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Resumen 

La langosta de agua dulce, Cherax quadricarinatus, presenta numerosas 

características biológicas y comerciales que la convierten en una especie apropiada para la 

acuicultura. Sin embargo, el crecimiento productivo ha sido poco significativo en la 

Argentina debido a diferentes motivos tales como la ausencia de tecnologías de cultivo, 

elección inadecuada del sitio de cultivo y, principalmente, por la falta de ―semilla‖ en 

distintas fases para su comercialización. Dada  la escasa información existente sobre el 

cultivo de esta especie, se plantearon los siguientes objetivos generales: evaluar y comparar 

los efectos de alimentos comerciales y formulados especialmente para esta especie sobre la 

fisiología digestiva; estudiar el ritmo diario de secreción de las enzimas digestivas y su 

posible modificación en función del momento de alimentación y el período de ayuno; 

evaluar la inclusión de la harina de calamar como atractante y analizar el efecto de la 

disponibilidad de alimento luego de un ayuno corto o moderado sobre la actividad de 

enzimas digestivas y estudiar el efecto del ayuno prolongado y posterior alimentación sobre 

las respuestas bioquímicas y fisiológicas de C. quadricarinatus. Los animales alimentados 

con el alimento especialmente formulado presentaron una buena condición fisiológica en 

función de la actividad enzimática digestiva y una estructura celular y tisular conservada de 

la glándula digestiva. Sin embargo, la dieta diseñada para esta especie presentó baja 

digestibilidad in vitro de proteínas. La secreción de las enzimas digestivas no mostró un 

patrón diario y el momento de alimentación (matutina o vespertina) afectó la actividad de 

las enzimas digestivas. El ayuno moderado provocó modificaciones en el patrón de ritmo 

diario de secreción de las enzimas digestivas. La harina de calamar no actuó como 

atractante para C. quadricarinatus, mientras que la disponibilidad de alimento luego de un 

período de ayuno corto no causó modificaciones en la actividad de las enzimas digestivas; 

por el contrario, dicha actividad se vio alterada por la disponibilidad de alimento cuando los 

animales fueron expuestos previamente a un ayuno prolongado. En función de los 

resultados obtenidos sobre la disponibilidad de alimento y a estudios previos de otros 

autores, se propone una posible vía de regulación de la actividad de la lipasa digestiva. 

Finalmente, el ayuno prolongado provocó la disminución de reservas energéticas 

(glucógeno y lípidos), niveles de glutatión reducido, actividad de lipasa y proteasa; y 

alteraciones en la estructura celular y tisular de la glándula digestiva, aunque no causó un 
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incremento en el daño oxidativo. La posterior alimentación, luego del ayuno prolongado, 

provocó que se restablecieran todos los parámetros anteriormente descriptos. La presente 

tesis aporta información novedosa e importante sobre la respuesta fisiológica de la langosta 

de agua dulce C. quadricarinatus que podría ser de gran utilidad para el cultivo de la 

especie. 

Palabras clave: acuicultura, Cherax quadricarinatus, alimentación, glándula digestiva, 

enzimas digestivas, digestibilidad, histología, disponibilidad de alimento, ayuno, reservas 

energéticas, estrés oxidativo. 
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Abstract 

The freshwater crayfish, Cherax quadricarinatus, have many biological and 

commercial characteristics which turn it into a suitable species for aquaculture. 

Nevertheless, productive breeding has been hardly significant in Argentina due to different 

reasons, such as the absence of breeding technologies, the bad choice of the breeding sites, 

and mainly to the lack of the ―seed‖ in the different stages of the commercialization 

process. Due to the scarce available information on the breeding of this species, the 

following general objectives were considered: to evaluate and compare the effects of 

commercial feeds, as well as specifically formulated feeds for this species based on its 

digestive physiology; to study the daily secretion pattern of the digestive enzymes, and its 

possible modification based on the time of feeding and the fasting period; to evaluate the 

inclusion of squid meal as an attractant, and analyze the effect of food availability on the 

activity of digestive enzymes after a short or moderate starvation; and to study the effect of 

extended starvation and subsequent feeding on the biochemical and physiological 

parameters of C. quadricarinatus. The animals fed with the specifically formulated feed, 

showed a good physiological condition according to digestive enzymatic activity, and a 

conserved tissue structure of the digestive gland. Notwithstanding, the designed diet for this 

species presented low in vitro protein digestibility. The digestive enzymes secretion did not 

show a daily secretion pattern, and the moment of feeding (morning or evening) affected 

the activity of digestive enzymes. Moderate starvation caused modifications in the pattern 

of the daily secretion of digestive enzymes. The squid meal did not act as an attractant for 

C. quadricarinatus, whereas food availability after a short starvation period did not modify 

the activity of digestive enzymes. On the contrary, such activity was altered by food 

availability when animals were previously exposed to an extended starvation. In 

consideration of the observed results on food availability, and other author’s previous 

studies, it is proposed a possible way of regulation of the activity of digestive lipase. 

Finally, the extended fasting caused a reduction in the energetic reserves (glycogen and 

lipids), reduced levels of glutathione, activity of lipase and proteinase and alterations in the 

cellular and tissue structure of the digestive gland, even though it did not increase the 

oxidative damage. The subsequent feeding, after extended starvation, brought the 

restoration of all previously described parameters. The present thesis contributes with new 
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and meaningful information on the physiological responses of freshwater crayfish, C. 

quadricarinatus, which could be very useful for the breeding of this species. 

Key words: aquaculture, Cherax quadricarinatus, feeding, digestive gland, digestive 

enzymes, digestibility, histology, food availability, starvation, energetic reserves, oxidative 

stress. 
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Introducción General 
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Acuicultura mundial y en Argentina 
 

La producción pesquera mundial ha aumentado de forma constante en las últimas 

cinco décadas y el suministro de animales comestibles se ha incrementado a una tasa media 

anual del 3,2%, superando así la tasa de crecimiento de la población mundial del 1,6%.  

Este incremento notable se ha debido a una combinación de crecimiento demográfico, 

aumento de los ingresos y urbanización; también se ha visto propiciado por la fuerte 

expansión de la producción pesquera y la mayor eficacia de los canales de distribución 

(FAO 2014). 

La producción acuícola mundial aumentó a una tasa media anual del 6,2% entre los 

años 2000 a 2012, lo que supuso un menor crecimiento que en los períodos 1980-1990 

(10,8%) y 1990-2000 (9,5%). En 2012, el número de especies cultivadas registradas en las 

estadísticas de la FAO fue de 567, incluidos peces óseos (354 especies, con 5 híbridos), 

moluscos (102), crustáceos (59), anfibios y reptiles (6), otros invertebrados acuáticos (9) y 

algas marinas y de agua dulce (37). Según las últimas estadísticas a nivel mundial, la 

producción acuícola alcanzó un valor máximo histórico de 90,4 millones de toneladas en 

2012, de las cuales 66,6 millones de toneladas correspondieron a peces óseos, crustáceos, 

moluscos, anfibios, tortugas de agua dulce y otros animales acuáticos (FAO 2014).  

El desarrollo de la acuicultura en el mundo no es homogéneo y su producción tiene 

una distribución desigual, pues Asia representa el 88% del volumen de la producción 

acuícola mundial. Por otro lado, países como Chile y Egipto llegaron a convertirse en 

productores de millones de toneladas en 2012 y Brasil ha mejorado significativamente su 

posición mundial en los últimos años (FAO 2014).  

En particular, Argentina se encuentra entre aquellos países de menor producción 

acuícola con un volumen que alcanza las 3.000 toneladas anuales, participando sólo en un 

0,004% en la producción mundial acuícola (Luchini 2011). Desde 1992 hasta 2007 

inclusive, la producción de la acuicultura en Argentina tuvo un crecimiento anual del 

16,6% (Luchini y Panné Huidobro 2008). Actualmente se cultivan 21 especies, siendo las 

de mayor producción la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y pacú (Piaractus 

mesopotamicus) seguidas en menor proporción por ostra, mejillón, distintas especies de 
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carpas, ranas, yacarés, tilapia, randia, dorado, sábalo, surubí, boga, esturión y langosta de 

pinzas rojas entre otros (MINAGRI 2013). 

 

Acuicultura de crustáceos 

El cultivo de crustáceos incluye la producción de especies marinas y de agua dulce 

como camarones, langostinos, langostas y cangrejos. Desde 1980, la producción mundial de 

crustáceos se ha incrementado anualmente tanto en cantidad como en el número de especies 

cultivadas. Además, la producción se distribuyó de manera uniforme entre especies de agua 

dulce (1,9 millones de toneladas), marina (0,7 millones de toneladas) y salobre (2,4 

millones de toneladas) (FAO 2010, Saoud et al. 2013). En 2012, los crustáceos cultivados 

representaron el 9,7% (6,4 millones de toneladas) de la producción acuícola en volumen, 

pero el 22,4% en valor (FAO 2014).  

