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RESUMEN

El entendimiento de la biologia reproductiva
bdsica es necesario para el mejoramiento de la pro-
duccion de gametos de camarones. Esta presenta-
cidn revisard nuestro conocimiento actual en ma-
teria de determinacidn sexual, control hormonal de
la maduracién, fertilizacién, y técnicas para la pro-
duccién comercial de gametos y desove, La madu-
racion controlada de camarones es una actividad
comercial; sin embargo, no se conoce el modelo
genético de los sexos, ni se ha desarrollado la re-
versién de sexos y produccién de monosexos. La
fertilizacion in vitro de Penaeus es aun una técni-
ca de bajos rendimientos, y la criopreservacion de
embriones o larvas no existe. La ablacién ocular
continda siendo la técnica de manejo hormonal pa-
ra la maduracién de hembras, aunque la aplicacién
de serotonina podria ser una alternativa en el futuro
cercano. El avance logrado en produccidn de es-
permatéforos y en el entendimiento de los problemas
asociados con su calidad, son nuevas contribuciones
para ¢l mejoramiento de la reproduccién controla-
da de camarones.

ABSTRACT

The understanding of basic reproductive biol-
ogy is necessary for the improvement in the pro-
duction of shrimp gametes. This presentation will
review our current knowledge on subjects like sex
determination, hormonal control of maturation,
fertilization, and techniques for commercial
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gamete production and spawning. The controlled
reproduction of shrimp is a commercial activity;
however, the genetic model for sex determination
and sex reversal have not been established. fn vitro
fertilization and embryo cryopreservation have not
been developed. Eyestalk ablation is still the only
hormonal technique for female maturation, but
serotonin treatment could be a new alternative.
The advance on spermatophore production and the
understanding of the problems involved in its qual-
ity are new contributions for the controlled repro-
duction of shrimp.

BIOLOGIA REPRODUCTIVA

Determinacion del sexo

La determinacién del sexo en crusticeos esta
controlada por dos mecanismos, el heterogamético
y el poligénico. El heterogamético es el mas amplia-
mente distribuido entre los crusticeos y existen dos
tipos diferentes de heterogametismo (GINSBUR-
GER-VOGEL y CHARNIAUX-COTTON 1982):

a) Especies con machos homogaméticos, co-
mo ocurre en el camardn de salmuera, Artemia:
macho = Z7, hembra = ZW

b) Especies con machos heterogaméticos, co-
mo en el cangrejo Pachygrapsus: macho = XY,

hembra = XX

El concepto de heterogametismo se refiere a
un mecanismo de determinacién sexual controlado
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por un par de cromosomas sexuales. Por el contra-
rio, el mecanismo poligénico involucra a un mayor
nimero de cromosomas autosémicos.

Independientemente de los mecanismos de
determinacidn genética, los crusticeos comparten
las siguientes caracteristicas: a) cada individuo de
una especie posee los genes para hembra y macho,
b) la expresién genética, desarrollo y actividad de
la gldndula androgénica (GA) son responsables de
la morfogénesis de macho, c) la ausencia de la GA
desencadena la morfogénesis de hembra.

La reversién sexual mediante remocién e im-
plante de GA se ha realizado con éxito en varios
crusticeos inferiores. Desde la perspectiva de
acuicultura, Macrobrachium resenbergii es el de-
cdpodo que mads se ha estudiado en este campo
(SAGI 1988). La remociéon de ambas GA, en
ejemplares jévenes (1,0 g) de M. rosenbergii,
transforma al individuo en neo-hembra, que es el
término empleado para describir a un individuo
genéticamente macho y fenotipicamente hembra.
El implante de GA en hembras, origina el desarro-
llo de las caracteristicas masculinas, produciendo
un neo-macho.

Los experimentos en este campo han permiti-
do evaluar la progenie de neo-hembras con ma-
chos de M. rosenbergii y los resultados indican,
tentativamente, que esta especie es heterogaméti-
ca, con el macho homogamético (ZZ, SAGI y CO-
HEN 1990).

