dieta basal 3 300,65 !
Analisis de Vananza y Comparacidn de medias
Tipo de Bioensayo: Quimicatraccian
Fase. Ingeston
Especie: Lilopenacus siytirosirs
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL CUADRADO VALOR DEF NIVFL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 431,294 41 13 34,378.172 28.582 Q.0000
TRATAMIENTOS 481,209.74 Ll 40,100.812 33339 0.0000
REPEUICIONES 84.67 2 42.333 ¢035 0.9635
RESIDUAL 28,867.21 22 1,202 8056
TOTAL 510,16[.74 3s
Trataricnito Rep Promedio Grupos
hurmugeneos
Arginina 3 120.00 .
Cadaverina 3 135.00 b
Langobuds 3 13533 .
Extracta de caracol 3 157.00 *
Extracto de coco 3 15933 .
Agua de colz de langostilla 3 17233 .
Puteescina 3 189.66 N
Accite de langusilla 3 183.66 *
Liafilizeda de langostila 3 205.00 * *
Lisina 3 30900 .
Histding 3 38333 * *
Dicta comercial 3 437.66 ¥
Dicta basal 3 452.13 *
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Anilisis dc Vananza y Comparacién dc medias
Tipo de Bioensayo: Biacnsayo de Campa
Fase: 20 minuws

Especic: Litopenaeus stylirostris

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL. CUADRADO VALOR DEF NIVEL DE
CUADRALXIS MEDIQ SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 1.177.25930 10 L17.7259 2.526 00477
TRATAMIENTOS 1,174.963000 8 146 8704 3181 0.0242
REPETICIONES 2.296300 2 1.1482 0.025 09757
RESIDUAL 74570370 (] 46.6063
TOTAL 1,922.96300Q p]
Tratamicnto Rep Pramedio Grupos
homogencos
Dieta cometcial 3 7.33333 .
Aceite de langostilla 3 13.00000 o
Extracto de caracol 3 14.00000 =
Putrescina ] 15.00000 .
Agua de cola de laggostilla 3 16.66667 N
Cadaverina 3 19.66667 o
Extracto dc coca 3 19.66667 4
Langobuds 3 28.33333 :
Arginioa 3 28.66667 .
Anilisis de Varianza y Comparacion de medias
1ipo de Bioensayo: Bioensayo de Campo
Fase: 40 munutos
Especie: Licopenacus stylirostris — —
FUENTE DE VARIACION SUMA DE GL CUADRADO VALOR DEF NIVEL DE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIPALES 2.984.22220 10 2984227 31.623 00109
TRATAMIENTOS 2,969.333300 8 371.1667 4.507 Q.00sL
REPETICIONES 14.388500 2 74444 0.0% 0914
RESIDUAL 1,317 777300 16 82,3511
TOTAL 4,302 000000 26
Tratamiento Rep Promedic Grupos
bhomogeneos
Dieta comercial 3 12.00000 .
Extracto de caracol 3 17.33333 *« =
Putrescina 3 18.33333 LI
Aceite de langostilla 3 19.0000 .
Agua de cola de langostilla 3 20.66667 e
Cadaverina 3 28.66667 & =
Extracto de cocg 3 34.33333 L
Arginina 3 40.33333 =
Langobuds 3 4333333 N

132




Anidlisis de Varianza y Conparacion de modias
Tipa de Bidensayo: Biocnsayo de Campo

Fase: 80 minutos

Especis: Litoperiaews stylirastris

[ FUENTE. DE VARIACION SUMA DE GL. CUADRADO VALORDEF NIVEL OE
CUADRADOS MEDIO SIGNIFICA
EFECTOS PRINCIFALES 7.125.25930 10 7125259 14.064 00000
TRATAMIENTOS 7,085.351900 ] $85.7315 17.433 0.0000
REPENICIONES 39.407400 2 19.7037 0.389 0.684
RESIDUAL 810 592590 16 50.667
TOTAL 7,935.851900 b1
Tratamiento Rep Promedio Grupos
homogeneos
Dieta comercial 3 15.33333 ¥
Aceite de langostilla 3 23.33333 *
Extracto de caracol 3 24.00000 *
Putrescinz 3 2466667 ®
Agua de cala de langostilla k| 36.33333 i
Cadaverina k| 4%.66667 . =
Arginina 3 50.00000 e .
Exftracto de coco 3 §55.33333 » .
Langobuds ] 64.00000 *
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ANEXQ VI