 

Cherax quadricarinatus 

Cherax quadricarinatus es una especie de crustáceo decápodo de la familia 

Parastacidae, endémica de los ríos del noroeste de Queensland, norte de Australia y el 

sudeste de Nueva Guinea (Jones 1997). Comúnmente es llamada langosta de pinzas rojas, 

debido a que los machos presentan un ―parche‖ rojo en el lado externo de las quelas. Dada 

su importancia comercial, ha sido introducida en varios países como México, Ecuador, 

Costa Rica, Guatemala, Japón, Taiwán, Jamaica, China, Italia, Grecia, Israel, Islas del 

Caribe, Nueva Caledonia, España, Malasia, Tailandia, Singapur, Zambia, Uruguay, 

Indonesia, Vietnam, Puerto Rico y Argentina (Ghanawi y Saoud 2012, Saoud et al. 2013). 

En el año 2006, la producción mundial de esta especie fue de 115 toneladas, siendo 

Australia el mayor productor con 103 toneladas, mientras que México, Ecuador, Argentina 

y Uruguay contribuyeron con 12 toneladas (FAO 2008). 
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Cherax quadricarinatus presenta importantes características biológicas que la 

convierten en una especie adecuada para el cultivo comercial: 

Desarrollo directo, lo que facilita los protocolos de cultivo sin la necesidad de 

utilizar los costosos y sofisticados requerimientos para las etapas de cultivo larval (Curtis y 

Jones 1995, Jones 1995a, Jones y Rouscoe 2000, Jones et al. 2000, Masser y Rouse 1997, 

Rodgers et al. 2006, Saoud et al. 2013). 

Fecundidad moderada, las hembras alcanzan la madurez sexual entre los 7 y 9 

meses, pudiendo oviponer de 3 a 5 veces por año. Dependiendo el tamaño de la hembra, 

pueden desovar entre 100 y 1.000 huevos por puesta (Jones 1995a, Masser y Rouse 1997, 

Saoud et al. 2013).  

Exhibe un rápido crecimiento, alcanzando la talla comercial (40-200 g) entre los 6 

y 9 meses (Rouse et al. 1991, Wickins y Lee 2002, Saoud et al. 2013). 

La especie presenta hábitos gregarios, baja agresividad y no presenta un 

comportamiento excavador, por lo tanto, puede tolerar altas densidades y requiere de 

tecnología simple para su producción y cosecha (Masser y Rouse 1997, Saoud et al. 2013).  

Tolera un amplio rango de condiciones de calidad de agua, que incluye bajas 

concentraciones de oxígeno (> 1 ppm), dureza y alcalinidad en un rango entre 20 y 300 

ppm y pH entre 6,5 y 9 (Masser y Rouse 1997, Saoud et al. 2013). 

Utiliza de manera eficiente un amplio rango de fuentes alimentarias desde las 

primeras etapas del desarrollo (Jones 1995a, Jones y Ruscoe 1996b, 1996c, 1996d, 

Masser y Rouse 1997,  Ghanawi y Saoud 2012, Saoud et al. 2013). 

Tolera un tiempo de transporte entre 24 y 48 horas con elevada sobrevida 

(Romero y Murillo 1997, Saoud et al. 2013) facilitando su comercialización. 

 Esta especie ha sido introducida en Argentina en 1990 y ha sido cultivada de 

manera semi-intensiva. El comercio interno está basado principalmente para su consumo en 

restaurantes y como especie ornamental (mascotas) (Luchini 2004). Sin embargo, el 

crecimiento productivo en campo ha sido poco significativo, debido a diferentes motivos 
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como la ausencia de tecnologías de cultivo, sitios de cultivo inapropiados en algunos casos 

y principalmente por la falta de ―semilla‖ en distintas fases para su comercialización, lo que 

obliga a los productores a realizar el ciclo de vida completo de la especie (Wicki et al. 

2008). En los últimos años el Centro Nacional de Desarrollo Acuícola (CENADAC, 

Corrientes, Argentina) viene desarrollando tecnologías para llevar a cabo el cultivo de C. 

quadricarinatus incluyendo el formulado de ensilados de menor de costo como suplemento 

alimentario. La reproducción se lleva a cabo bajo techo (hatchery), mientras que las fases 

de preeengorde y de engorde se realizan en tanques de cemento bajo sombreado y en 

estanques excavados en tierra a cielo abierto, respectivamente (Luchini 2004). 

 

Desafíos del cultivo de Cherax quadricarinatus 

 Los requerimientos nutricionales de C. quadricarinatus han sido extensamente 

estudiados durante los últimos 10-15 años (Saoud et al. 2012). Gran parte de estas 

investigaciones se basaron en la formulación de dietas y evaluación de diferentes 

ingredientes. Sin embargo, estas formulaciones e ingredientes deberían ser evaluadas en las 

distintas etapas del desarrollo de la especie, dado que podrían cambiar a medida que el 

animal crece. Además, la formulación de dietas utilizando los ingredientes locales y/o 

regionales, conlleva a la disminución del costo de los alimentos y, por ende, la reducción de 

los costos de producción, que en algunos casos puede llegar alcanzar hasta el 80% 

(Thompson et al. 2010). Otras áreas que requieren mayor investigación incluyen el estudio 

de los requerimientos de aminoácidos esenciales, vitaminas y minerales; tecnología para 

producir ―pellets‖ secos y manipulables de menores costos; estimación de óptimos 

regímenes alimentarios y requerimientos nutricionales para reproductores. Esta información 

podría ser útil en la formulación de dietas especie-específica y de esa manera mejorar la 

producción de C. quadricarinatus (Saoud et al. 2013).  
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Nutrición y alimentación 

Una adecuada nutrición es esencial para una acuicultura rentable y la efectividad de 

los alimentos suministrados depende de nuestro conocimiento sobre la manera en que los 

animales utilizan los componentes alimentarios (Carrillo-Farnés et al. 2006). Actualmente, 

los alimentos para la producción comercial de la langosta de pinzas rojas, están basados en 

formulaciones de otras especies acuáticas, principalmente de camarones peneidos, 

langostinos y peces (Cortés-Jacinto et al. 2003, 2004, 2005, García-Ulloa et al. 2003, 

Thompson et al. 2003a, 2003b). Los requerimientos dietarios de algunos nutrientes han 

sido determinados solo en la etapa de rápido crecimiento de los juveniles, pero existe una 

limitada información para animales adultos de peso comercial o de los reproductores 

(Saoud et al. 2013). 

La mayoría de las especies requieren entre un 25-55% de proteína en su dieta, 

dependiendo de sus hábitos alimenticios, herbívoro, omnívoro o carnívoro (Lovell 1989, 

NRC 1993). La mayor fuente de proteína de un alimento utilizado en la acuicultura 

proviene de la harina de pescado (Lovell 1989) y las dietas formuladas contienen entre un 

25-60% de este ingrediente (Wee 1992, Amaya et al. 2007, Pavasovic 2008). Saoud et al. 

(2012), basado en numerosos trabajos (Meade y Watts 1995, Anson y Rouse 1996, Jones y 

Ruscoe 1996a, D’Agaro et al. 2001,  Hernández et al. 2001, Cortés-Jacinto et al. 2003, 

2004, 2005, 2009, Thompson et al. 2005, Díaz et al. 2006, Pavasovic et al. 2007, Zenteno-

Savín et al. 2008) recomendó que para un cultivo de tipo semi-intensivo de C. 

quadricarinatus el alimento debería contener 35% de proteína cruda y 6% de lípidos.  

Teniendo en cuenta el costo del alimento, una forma inadecuada de alimentación en 

cantidad, calidad y/o momento del día, implica una pérdida del mismo, disminución en la 

calidad de agua y la eliminación innecesaria de nutrientes al ambiente, en particular en 

sistemas semi-intensivos. A su vez, las prácticas de alimentación en la mayoría de los 

criaderos son al voleo, manualmente o utilizando un equipo de aspersión mecánica o 

embarcaciones pequeñas (Casillas-Hernández et al. 2006). En general, se considera que las 

alimentaciones múltiples mejoran el crecimiento y el factor de conversión alimentario 

(Sedwick 1979, Wassenberg y Hill 1987, Chamberlain 1988, Wyban y Sweeney 1989, Dall 

et al. 1991) y reducen la acumulación de alimento sin consumir; sin embargo, esto no ha 
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sido estudiado con precisión en la mayoría de las especies de cultivo. Por estos motivos, es 

importante estudiar los procesos fisiológicos que pueden afectar la capacidad de consumo y 

digestión del alimento en los cuales la actividad enzimática tiene significativa importancia 

(Dall 1992, Molina et al. 2000). 

 

Atractabilidad 

Los crustáceos a diferencia de los peces, tiene una alta capacidad de recepción 

sensorial a distancia mediante el uso de quimiorreceptores (Heinen 1980). Por lo tanto, la 

identificación del estímulo químico a distancia es clave para que los crustáceos puedan 

identificar el alimento (Molina-Poveda 2008). En general, los crustáceos poseen una 

actividad alimentaria relativamente baja e intermitente, lo que impacta sobre la captura y el 

procesamiento del alimento. Este comportamiento afecta directamente las propiedades de 

los alimentos como por ejemplo la estabilidad en el agua (hidroestabilidad) y durabilidad, 

lo que trae como consecuencia una pérdida en la calidad del agua en los sistemas de cultivo 

(Saoud et al. 2012) y de nutrientes esenciales para el organismo.  