Desde el punto de vista préctico en acuicul-
tura, estos descubrimientos indican que mediante
la produccién de neo-hembras y su apareamiento
con machos, se pueden obtener lotes de postlarvas
100% machos. En camarones marinos del género
Penaeus, la tasa de crecimiento de machos y hem-
bras en estanques de cultivo comercial es semejan-
te, por lo que aparentemente no se justifica la apli-
cacidn prictica de estos principios; sin embargo, el
conocimiento cientifico debe ampliarse. No exis-
ten reportes publicados sobre manipulacién de GA
en Penacus, pero la localizacion de la GA se ha re-
portado para P. japonicus (PAYEN et al. 1982), P.
vannamei y P. stylirostris (ALFARO 1994).
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Control hormonal de la maduracion

Las fuentes descritas de hormonas involucra-
das en reproduccién de crusticeos decdpodos son
la médula terminal — érgano X del ganglio éptico,
la glandula del seno, el cerebro, los ganglios tora-
cicos, la glandula androgénica, el érgano mandi-
bular, los ovarios y el 6rgano Y. Los crustdceos con
ojos pedunculados presentan un grupo de células
neurosecretoras en el pedinculo denominadas &r-
gano X. Estas células envian la mayoria de sus
axones a un érgano neurehemal, llamado glandula
del seno (QUACKENBUSH 1986). La médula
terminal — érgano X sintetiza polipéptidos que son
empacados en vesiculas neurosecretoras y trans-
portadas intra-axdnicamente a la gldndula del se-
no, donde son almacenadas y liberadas como pe-
quefios péptidos (ANDREW 1983).

El complejo érgano X — glandula del seno es-
t4 implicado en el control de procesos como meta-
bolismo de azicar y calcio, reproduccién, muda,
osmoregulacion, aclimatacién estacional térmica,
migracién de pigmentos retinales y cambios de co-
lor. La hormona concentradora de pigmentos rojos
y la hormona adaptadora de luz del pigmento reti-
nal distal, fueron las primeras neurohormonas de
invertebrados en ser completamente caracterizadas
bioquimicamente (JOSEFSSON 1983). Otras hor-
monas recientemente caracterizadas son la hormo-
na de la muda (CHANG 1985), la hormona hiper-
glicdmica y la hormona inhibidora de la muda
(BENZIE 1998).

El mecanismo que se ha propuesto para expli-
car el control de la maduracién es un modelo anta-
gonico, que establece la sintesis de una hormona
inhibidora de la génada (HIG), en el 6rgano X.
Esta hormona inhibe 0 compite con una hormona
estimuladora de la génada (HEG), producida en el
cerebro y ganglios toricicos. La HEG estimula la
vitelogénesis secundaria en hembras, espermato-
génesis, hipertrofia del ducto deferente e hiperse-
crecion de la glandula androgénica en machos
(ADIYODI y SUBRAMONIAM 1983). La accién
de la HEG parece estar mediada a través de hormo-
nas esteroides. TALBOT (1981) sugiere que las cé-
lulas foliculares pueden ser la fuente de esteroides
femeninos, y FAIRS et al. (1990) propusieron que el
desarrollo ovdrico y la maduracién de oocitos en
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crusticeos puede estar regulada por hormonas es-
teroides en forma similar a peces y anfibios. En
machos de P. vannamei la inyeccién de 17 — alfa-
metil testosterona genera un mejoramiento signifi-
cativo de la calidad de los espermatéforos (ALFA-
RO 1996). Complementariamente, el érgano man-
dibular sintetiza esteroides y terpenoides que esti-
mulan el desarrollo ovérico (TSUKIMURA y KA-
MEMOTO 1991).

Recientemente se demostré que el neuro-
transmisor 5-hidroxi-triptamina (serotonina) gene-
ra el desarrollo de oocitos del langostin, Procam-
barus clarkii, induciendo la liberacion de la HEG
(SAROIJINI et al. 1995). Este principio fue evalua-
do en la maduracién y desove de P. vannamel, co-
mo alternativa a la ablacién ocular (VACA v AL-
FAROQ, en revision).

Fertilizacion

La fertilizacidn es externa. Al momento de la
liberacién de los oocitos, éstos se unen a las esper-
mas que son retenidas en el télico de la hembra, ya
sea en receptdculos seminales (télico cerrado) o en
la superficie externa (télico abierto). La espina de
la esperma se une en forma primaria a la envoltu-
ra vitelina del oocito, seguidamente la esperma ex-
perimenta una reaccién acrosomal que culmina
con la unién permanente y fusién de nicleos. El
oocito experimenta una reaccién cortical iniciada
por el contacto con el agua marina y finaliza con la
formacién de una envoltura de eclosién (CLARK
et al. 1984; PILLAI y CLARK 1988).