Las &reas sombreadas em gris san indicativas de la eficiencia, en térmings de awactabilidad y estimulacidn
alimenticia de cada uno de los tratamientos.

TRATAMIENTOS ESPECIES QUIMIO- QUIMIO- | BIDENSAYO
DETEC("ION ATRAC(,ION DE CAI\IPO
M. rosenbergii  pHr R IR R AR AT A GO

Arginina P. clarkii :

L. vannamer
L. stylirostris
M. rosenbergii

Lisina P clarki
L. vannamei
L. stylirastris T e By . el
M_rosenbergii  Fnziiai o
Histidina P_ clarkii 7"* =T
L. vanname{ ; f:g_“‘_gv ;’i’f‘ésg% i
R R

L. stylirostris
M. rosenbergii
Tiramina P. clarkdi

L. varnamei
L. stylirostris
M. rosenbergii
Cadavenina P. clarkiy

L. vannamer
L stylirostris
M. rosenbergii
Putrescina P. clarkii

L. vanname!
L. stylirostris
M. rosenbergii
Histamina P, clarkii

L. vannamei
L. styltrostris
M. rosenbergii
Titosina P. clavkit

L. vannamei
L. stylirostris
M. rosenbergii
Espermina P. clarkit

L. vannamei
L. stylirostris
M. rosenbergii
P clarki
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Espermidina

L. vannamei

L. stylirostris

Extracto de pescado
(Lisa)

M. rosenbergii

P. elarkii

L. vannamei

L. siylirostris

Ext. de Caracol
(Pomacea bridgesi)

M. rusenbergii

P. clarkii

L. vannamel

L. stylirostris

Ext, de Calamar

M. rosenbergil

=

. B £ s Y
e vk oo,

P. clarkii

L. vannamei

L. spylirostris

-

Ext. de Jaiba
(Callinectes sapidus)

M. rosenbergii

P.dlarkii

L. vannamei

L. stylivostris

Liofilizado de
Langostilla
(P. planipes)

M. rasenbergii

P. clarkii

L. vannamei

,, a.“"%a‘ R Tl BN

L. siylivostris

Lxt. Etereo de

M. rosenbergii

M. rosenbergii
Agua de colade P clarkai = wc ’ 3
Langostilla L. vannamet \ 4
(P. planipey) L. stylirostris ) 1 L ‘
P 4 v o ;!
M. rosenbergii  besidituze siiaas
Acette de Langostilla | P. clarki
(Pleurocondes L. vannamei 53;;;& R e |
planipes) L. stylirostris " %@:@ 7 g%;:%; ::

P. clarkii

[Langostilla L. vannamet
(P. planipes) L. stylirostris
M. rosenbergii 7 el O
Ext. de Coco P. clarkii
(Cocos nucifera) L. vannamei ¥ EE e

L. stylirostris

Ext. de Chara sp.

M. rosenbergii

P clarkii

hict PR
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L. vanname;

L. stylirostris

M. rosenbergii

P, clarkii
Ext. de Alfalfa L. vannamei

L. stylirosris

M. rosenbergii BTN s ol T
Atractante comercial | P. clarkii 3 SRR uEd 7 Tl A M
(Langobuds®) L. vannamei hanns B B " s T

L. stylirostris MR TR W o I

Alimento Comercial

M. rosenbergii

P. clarkii

L. vannamei

L. stylirastris

Dieta Basal (-)

| M. rosenbergii

P. clar_!a'[

L. vannamei

L. swli;gstris
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