Dentro de la amplia gama de extractos orgánicos de animales acuáticos ensayados 

como atractantes se encuentran los desarrollados a partir de moluscos (Mytilus edulis, 

Pernan canalictus, calamar, ostras, etc.) y crustáceos (Euphausia superba, Penaeus 

monodon, jaiba, etc.). Entre los extractos de moluscos, el que ha despertado mayor interés 

es el desarrollado a partir de calamar, el cual ha resultado fuertemente atractivo tanto para 

crustáceos como para peces (Leal 1995). 

 

Ritmo Diario 

 La mayor parte de la información sobre rimo diario de crustáceos cultivados, se 

refiere a camarones peneidos, evaluando diversas frecuencias y horarios de alimentación 

(Robertson et al. 1992, Cortés-Jacinto 1998, Velasco et al. 1999, Smith et al. 2002). Los 

resultados de estos estudios indicaron que existe una considerable variación al respecto y 

sugieren la importancia de considerar factores bióticos como la actividad enzimática y 
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factores abióticos como el fotoperiodo, como moduladores del comportamiento 

alimentario. Estas investigaciones demostraron que los horarios de alimentación pueden 

ajustarse considerando la actividad circadiana de los organismos y se ha observado que la 

actividad de las enzimas digestivas constituye una parte importante de la fisiología y el 

comportamiento alimentario en camarones. Por este motivo, la determinación de la 

variación diaria de las enzimas digestivas y el tiempo de inducción de dicha actividad, 

resultan importantes en el establecimiento de frecuencias y horarios de alimentación 

(Molina-Poveda 2008). 

 

Indicadores de respuesta fisiológica al alimento 

Desde el punto de vista comercial, la formulación de la dieta óptima para un 

organismo se da en función del potencial de maximización de su desarrollo corporal 

(incremento en peso o maduración gonadal). Sin embargo, desde el punto de vista 

biológico, existen criterios fisiológicos que pueden utilizarse para establecer el efecto de 

variaciones nutricionales en la calidad del desarrollo. Por lo tanto, es fundamental 

establecer la relación existente entre la respuesta productiva y la respuesta biológica del 

organismo (Villarreal 2002). Los principales indicadores que se utilizan habitualmente 

como respuesta a alimentos son: variables morfométricas (peso, longitud, etc.), sobrevida, 

índice hepatosomático y gonadosomático, histología de la glándula digestiva o 

hepatopáncreas, niveles de reservas energéticas (lípidos, proteínas y glucógeno), actividad 

enzimática digestiva y digestibilidad in vivo e in vitro entre otros. 

El  peso, la longitud y la sobrevida de los animales juegan el papel fundamental. El 

peso y la longitud son buenos indicadores y por lo general, ocupan el eje central de 

cualquier estudio de nutrición y de cualquier sistema de control durante el cultivo (Carrillo-

Farnés et al. 2006). Además, el tamaño relativo al peso corporal de un determinado órgano 

es habitualmente utilizado para estimar el estado fisiológico de dicho órgano. 

Uno de los principales órganos monitores de la salud de los crustáceos en cultivo es 

el hepatopáncreas (Vogt et al. 1985, Díaz 2001). El análisis histológico de este órgano 

constituye un método práctico para evaluar el valor nutricional de las dietas y es muy 
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sensible para detectar tempranamente síntomas de deficiencia o efectos adversos de algún 

ingrediente de la dieta (Storch et al. 1984, Vogt et al. 1986). La glándula digestiva cumple 

un papel fundamental durante el crecimiento y es el principal órgano de síntesis y secreción 

de enzimas digestivas, absorción y almacenamiento de nutrientes, tales como lípidos y 

glucógeno (Icely y Nott 1992, Ong y Johnston 2006). Tales nutrientes junto con las 

proteínas son las principales macromoléculas que forman parte de los tejidos y órganos de 

los animales y por lo tanto, son buenos candidatos como indicadores del estado nutricional 

(Carrillo-Farnés et al. 2006). 

A su vez, la importancia de estudiar las enzimas digestivas como una herramienta 

en los estudios nutricionales, se basa en que a partir de esta información es posible describir 

los patrones dietéticos, la capacidad de hidrolizar ingredientes y de responder a diferentes 

fuentes y niveles de nutrientes en la dieta. Asimismo, estos estudios permiten establecer de 

qué manera los cambios en la cantidad, calidad y disponibilidad del alimento, los hábitos de 

una especie, la temperatura, el fotoperiodo, entre otros, determinan las capacidades 

adaptativas de las especies a un determinado entorno ecológico (Lee et al. 1984, Takaii et 

al. 1985, Ueberschar 1988, Uys et al. 1987, Loya-Javellana et al. 1995, Carrillo 1997, 

Carrillo y González 1998, Forrellat 1998, González 1998).  

Por otro lado, el estudio del estrés oxidativo y las defensas antioxidantes durante el 

desarrollo ontogenético de los crustáceos es importante para comprender la respuesta 

fisiológica de los organismos frente a una determinada situación; sin embargo, esta 

información es relativamente novedosa y sigue siendo limitada o escasa en la literatura 

(Fanjul-Moles y Gonsebatt 2012). El metabolismo oxidativo de las células genera 

continuamente especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés: reactive oxygen species) 

como productos tóxicos no deseados del metabolismo normal a partir de diferentes 

procesos endógenos. Una vez formadas, las ROS dañan biomoléculas como lípidos, 

proteínas y ADN, esenciales para las células (Halliwell y Gutteridge 2007). 

Para mejorar la tasa de crecimiento de animales en condición de cultivo, se necesita 

que el alimento proporcione los requerimientos nutricionales de la especie, tanto en 

cantidad y calidad, pero para ello es indispensable que el mismo sea ingerido, digerido y 

asimilado de manera adecuada. Por lo tanto, la biodisponibilidad de nutrientes o energía en 
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los alimentos para organismos acuáticos, puede definirse principalmente en términos de 

digestibilidad, la cual representa la fracción del nutriente en el alimento ingerido que no es 

eliminado en las heces (Molina-Poveda 2008). La evaluación de la digestibilidad de las 

dietas se puede realizar de dos maneras: in vivo o in vitro. La primera de estas técnicas se 

basa en la utilización de un marcador inerte (óxido de cromo) que permite evaluar las 

cantidades de nutrientes que se incorporan o se excretan del animal (Cabanillas 1996). El 

método in vitro se utiliza mayormente para evaluar el grado de hidrólisis de las proteínas 

dietarias en presencia de las enzimas proteolíticas de la glándula digestiva (Fenucci 2008). 

Los métodos de digestibilidad in vitro se han desarrollado con el fin de contar con métodos 

rápidos que permitan brindar información sobre el grado de asimilación de los nutrientes y 

así sustituir los métodos in vivo (Marletta et al. 1992, Forrellat 1998); sin embargo, éstos 

hasta ahora han sido de mayor utilidad como herramientas complementarias para la 

predicción de la digestibilidad (Nolasco-Soria et al. 2006). 

 

Objetivo general 

En el marco de los aspectos previamente mencionados, el objetivo general de la 

presente tesis es evaluar el estado nutricional de juveniles de Cherax quadricarinatus 

alimentando con diferentes dietas y determinar de qué manera ciertos factores como el 

horario de alimentación, la detección y la disponibilidad de alimento y el ayuno prolongado 

afectan la fisiología digestiva de la especie. De este modo se pretende aportar conocimiento 

y herramientas que mejoren su cultivo en Argentina.  

 

Organización de la tesis 

 La tesis está organizada comenzando en una introducción general, seguida de cuatro 

capítulos, una discusión y conclusión general.  
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 En cada uno de los capítulos se aborda un objetivo particular de trabajo junto con 

las hipótesis correspondientes, de tal modo, que cada capítulo incluye su propia 

introducción, metodología, resultados y discusión. 

 Particularmente, en el Capítulo 1 se evalúa el efecto de tres alimentos sobre la 

actividad de las enzimas digestivas, digestibilidad in vitro de proteínas y estructura 

histológica de la glándula digestiva de juveniles de C. quadricarinatus. 

 En el Capítulo 2 se evalúa el efecto de la alimentación sobre el ritmo diario de las 

enzimas digestivas en juveniles de C. quadricarinatus luego de un período de ayuno breve 

y moderado. 

 En el Capítulo 3 se evalúa el efecto de la incorporación de harina de calamar como 

atractante y el efecto de la disponibilidad de alimento, sobre el comportamiento alimentario 

y las  actividad de las enzimas digestivas de juveniles de C. quadricarinatus bajo una 

condición de ayuno breve y moderado.  