La fertilizacién in vitro, técnica comin en pe-
ces, no se ha logrado con éxito en el género Pe-
naeus. El primer reporte se publicé en 1973 gene-
rando 10% de eclosion en P aztecus (CLARK er
al.  1973); recientemente MISAMORE y
BROWDY (1997) reportaron tasas de fertilizacién
in vitro de 2,48 % en P. setiferus y 3,88% en P,
vannamel. ALFARO et al. (1993b) aplicaron una
técnica desarrollada para Sicyonia ingentis, en P,
occidentalis, sin lograr resultados positivos. La in-
formacién generada al presente parece indicar que
existen aspectos de la interaccién huevo-esperma
que no estian bien comprendidos. Complementa-
riamente, no se ha reportado éxito en la criopreser-
vacién de embriones o larvas de penaeidos (BEN-
ZIE 1998).

TECNICAS DE
CONTROLADA

REPRODUCCION

Maduracién controlada

La maduracion y apareamiento en laboratorio
requiere de tanques ovales o circulares de 4rea (15
m? ) y didmetro (3,7 m) amplios para facilitar el
comportamiento de cortejo y cdpula. La profundi-
dad de agua entre 40 y 50 cm es adecuada y per-
mite observar claramente el desarrollo de los ova-
rios. Machos y hembras se siembran en una pro-
porcién 1:1 y a una densidad maxima de 7 cama-
rones/ m? .

Se utilizan aguas de buena calidad y alta
transparencia; la temperatura éptima es 29°C y en
este sentido CHAMBERLAIN (1988) establece la
importancia de mantener una baja fluctuacién en
el rango de 26 a 30°C. Salinidades sobre 35 partes
por mil no son beneficiosas, un pH de 8,0 es favo-
rable. Los niveles de amonio y nitrito se mantienen
al minimo mediante altas tasas de recambio de
agua nueva (200 — 300%) en sistemas abiertos, o
con biofiltros y bajas tasas de recambic diario
(309%), en sistemas semi-cerrados.

La intensidad de luz debe ser reducida; se re-
comienda intensidades de 5,2 pEm2s-1 | que es
equivalente a una baterfa de 4 ldmparas fluores-
centes {40 W) de 1,2 m, colgadas a 1,5 m sobre el
nivel del agua. El fotoperiodo se considera de im-
portancia secundaria en peneidos tropicales
(CHAMBERLAIN y LAWRENCE 1981,
CHAMBERLAIN 1988).

La rutina diaria de mantenimiento implica re-
mocién de muertos, mudas y restos de alimento.
La alimentacidn consiste de productos fresco-con-
gelados, suministrados individualmente a horas di-
ferentes del dia. Los principales productos utiliza-
dos son calamares y gusanos marinos, comple-
mentados con almejas y pescado.

Ablacion del pediinculo ocular

La remocién del érgano X — glandula del se-
no mediante ablacién del pedinculo ocular altera
virtualmente todos los aspectos fisioldgicos del
animal (QUACKENBUSH 1986). Una de esas alte-
raciones, el desarrollo prematuro o no estacional de
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las génadas, fue primeramente observado por PA-
NOUSE (1943) y descrito por primera vez en un
camarén peneido (Penacus duorarum) por CAl-
LLOUET (1972) . Los primeros intentos se basa-
ron en ablacién bilateral, produciendo maduracién
rapida de los ovarios con tasas altas de mortalidad
y reabsorcién de 6évulos. El problema se controld
mediante la ablacion unilateral (AQUACOP
1975). De esta forma se dio origen a un simple
procedimiento que se aplica mundialmente, a es-
cala comercial, para inducir la maduracién de nu-
merosas especies de camarones peneidos.

La ablacion se practica normalmente solo en
hembras; sin embargo, la ablacién en machos me-
jora la produccion de espermas {LEUNG-TRUJI-
LLO y LAWRENCE 1985, ALFARQ y LOZANO
1993). Cualquiera de los dos pediinculos puede ser
utilizado para la aplicacién de una de las 3 técni-
cas descritas en la literatura (PRIMAVERA 1985,
TREECE y YATES 1988): puncién, ligado, o cau-
terizacion.

Para reducir la mortalidad es recomendable
practicar la ablacién en horas de la mafiana cuan-
do la temperatura es mds fresca; también se puede
aclimatar los animales a temperaturas frias (23 -
24°C) antes de aplicar el procedimiento, y poste-
riormente subir gradualmente la temperatura, an-
tes de regresar al tanque de maduracion.