 En el Capítulo 4 se evalúa el efecto del ayuno prolongado y posterior alimentación 

sobre las respuestas bioquímicas y fisiológicas de juveniles de C. quadricarinatus. 

  

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
El capítulo 1 fue retirado a pedido del autor 

 
 
 

At author's request chapter 1 has been withdrawn 
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Capítulo 1 

 

Efecto de diferentes dietas sobre la actividad de las enzimas 

digestivas, digestibilidad in vitro de proteínas y estructura de la 

glándula digestiva en juveniles de langosta de agua dulce Cherax 

quadricarinatus 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados de este capítulo están en revisión para su publicación como: 

Hernán J. Sacristán, Analía V.  Fernández Gimenez, Anouk Chaulet, Luis M. Franco Tadic, 

Jorge L. Fenucci y Laura S. López Greco.  

―Influence of different diets on digestive enzyme activities, in vitro digestibility, and 

midgut gland structure in juvenile crayfish, Cherax quadricarinatus‖.  
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1.1 Introducción 

En general, el alimento puede representar hasta el 80% del costo total de producción 

en el cultivo de tipo semi-intensivo o intensivo de crustáceos (Thompson et al. 2010). Para 

una acuicultura sustentable es esencial una nutrición adecuada y la eficacia de los alimentos 

suministrados va a depender del conocimiento sobre la forma en que los animales puedan 

utilizar los componentes de la dieta (Carrillo-Farnés et al. 2006). En particular la 

biodisponibilidad de los nutrientes va a depender de la habilidad para seleccionar y digerir 

y de la capacidad de las enzimas digestivas de un organismo (Bautista 1983).  

Dado que una condición importante para el cultivo de crustáceos es la calidad del 

alimento, las investigaciones sobre nutrición utilizan índices de respuesta a tratamientos 

dietarios, como el incremento en peso y la supervivencia. Sin embargo, teniendo en cuenta 

que la dieta puede afectar la morfología y la estructura celular de varios tejidos, algunos 

estudios han utilizado la histología como una herramienta complementaria para evaluar el 

estado nutricional de los organismos (Johnston et al. 2003, Fernández Gimenez et al. 2008, 

López Greco et al. 2011, Sacristán et al. 2011, Calvo et al. 2011, 2012). Las 

investigaciones han demostrado que la histología contribuye a conocer la función y el valor 

nutricional de los ingredientes de la dieta, por lo tanto, se considera que los estudios 

histológicos constituyen un buen índice del estado nutricional de los crustáceos. 

La glándula digestiva de los crustáceos es un órgano compacto bilobulado que 

ocupa la mayor parte del cefalotórax y posee numerosas funciones incluyendo la síntesis y 

secreción de enzimas digestivas, absorción de los productos de la digestión, mantenimiento 

de las reservas minerales y sustancias orgánicas, metabolismo de hidratos de carbono y 

lípidos, distribución de las reservas almacenadas durante el ciclo de la muda y catabolismo 

de algunos compuestos orgánicos (Ceccaldi 1997). Histológicamente, la unidad funcional 

de la glándula digestiva es el túbulo ciego, constituido por un epitelio cilíndrico simple 

(Sousa y Petriella 2006) que contiene diferentes tipos celulares entre los que se encuentran: 

las células E (embrionalenzellen), células R (resorptionzellen), células F (fibrillenzellen) y 

células B (blasensellen) (Gibson y Barker 1979, Al-Mohanna y Nott 1987).  
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El conocimiento de las enzimas digestivas constituye una importante herramienta en 

los estudios nutricionales, se basa en que a través de esta información es posible describir 

los patrones dietéticos, la capacidad de hidrolizar ingredientes y de responder a diferentes 

fuentes y niveles de nutrientes en la dieta (Forrellat y Gaxiola 2006). 

Las proteínas constituyen un componente esencial, aunque de alto costo, en las 

dietas de los crustáceos y son necesarias para el crecimiento y el mantenimiento de los 

tejidos; también pueden ser catalizadas como fuente de energía. La utilización de las 

proteínas se ve afectada por la naturaleza de la fuente proteica de la dieta, los niveles de 

proteínas consumidos y de la habilidad del animal para utilizar otros componentes de la 

dieta como fuente de energía (Capuzzo 1981).  

Por otro lado, es importante aclarar la terminología que se utilizará en la presente 

tesis con respecto a las proteasas. En general, las enzimas son clasificadas en función de la 

región catalizada, usando un sistema de códigos asignado por la Comisión de Enzimas 

(EC); sin embargo, frecuentemente son denominadas por términos no sistemáticos. El 

término proteasas incluye a las proteinasas y peptidasas. García-Carreño (1992) y García-

Carreño y Navarrete del Toro (1997) denominan a las proteasas de acuerdo al sitio de 

hidrólisis de la cadena polipeptídica. Las enzimas que hidrolizan enlaces peptídicos entre 

un aminoácido y el extremo C- o N-terminal (exopeptidasas) se denominan peptidasas. Las 

enzimas que hidrolizan enlaces dentro de la cadena polipeptídica (endopeptidasas) se 

denominan proteinasas. 

Para los estudios enzimáticos se han diseñado una serie de inhibidores sintéticos, 

como ejemplo: PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride): inhibidor de serino proteasas, 

TPCK (N-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone): inhibidor de quimotripsina, TLCK 

(Nα-p-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone): inhibidor de tripsina, además de los inhibidores 

naturales que se extraen de los sistemas biológicos como el SBTI: inhibidor de tripsina de 

la soja, del inglés: soybean trypsin inhibitor. Estos inhibidores sintéticos son utilizados para 

determinar los tipos de proteinasas presentes en los extractos enzimáticos. La forma de 

realizar esta determinación se basa en calcular la actividad residual del extracto después de 

haber sido preincubado con el inhibidor específico (Celis Guerrero 2003). 
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La composición de ácidos grasos de la dieta es importante ya que estos nutrientes 

son esenciales para el crecimiento, como componentes estructurales de las membranas 

biológicas y, en términos generales, para el correcto funcionamiento de todos los procesos 

fisiológicos (Capuzzo 1981, Lee et al. 2006). En los crustáceos, los lípidos son 

almacenados en la glándula digestiva y constituyen el mayor producto de reserva energética 

(Linton et al. 2009). La digestión de los lípidos de la dieta es realizada por lipasas y 

esterasas, siendo necesaria su emulsificación con compuestos derivados de la taurina, ácido 

cólico y desoxicólico (Cruz-Suarez et al. 1994). 

Las carbohidrasas han sido ampliamente reportadas en crustáceos (Gamboa-

Delgado et al. 2003), siendo la amilasa la carbohidrasa más común en los crustáceos 

marinos y de agua dulce (Pavasovic 2008). También existe evidencia de que algunas 

especies de cangrejos pueden hidrolizar carbohidratos complejos (celulosa y hemicelulosa), 

debido a la presencia de diversas enzimas en sus jugos digestivos (Linton y Greenaway 

2004). Xue et al. (1999) han demostrado la presencia de celulasa endógena en C. 

quadricarinatus. Este resultado es particularmente interesante para la acuicultura, debido a 

que se podría incluir una mayor cantidad de polisacáridos derivados de plantas en el diseño 

de nuevos alimentos para esta especie y, de esta manera, bajar los costos de las dietas al 

reducir la composición en proteínas (Pavasovic 2008).  

La actividad de las enzimas digestivas ha sido evaluada en varias especies de 

crustáceos y se ha demostrado que es afectada por la composición de la dieta, el ritmo 

diario, los hábitos alimenticios e incluso el hábitat, la ontogenia, la muda, el fotoperíodo y 

la calidad de luz, la temperatura y el ciclo reproductivo (Saoud et al. 2013). Actualmente, 

son necesarias más investigaciones sobre los mecanismos de la digestión del alimento y el 

impacto de la dieta sobre el crecimiento y la sobrevida de los crustáceos. 

Por lo tanto, es importante estudiar la fisiología digestiva y la histología de la 

glándula digestiva, ya que esta información podría ser utilizada como una herramienta para 

formular alimentos específicos de acuerdo a los requerimientos metabólicos de las especies 

cultivadas. Además, es importante estudiar la digestibilidad de los alimentos que permiten 

entender la eficacia de absorción de los nutrientes.  
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La evaluación de la digestibilidad de las dietas se puede realizar de dos maneras: in 

vivo o in vitro. La primera de estas técnicas determina la digestibilidad de un alimento o sus 

componentes como proteínas, lípidos, etc., utilizando como referencia un marcador inerte 

como lo es el Cr2O3 que no se absorbe a lo largo del tracto digestivo de los animales 

(McGinnis y Kasting 1964, Divakaran et al. 2000, Campaña-Torres et al. 2005, Fenucci 

2008). 

El método de digestibilidad in vitro se utiliza mayormente para cuantificar la 

digestibilidad de las proteínas y se basa en la determinación del grado de hidrólisis que 

produce un extracto de la glándula digestiva sobre estos compuestos. Este método, si bien 

es rápido, no tiene en cuenta las condiciones ambientales en la que se encuentran los 

animales (Fenucci 2008). Los métodos de digestibilidad in vitro se han desarrollado con el 

fin de contar con métodos rápidos, que permitan brindar información sobre el grado de 

hidrólisis de los nutrientes y así sustituir los métodos in vivo (Marletta et al. 1992, Forrellat 

1998). Sin embargo, éstos hasta ahora han sido de mayor utilidad como herramientas 

complementarias para la predicción de la digestibilidad, así como la obtención de la 

correlación con la digestibilidad in vivo de los alimentos y de los nutrientes utilizados para 

su formulación (Nolasco-Soria et al. 2006).  

La langosta de pinzas rojas, Cherax quadricarinatus, es una especie omnívora 

oportunista, nativa de los ríos del norte de Queensland (Australia) y sudeste de Papua 

Nueva Guinea. Esta especie posee un gran potencial para la acuicultura debido a su alta tasa 

de crecimiento, fácil manejo y alta productividad. En la actualidad se cultiva en forma 

intensiva y semi-intensiva en varios países, entre los que se encuentran Australia, Estados 

Unidos, China, Ecuador y México (Ghanawi y Saoud 2012, Saoud et al. 2013). 

Esta especie fue introducida en Argentina en la década del ´90 y se cultiva de forma 

semi-intensiva. El comercio interno de esta langosta está basado principalmente en el 

consumo en restaurantes y con fines ornamentales, mientras que en el exterior es 

consumida en Europa (principalmente en los países Escandinavos, Italia, Francia y 

Alemania), Asia y Estados Unidos (Luchini 2004). 
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En la actualidad, las dietas para la producción comercial de la langosta de pinzas 

rojas se basan en formulaciones realizadas para otras especies acuáticas, principalmente 

para camarones peneidos, langostinos y peces (Saoud et al. 2013). Hay pocos alimentos 

comerciales formulados especialmente para la langosta de agua dulce. En la última década 

se ha avanzado en esta temática; sin embargo, es necesario contar con conocimientos 

adicionales sobre los requerimientos nutricionales, en especial, en la determinación de 

aminoácidos esenciales, vitaminas y minerales. Además, es indispensable contar con 

mayores conocimientos sobre tecnología para el mejoramiento de alimentos formulados 

para juveniles y reproductores, utilizando ingredientes regionales de bajo costo y manejo de 

las condiciones de cultivo, como horas de alimentación, etc. (Saoud et al. 2013). En 

relación a esto, en la Argentina, el Centro Nacional de Desarrollo Acuícola (CENADAC) 

trabaja en diferentes líneas de investigación, siendo una de las más importantes el 

desarrollo de estudios de nutrición para aquellas especies de organismos acuáticos 

autóctonas o exóticas ya introducidas, que presentan condiciones aptas de cultivo. 

Específicamente se trabaja sobre la disminución del contenido de harinas y aceites de 

pescado en las dietas reemplazándolas en las diferentes fórmulas desarrolladas y probadas 

por una serie de ingredientes como son: aceite de soja, harinas de carne y hueso, de sangre, 

de pluma, de algodón, de sorgo, afrechillo de arroz y subproductos avícolas. Estas 

formulaciones basadas en insumos de origen vegetal y animal, fueron utilizadas en cultivos 

de peces como: carpa común, pacú, amur, randiá, tilapia y en la langosta de agua dulce C. 

quadricarinatus (Luchini 2011). 
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A partir de la introducción presentada se plantea el siguiente objetivo. 

 

1.2 Objetivo 

Evaluar y comparar los efectos de dos alimentos comerciales, de los cuales uno es 

usado en el cultivo de juveniles de C. quadricarinatus en Argentina, y un tercer alimento 

formulado especialmente para esta especie, sobre la actividad de las enzimas digestivas, la 

digestibilidad in vitro de las proteínas y la estructura histológica de la glándula digestiva. 

En función de este objetivo la hipótesis planteada es la siguiente: 

Hipótesis: Los juveniles de C. quadricarinatus alimentados con el alimento especialmente 

formulado para la especie presentarán una buena condición fisiológica, determinada por 

mayor actividad enzimática digestiva y digestibilidad proteica, así como también una 

estructura celular y tisular conservada de la glándula digestiva.  
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1.3 Materiales y métodos 

1.3.1 Obtención de los animales 

Los juveniles de C. quadricarinatus fueron obtenidos bajo condiciones de 

laboratorio, a partir de un plantel de reproductores suministrado por el criadero Las 

Golondrinas, Entre Ríos, Argentina. Los grupos reproductores, formados por 4 o 5 hembras 

y un macho cada uno, fueron mantenidos en acuarios de 60x40x30 cm conteniendo 30 L de 

agua (pH 7,5-7,8), temperatura (27±1 ºC, mediante calentadores ATMAN® de 100 W) y 

aireación constante, fotoperíodo (14:10hs; luz: oscuridad), 4 o 5 tubos de PVC (10 cm de 

diámetro y 25 cm de largo) como refugios (Jones 1995) y alimentación ad libitum con 

Elodea sp. y alimento comercial para peces disco Tetracolor, Tropical Granules de Tetra®, 

cuya composición proximal es: 47,5% proteína cruda min.; 6,5% lípidos totales min.; 6% 

humedad máx., 2,0% fibra cruda máx., 1,5% fosforo min. y 100 mg/Kg ácido ascórbico 

min. Estas condiciones de cría han sido puestas a punto previamente en el laboratorio para 

la obtención de juveniles (Vázquez y López Greco 2007a; 2007b; Sánchez De Bock y 

López Greco 2010; Tropea et al. 2010; 2011). 

Los lotes de reproductores fueron revisados semanalmente para la detección de las 

hembras ovígeras. Al momento de detectar una hembra ovígera, se procedió a su separación 

en acuarios de plástico individuales de 33,5x25x19 cm, bajo las mismas condiciones de 

aireación, fotoperíodo y alimentación anteriormente descriptas. 

Cuando los juveniles se independizaron de sus madres en el estadio III  (Levi et al. 

1999), fueron separados y mantenidos hasta alcanzar el peso requerido para los ensayos en 

las mismas condiciones descriptas previamente. 

 

1.3.2 Ensayos de alimentación y diseño experimental 

Se evaluaron dos dietas comerciales y una especialmente formulada y preparada en 

el laboratorio para la especie en estudio. En el primer tratamiento/dieta, las langostas fueron 

alimentadas con una dieta comercial (Fundus®) desarrollada por Fideos Don Antonio SA, 

que es generalmente utilizada para el cultivo de C. quadricarinatus en algunos criaderos de 
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Argentina, cuya composición se basa principalmente en harina y aceite de pescado como 

fuentes de proteínas y lípidos, respectivamente. En estudios previos del laboratorio se ha 

utilizado este mismo alimento, obteniendo buenos resultados en términos de crecimiento y 

sobrevida (Stumpf et al. 2011). La segunda dieta comercial utilizada fue desarrollada por 

Tetra Holding (US) para peces tropicales denominada TetraColor® Tropical Granules, y es 

la que se usa habitualmente en Laboratorio de la Reproducción y el Crecimiento de 

Crustáceos Decápodos para C. quadricarinatus (Vázquez y López Greco  2007a, 2007b, 

Bugnot y López Greco 2009a, 2009b, Sánchez De Bock y López Greco 2010, Stumpf et al. 

2010, Tropea et al. 2010, 2011 entre otros), cuyas fuentes proteicas de origen animal y 

vegetal están basadas en la harina de pescado, camarón, cereales y levaduras. Es importante 

aclarar que, para ambos alimentos comerciales no conocemos los porcentajes de inclusión 

de las diferentes fuentes de proteína, debido a que son marca registrada. 

El tercer alimento evaluado, utilizado como dieta de referencia (DR) en el presente 

estudio, consiste en una dieta especialmente formulada para esta especie por Gutiérrez y 

Rodríguez (2010). Esta formulación ya ha sido utilizada en investigaciones previas por 

Chaulet et al. (2012) y Álvarez et al. (2015), entre otros. 

 Específicamente, esta dieta se formuló utilizando ingredientes locales de bajo 

precio, tal como la harina de soja, como una forma tanto de reducir costos de producción 

como así también de aprovechar la significativa producción sojera de Argentina. 