Es fundamental seleccionar para ablacién so-
lo ejemplares que presentan exoesqueleto duro
(intermuda), debido a que la ablacidn de ejempla-
res en postmuda temprana causa mortalidad
(AQUACOP 1979) y de ejemplares en premuda
tardia retrasa el desarrollo de los ovarios (CRO-
COS y KERR 1983). En la practica, esto se logra
mediante tacto y observacién; organismos recién
mudados son blandos y los que estan listos para
mudar presentan manchas blancas en el exoesque-
leto. Si se desea mayor certeza en la clasificacion
de estados de muda se pueden realizar observacio-
nes microscépicas ripidas de urépodos frescos, se-
giin técnica descrita por ROBERTSON et al.
(1987).

Eyaculacién e inseminacién artificial

Los laboratorios comerciales de maduracién
y desove utilizan comdnmente el apareamiento na-
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tural en los tanques; sin embargo, también existen
hoy dia unidades de produccién basadas en la eya-
culacidn e inseminacidn artificial.

Esta modalidad tecnolégica permite reducir
los problemas de apareamiento encontrados en
tanques de maduracion, donde se estima un rendi-
miento de 3 — 5% de hembras apareadas adecuada-
mente por noche. Ademads, se elimina la necesidad
de utilizar tanques de didmetro ancho.

Hembras en estado mdximo de maduracién
se seleccionan al atardecer (en caso de fotoperiodo
normal) y se mantienen en un reservorio durante la
inseminacién. Al mismo tiempo se seleccionan
machos con espermatéforos bien desarrollados y
apariencia normal (ALFARO y LOZANO 1993) y
se procede a la eyaculaciéon manual. La eyacula-
cidn se practica tomando al macho con una mano
y presionando suavemente las dmpulas terminales
con los dedos pulgar e indice, hasta lograr la ex-
pulsion parcial del espermatéforo, luego se re-
mueve completamente con una pinza fina sin tocar
el tejido de las aberturas genitales para evitar da-
fios al animal. Los espermatéforos se mantienen
en viales secos hasta el momento de la insemina-
cion. El sistema reproductor del macho puede su-
frir invasidén bacteriana generando sistemas enne-
grecidos y espermatéforos no titiles (ALFARO er
al. 1993a); también el macho puede presentar es-
permatdforos deteriorados, sin infeccidn, que de-
ben ser removidos para estimular el desarrollo de
nuevos espermatdforos (ALFARO y LOZANO
1993).

La inseminacién se inicia con la toma de los
espermatéforos (2 a 4 sub-unidades) entre los de-
dos pulgar e indice para exprimir su contenido y
formar una pequefia masa de espermas. El conte-
nido de espermas en la masa es inferior al conteni-
do en el espermatéforo entero (ALFARO, datos no
publicados) por lo que se recomienda utilizar mas
de 2 sub-unidades para la inseminacion.

Seguidamente se toma la hembra y se le apli-
ca papel absorbente en el télico. La masa de esper-
mas se toma con unas pinzas finas humedecidas en
agua de mar, para luego esparcirla entre los terceros
y cuartos pares de pereiépodos. La hembra insemi-
nada se sujeta entre los dedos y se regresa al reser-
vorio, siempre manteniéndola entre los dedos, con
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el propdsito de evitar remocion de la masa de es-
permas. Luego de unos minutos se deja libre y se
observa su comportamiento y posible remocién de
la masa de espermas.

Desove controlado

Hembras apareadas o inseminadas artificial-
mente se pasan a tanques de 500 L, comtinmente
de forma cilindrica y color negro. Se coloca una
hembra por tanque y se suministra aireacidn sua-
ve. El agua debe ser de excelente calidad, para lo
que se somete a filtracién de 1 um, carbdn activa-
do, y desinfeccion (MACVEY y FOX 1983); se
recomienda la adicién de EDTA como agente que-
lante de metales pesados, a razén de 10 mg/L
(CHAMBERLAIN y LAWRENCE 1981). PRI-
MAVERA (1985) recomienda no exceder de 3.000
huevos/L para evitar bajas tasas de eclosién. El nd-
mero de huevos estd relacionado con la talla de la
hembra; ejemplares de 34 — 50 g de P. stylirostris
producen alrededor de 150.000 a 200.000 huevos
por desove (CHAMBERLAIN y LAWRENCE
1981, PIZARRO y ALFARO 1994),
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