La dieta DR se preparó mezclando primero los ingredientes secos con el aceite y 

luego el agua y el almidón pre-gelificado hasta obtener una consistencia de tipo de masa 

(Tabla 1.1). La mezcla se colocó en un mezclador mecánico ―tipo prensa ajo‖ para obtener 

pellets de aproximadamente 3 mm de diámetro, que fueron secados en estufa a 60°C por 24 

hs. Para este experimento, los alimentos Fundus® y Tetracolor® fueron denominados en 

función a la cantidad relativa de lípidos como alto lípidos (AL) y bajo lípidos (BL) 

respectivamente. El contenido de proteína cruda, lípidos totales, cenizas y humedad de las 

dietas fueron determinadas por el Instituto Nacional de investigación y Desarrollo Pesquero 

(INIDEP), Mar del Plata, Argentina, de acuerdo a AOAC (1990) y su composición 

proximal se muestra en la Tabla 1.2. 
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Tabla 1.1. Formulación de la dieta de referencia (DR) para Cherax quadricarinatus, preparada en 
base a Gutiérrez y Rodríguez (2010). 

 
aMezcla de minerales (mg/kg): ZnSO4, 50; MgSO4, 35; MnSO4, 15; CoSO4, 2.5; CuSO4, 3; KI, 3. bMezcla de 
vitaminas (mg/kg): A (retinol), 3000 UI/kg; D, 600 UI/kg; E (alpha tocopheryl acetato), 60; K, 5; C (ácido 
ascorbico), 150; B1 (tiamina), 10; B (riboflavina), 10; Vitamina B6 (piridoxina), 7;  B12, 0,02; Biotina, 0,4; 
Ácido pantoténico, 35; Ácido fólico, 6; Niacina, 80; Colina, 500; inositol, 100. 
 

 

Tabla 1.2. Análisis proximal de los alimentos utilizados en juveniles de Cherax quadricarinatus. 

 
 

Los juveniles fueron distribuidos en cuatro grupos en función de su peso medio: 

(A), 0,5±0,14 g (N=90); (B), 1,3±0,29 g (N=90); (C), 7,4±1,09 g (N=45); y (D), 14,1±2,35 

g (N=36). Dentro de cada grupo, los animales fueron asignados al azar a los tres 

tratamientos (alimentos) descriptos anteriormente de la siguiente manera: para los grupos A 

y B, 30 juveniles por tratamiento fueron colocados al azar en 3 acuarios de plástico 

diferentes (10 animales por acuario); para el grupo C, 15 juveniles por tratamiento fueron 

colocados al azar en 3 acuarios diferentes de plástico (5 animales por acuario); y para el 

grupo D, 12 juveniles por tratamiento fueron colocados al azar en 4 acuarios diferentes de 

plástico (3 animales por tratamiento). Cada acuario plástico (32×26×19 cm) fue 

considerado una réplica y en todos los acuarios se colocaron 10 L de agua declorada con 

aireación continua. Se agregó 1 tubo de PVC por cada animal y una red de tipo cebollera de 

35×20 cm como refugios. Las condiciones de fotoperíodo y temperatura fueron las mismas 
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que las descriptas anteriormente en la obtención de juveniles. Las langostas fueron 

aclimatadas a las condiciones experimentales por una semana y luego comenzó el 

experimento. Los juveniles fueron alimentados una vez al día por la mañana durante 24 

días al 7%  (grupos A y B), 5% (grupo C) and 3% (grupo D) del peso medio de cada grupo 

(todas estas fueron condiciones ad libitum para cada grupo de diferente peso). En el caso de 

observar mudas y/o animales muertos, los mismos fueron retirados para que no interfirieran 

con el experimento. El crecimiento fue evaluado a través de la tasa de crecimiento 

específico (TCE) basada en la siguiente ecuación: TCE= 100*(Ln peso corporal final – Ln 

peso corporal inicial)/tiempo en días.  

Para el análisis histológico de la glándula digestiva, adicionalmente se agregaron 5 

animales por tratamiento para cada grupo (N=60), que fueron mantenidos individualmente 

en frascos de vidrio de 13,5 cm de diámetro y 13,5 cm de alto, conteniendo 1,5 L de agua 

declorada y bajo condiciones similares a las anteriormente descriptas respecto del 

porcentaje de alimento suministrado, tiempo de experimentación, fotoperíodo y 

temperatura. 

Los parámetros de calidad de agua fueron medidos una vez a la semana en el tanque 

de reserva de agua del laboratorio (200 L), a partir del cual se obtuvo el volumen de agua 

necesario para los experimentos. Los parámetros fisicoquímicos estuvieron dentro de los 

rangos óptimos recomendados por Jones (1997) para C. quadricarinatus: oxígeno disuelto 

5,4–8,0 mg/L, pH (7,3–8,4), dureza (65- 95 mg/L expresado como equivalentes de CaCO3), 

nitritos (<0,05 mg/L) y temperatura (26-27°C). 

 

1.3.3 Extracción de la glándula digestiva y preparación de los extractos enzimáticos 

Extracción de la glándula digestiva  

Al finalizar los experimentos (día 24), todos los animales fueron pesados (precisión 

0,1 mg) y se midió el largo post orbital del cefalotórax (LPO; precisión 0,01mm), entre el 

margen posterior de la órbita y el extremo posterior del cefalotórax. Luego, los animales 

fueron anestesiados en agua fría durante 15 minutos y sacrificados entre las 09:00 h y las 
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12:00 h para evitar un posible efecto del ritmo diario sobre los parámetros a analizar. Una 

vez sacrificados, se removió el cefalotórax y se disecó la glándula digestiva, se pesó 

(precisión 0,01 mg) y rápidamente fue congelada a -80°C hasta su posterior uso. Se calculó 

el índice hepatosomático utilizando la siguiente fórmula: Índice hepatosomático (IHS) (%) 

= (peso húmedo de la glándula digestiva/peso total del cuerpo) x 100. 

La glándula digestiva (GD) de los animales de una misma réplica/acuarios fueron 

agrupadas para asegurar el material suficiente para realizar todos los análisis. Para los 

grupos A y B (con 3 réplicas por tratamiento) se agruparon las 10 GD; para el grupo C (con 

3 réplicas por tratamiento) se agruparon las 5 GD; y para el grupo D (con 4 réplicas por 

tratamiento) se agruparon las 3 GD. Luego se homogeneizaron en buffer Tris HCl (50mM, 

pH 7,5)  (relación 1:4 p/v) y se centrifugaron durante 30 min (10.000 rpm a 4°C) de 

acuerdo a Fernández Gimenez et al. (2002). Luego, la capa de lípidos fue removida y los 

sobrenadantes (extractos enzimáticos) fueron almacenados a -80°C hasta su posterior 

análisis. 

 

1.3.4 Ensayos de actividad enzimática 

Proteína soluble 

La determinación de proteína de los extractos enzimáticos se realizó mediante el 

método de Bradford (1976), utilizando albúmina sérica bovina (Sigma A9418) como 

estándar.  

 

Actividad de proteinasas 

La actividad proteolítica de las muestras, fue determinada de acuerdo a García-

Carreño (1992) con modificaciones, usando azocaseína (Sigma A2765) como sustrato. La 

preparación de la mezcla de reacción consistió en 10 µL de extracto enzimático en un 

microtubo de 1,5 mL, añadiendo 250 µL de Tris-HCl (50 mM, pH 7,2) y 500 µL de 

azocaseína (0,5 % en Tris-HCl). La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 30 

minutos. Luego se detuvo la reacción con 500 µL de ácido tricloroacético al 20 % (TCA) y 
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se clarificó por centrifugación (8.500 rpm por 10 min). La absorbancia de cada muestra fue 

registrada a 440 nm.  Una unidad de actividad de proteinasas fue definida como la cantidad 

de enzima requerida para causar el incremento de 0,01 de unidad de densidad óptica a 440 

nm/min (López-López et al. 2005). 

 

Actividad de tripsina 

La actividad de tripsina fue evaluada utilizando el sustrato específico Nbenzoyl-DL-

arginina p-nitroanilida (BAPNA) (Sigma B4875) a través de la medición de la tasa de 

hidrólisis a tiempo final. Se preparó una solución sustrato disolviendo BAPNA (1 mM) en 

1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) y se agregó 100 mL de una solución buffer Tris-HCl 50 

mM a pH 7,5, conteniendo CaCl2 20 mM. Luego se agregó 0,75 mL de la solución sustrato 

a 37°C a 5µL de extracto enzimático y se registró el cambio de absorbancia a 410 nm a los 

10 minutos (Erlanger et al. 1961). Se utilizó como control positivo tripsina comercial 

(Sigma T4665) (1 mg/mL). Una unidad de tripsina fue definida como la cantidad de enzima 

requerida para causar el incremento de 0,01 de unidad de densidad óptica a 410 nm/min 

(López-López et al. 2005). 

 

Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteinasas 

Para evaluar el efecto de los inhibidores sobre la actividad de proteinasas, se 

incubaron los extractos enzimáticos con inhibidores específicos, con el fin de identificar los 

tipos de enzimas proteolíticas presentes en el extracto proteico (García-Carreño y Haard 

1993). El inhibidor de tripsina de la soja (SBTI) (Sigma T9128) fue utilizado como 

inhibidor de proteinasas de la clase serino, mientras que como inhibidor específico de 

tripsina se utilizó TLCK (Sigma T7254). Los resultados se expresaron como porcentaje de 

actividad residual, considerando la actividad en ausencia del inhibidor como el 100% de 

actividad. 

 



 

25 

 

Actividad de lipasas 

La actividad de lipasas de cada extracto enzimático fue determinada según Versaw 

et al. (1989). La mezcla de reacción consistió en colocar 100 µL de taurocolato de sodio 

(100 mM), 920 µL Tris-HCl (50 mM, pH 7,5), 10 µL del extracto enzimático y 10 µL β-

naftil caprilato (Goldbio N-100) como sustrato  (100 mM en dimetil sulfoxido (DMSO)). 

La mezcla se incubó a 25°C por 30 min, posteriormente, se agregó 10 µL Fast Blue BB 

(100 mM en DMSO) y la mezcla se incubó a la misma temperatura por 5 min. Se detuvo la 

reacción con 100 µL TCA (0,73 N), se clarificó con 1350 µL acetato de etilo: etanol (1:1 

V/V) y se registró la absorbancia a 540 nm. Los tubos de referencia o blanco fueron 

preparados de manera similar, pero el extracto crudo fue agregado posteriormente a la 

solución  de TCA. Una unidad de lipasa fue definida como la cantidad de enzima requerida 

para causar un incremento de 0,01 de unidad de densidad óptica a 540 nm/min (López-

López et al. 2005).  

 

Actividad de celulasas 

La actividad de celulasas fue evaluada determinando la producción de azúcares 

reductores provenientes de la hidrolisis de la α-celulosa (Sigma C8002) de acuerdo con 

Linton y Greenaway (2004). Para ello, se mezcló 50 µL del extracto enzimático con 100 µL 

de una solución sustrato de α-celulosa 2% en una solución buffer de  acetato 0,1 M, pH 5,5. 

Se incubó a 30°C por 60·min y se detuvo la reacción agregando 25 µL de TCA 0,3 M. El 

exceso de ácido fue neutralizado con 5 µL de K2CO3 2,5 M y las proteínas fueron 

precipitadas por centrifugación a 10.000 rpm por 10 min. Además, se preparó un blanco 

para cada muestra colocando 100 µL de la solución buffer acetato y 50 µL extracto 

enzimático. Inmediatamente, luego de la incubación, se determinó la actividad de celulasas 

por cuantificación en la producción de azucares reductores de acuerdo a López-López et al. 

(2005). Se agregó 500 µL de agua destilada y 500 µL de ácido dinitrosalicílico (DNS; del 

inglés: dinitrosalicylic acid) y la mezcla se colocó en baño de agua a 100°C por 15 minutos. 

El volumen final se ajustó hasta 5 mL y la solución de color se midió la absorbancia a 540 

nm. Una unidad de celulasa fue definida como la cantidad de enzima requerida para causar 
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el incremento de 0,01 de unidad de densidad óptica a 540 nm/min (López-López et al. 

2005).  

Actividad de amilasas 

La actividad de amilasas de cada extracto enzimático fue determinada de acuerdo a 

Vega-Villasante et al. (1993). La mezcla de reacción consistió en agregar 500 µL Tris-HCl 

(50 mM, pH 7,5), 5 µL de extracto enzimático, y 500 µL de una solución de almidón (1 % 

en Tris-HCl, 50 mM, pH 7,5). Luego se incubó a temperatura ambiente por 10 min. La 

actividad de amilasa se determinó por la cuantificación de la producción de azúcares 

reductores resultantes de la hidrólisis de almidón. Inmediatamente después de la 

incubación, se agregaron a la mezcla de reacción 200 µL de carbonato de sodio (2 N) y 1,5 

mL del reactivo DNS y se llevó a ebullición en baño de agua a 100°C por 15 minutos. 

Posteriormente, se ajustó el volumen a 10 mL con agua destilada y se midió la absorbancia 

a 550 nm. Los tubos de referencia o blanco fueron preparados de manera similar pero el 

extracto enzimático fue agregado posteriormente a la solución del reactivo DNS. Una 

unidad de amilasa fue definida como la cantidad de enzima requerida para causar el 

incremento de 0,01 de unidad de densidad óptica a 540 nm/min (López-López et al. 2005).  

 

1.3.5 Digestibilidad in vitro de proteínas 

La digestibilidad de proteínas in vitro se evaluó de acuerdo a Divakaran et al. 

(2004). La mezcla de reacción consistió en agregar 100 mg de cada alimento a 3,5 mL de 

solución buffer trietanolamina a pH 8,5 con CaCl2 0,2 M y 0,5 mL del extracto enzimático. 

Luego se determinaron los grupos amino libres producto de la hidrólisis enzimática, usando 

el ácido 2,4,6-trinitrobenzensulfónico (TNBS; del inglés: trinitrobenzenesulfonic acid) 

(Fluka 92822) (Alder-Nissen 1979). El aminoácido leucina fue utilizado como estándar y 

los resultados fueron expresados como µM de leucina liberados por cada 100 µg/mL de 

proteína en los extractos enzimáticos a partir de 100 mg de alimento por minuto. Este valor 

indica la cantidad de aminoácidos liberados y es un índice relativo de digestibilidad in 

vitro. 
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Todas las determinaciones enzimáticas y de digestibilidad fueron realizadas por 

triplicado. 

 

1.3.6 Análisis histológico 

Al finalizar el bioensayo, las langostas fueron crioanestesiadas (se las colocó en 

agua con hielo durante 15 minutos) y se disecó la glándula digestiva que rápidamente se 

fijó en solución de Bouin por 4 horas a temperatura ambiente. Los órganos fueron 

posteriormente deshidratados, incluidos en Paraplast (Leica Microsystems®) y coloreados 

con Hematoxilina-Eosina. Al menos 3 cortes (4-6 µm de espesor) de cada animal fueron 

analizados bajo microscopio óptico (Imager A. 1, Zeiss®) y fotografiados con cámara 

Leica® ICC50 de 3 mpx. Se analizó cualitativamente la estructura de la glándula digestiva 

de cada animal para los diferentes alimentos. 

 

1.3.7 Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de la varianza de 1 factor (ANOVA) para comparar entre 

dietas de una misma talla los pesos iniciales, largo postorbital (LPO) del cefalotórax, tasa 

de crecimiento específica (TCE) y el índice hepatosomático (IHS). Se realizó ANOVA de 2 

factores para analizar la concentración de proteína soluble, actividad enzimática y 

digestibilidad in vitro de proteínas, con los siguientes factores fijos: dietas (DR, AL y BL) y 

grupo de peso (A, B, C y D). Cuando la interacción entre los factores fue significativa, se 

realizó un análisis de efectos simples para detectar diferencias entre los factores. Cuando la 

interacción no fue significativa, se utilizó el test de Tukey para analizar los efectos 

principales de cada grupo de peso y dieta. En todos los casos, fueron verificados los 

supuestos del ANOVA y se aplicaron transformaciones a los datos si se detectaron falta de 

normalidad y/o homogeneidad de varianza (Sokal y Rohlf 1995). Todos los análisis 

estadísticos fueron realizados usando el programa InfoStat versión 2012. Cuando el número 

de réplicas por tratamiento fue desigual, dicho programa aplica modificaciones propuestas 

por Tukey-Cramer (Miller 1981) para realizar el análisis estadístico. El nivel de 

significancia que se consideró para todos los análisis fue 0,05. 
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1.4 Resultados 

1.4.1 Ensayos de alimentación 

La densidad de langostas, el peso inicial, la tasa de crecimiento específica, el largo 

postorbital y el índice hepatosomático para cada dieta y grupo se muestran en la Tabla 1.3. 

Los animales de menor peso medio (grupo A) alimentados con la dieta con alto contenido 

lipídico (AL) presentaron mayor TCE que los alimentados con la dieta de referencia (DR) y 

con la de bajo contenido lipídico (BL). A su vez, los grupos de peso B y C presentaron una 

mayor TCE cuando fueron alimentados con DR y AL, mientras que los juveniles de mayor 

tamaño (grupo D) registraron iguales TCE sin depender del tipo de dieta. 

En los grupos de peso A y B, los juveniles alimentados con AL presentaron 

significativamente mayor IHS (p<0,05) que los animales alimentados con DR y BL. A su 

vez, los animales de mayores tamaños (grupos C y D) presentaron iguales IHS sin depender 

del tipo de dieta con la que fueron alimentados (Tabla 1.3). 

 

Tabla 1.3. Densidad, peso inicial, largo postorbital (LPO), tasa de crecimiento específica (TCE) 
e índice hepatosomático (IHS) para cada dieta y grupo de peso de los juveniles de Cherax 
quadricarinatus alimentados durante 24 días. 

 

Los valores representan el valor  promedio ± error estándar. Las diferentes letras indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las comparaciones fueron realizadas entre dietas para un mismo grupo de peso. AL= 
alto lípidos (Fundus®); BL= bajo lípidos (TetraColor®); DR= Dieta de Referencia; LPO= largo postorbital del 
cefalotórax. Grupos de peso A, B and C: 3 réplicas (10, 10 y 15 animales por acuario); y grupo de peso D: 4 
réplicas (12 animales por acuario). 
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1.4.2 Análisis enzimáticos 

Se registró actividad enzimática en los organismos alimentados con las tres dietas, 

aunque las actividades variaron entre tratamientos (Fig 1.1). Como se detalla a 

continuación, los perfiles de las actividades enzimáticas digestivas de proteinasas, lipasas y 

amilasas obtenidas a partir de extractos de las glándulas digestivas fueron influenciados 

significativamente (p<0,05) por la dieta y la talla de los animales, mientras que la actividad 

de celulasas no mostró diferencias significativas (p>0,05). 

Hubo una interacción significativa (p<0,05) entre el tipo de dieta y la talla de los 

animales, entre lo que se destaca, una actividad significativamente mayor (p<0,05) en 

langostas del grupo B (1 g) alimentadas con la dieta comercial con alto contenido de lípidos 

(AL) y una actividad significativamente menor en los juveniles del grupo C alimentados 

con BL y DR (Fig 1.1 A). 

La actividad de lipasas mostró interacción significativa (p<0,05) entre las dietas y 

los grupos de peso (Fig 1.1 B). La actividad enzimática de organismos alimentados con AL 

fue significativamente diferente e inversamente proporcional al peso de los animales 

(p<0,05); es decir, a mayor peso de los juveniles menor actividad de lipasas. Las langostas 

de un peso aproximado de 7 g (grupo C) alimentadas con la dieta con bajo contenido de 

lipídico (BL) exhibieron mayor actividad de lipasas. Cuando los animales fueron 

alimentados con la dieta DR, las langostas del grupo A fueron las que registraron los 

niveles de actividad significativamente más elevados (p<0,05) que los otros grupos para la 

misma dieta.  

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en la actividad de 

celulasas entre tratamientos (Fig 1.1 C); dicha actividad fluctuó entre 0,94 x10-3 y 6,47 x 

10-3 U/mg proteína.  

La actividad de amilasas varió entre 0,19 y 0,65 U/mg proteína, sin  embargo  las 

langostas de los grupos B y C alimentados con dieta AL, evidenciaron mayor actividad 

(1,27 y 1,01 U/mg proteína respectivamente) (Fig 1.1 D). 
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Figura 1.1. Actividad enzimática en los extractos enzimáticos de la glándula digestiva de juveniles de Cherax quadricarinatus. A: Actividad de 
Proteinasas. B: Actividad de Lipasas. C: Actividad de Celulasas. D: Actividad de Amilasas. Todas las actividades enzimáticas fueron expresadas 
como U mg/proteína. Los valores representan la media de tres réplicas ± error estándar.  Las diferentes letras indican diferencias significativas 
(p<0,05). Las comparaciones fueron realizadas entre los grupos de peso alimentados con la misma dieta y entre dietas para un mismo grupo de 
peso. AL= dieta con alto lípidos (Fundus®); BL= dieta con bajo lípidos (TetraColor®); DR= Dieta de Referencia.  
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La actividad específica de tripsina mostró interacción significativa (p<0,05) entre el 

tipo de dieta y el peso de los animales. Los valores de actividad de los animales 

alimentados con la dieta AL fueron significativamente mayores que para las langostas 

alimentadas con las otras dos dietas, registrándose mayor actividad en los grupos B y C 

(Fig 1.2). 

 

 

Figura 1.2. Digestibilidad in vitro de proteína (barras) y Actividad específica de Tripsina (AST) 
(cuadrados negros) de los extractos de la glándula digestiva de juveniles de Cherax quadricarinatus 
alimentados con las diferentes dietas. Los valores representan el promedio de tres réplicas ± error 
estándar. La digestibilidad in vitro de proteínas fue expresada como µM leucine liberada por 100 
µg/mL proteína*100 mg dieta), y la actividad específica de tripsina expresada como U/mg proteína. 
AL= dieta con alto lípidos (Fundus®); BL= dieta con bajo lípidos (TetraColor®); DR= Dieta de 
Referencia. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) entre las dietas para la 
digestibilidad in vitro de proteínas. 
 

La Tabla 1.4 muestra la concentración de proteína soluble y los efectos de los 

inhibidores sobre la actividad digestiva de proteinasas de C. quadricarinatus. La 

concentración de proteína soluble en los extractos enzimáticos no mostró interacción 

significativa entre el tipo de dieta y el peso de los animales (p>0,05). Las langostas más 

pequeñas (grupos A y B) alimentadas con dieta comercial baja en lípidos tuvieron una 
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concentración de proteína soluble mayor que los animales más grandes (grupos C y D) 

(p<0,05). Al comparar entre dietas para un mismo grupo de peso, no hubo diferencias 

significativas entre DR y BL, pero para ambos tratamientos se evidenció una concentración 

significativamente mayor de proteína soluble respecto de los organismos alimentados con 

dieta AL en todos los grupos de peso (p<0,05).  

La actividad de proteinasas en los extractos enzimáticos, usando azocaseína como 

sustrato y SBTI como inhibidor, mostró interacción significativa entre el tipo de dieta y los 

grupos de peso (p<0,05). Utilizando TLCK como inhibidor especifico de tripsina la 

actividad enzimática también mostró una interacción significativa entre las dietas y los 

grupos de peso (p<0,05). 

 

Tabla 1.4. Concentración de proteína soluble y efecto de los inhibidores específicos sobre la 
actividad de proteinasas en los extractos de la glándula digestiva de los juveniles de Cherax 
quadricarinatus. 

 

La cantidad de proteína soluble fue expresada como mg proteína/mL. La actividad residual fue expresada 
como el % de actividad, considerando 100% la actividad de proteinasas sin inhibidor como el promedio de 
tres réplicas ± error estándar. Las diferentes letras pequeñas indican diferencias significativas entre los grupos 
de peso dentro de cada dieta. Mientras que las letras mayúsculas indican diferencias significativas entre dietas 
para un mismo grupo de peso.AL= dieta con alto lípidos (Fundus®); BL= dieta con bajo lípidos 
(TetraColor®); DR= Dieta de Referencia. Grupos de peso A, B y C: 3 réplicas (10, 10 y 15 animales por 
acuario respectivamente); y grupo D: 4 réplicas (12 animales por acuario). 
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1.4.3 Digestibilidad in vitro de proteínas 

La digestibilidad in vitro de proteínas reveló un patrón similar al de la actividad de 

tripsina (Fig 1.2). Sólo se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre las dietas, 

siendo AL la dieta más digestible, seguida por BL y DR como la menos digestible. La dieta 

AL fue bien digerida por las langostas con valores entre 0,8 y 1,3 µM leucina liberada/mL 

proteína*100 mg dieta; BL mostró menores valores, y los más bajos fueron los obtenidos 

con DR (desde 0,3 hasta 0,4 µM leucina liberada 100 µg/mL proteína*100 mg dieta. El 

peso de los animales no afectó significativamente la digestibilidad de la dieta (p>0,05). 

 

1.4.4 Análisis histológico 

La estructura de la glándula digestiva de C. quadricarinatus es similar a la de otros 

crustáceos decápodos. Se compone por numerosos túbulos ciegos con cuatro tipos de 

células principales llamadas células E, F, B y R. Las células E son cuboidales con un 

núcleo prominente que ocupa la mayor parte del citoplasma basófilo; se localizan en la 

parte distal de los túbulos. Las células F son cilíndricas, con un núcleo central y citoplasma 

basófilo; se encuentran en la parte media y proximal del túbulo. Las células B son el tipo 

celular más grande, con una gran vacuola que desplaza al núcleo basalmente; son las más 

abundantes en la región media y distal de los túbulos. Las células R son las más numerosas, 

son cilíndricas y contienen gran cantidad de pequeñas vacuolas y el núcleo se localiza en la 

parte central o basal; son las más abundantes en la zona medial y proximal (Fig 1.3 A, B) 

(Al-Mohanna y Nott 1987, López Greco et al. 2011, Calvo et al. 2011, 2012, Sacristán et 

al. 2011).  

Luego de 24 días de experimentación, los principales cambios observados en la 

glándula digestiva de los juveniles alimentados con AL fueron: pérdida estructural y 

desorganización de los túbulos (Fig 1.3 C), extensas regiones con una notoria reducción de 

la altura del epitelio (Fig 1.3 D y detalle, C), hipertrofia de las células B con una o más 

grandes vacuolas que tienden a coalescer en una sola gran vacuola (Fig 1.4 A, B), células R 

con grandes vacuolas (Fig 1.4 A, B), escasa diferenciación entre las células B y R (Fig 1.4 

B), pérdida de los límites celulares (Fig 1.4 A, B), reducción en el número de células F por 
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túbulo (Fig 1.4 C) y pérdida de la típica luz estrellada de la luz del túbulo (Fig 1.4 D). No 

se observaron diferencias entre las dietas DR y BL (Fig 1.3 A, B), y a su vez los cambios 

estructurales no estuvieron relacionados con la talla de los juveniles.  
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Figura 1.3. Secciones histológicas de la glándula digestiva de juveniles de Cherax quadricarinatus 
alimentados con las diferentes dietas. A: Dieta de Referencia (DR); no se observan cambios 
estructurales; B: Bajo Lípidos (BL); no se observan cambios estructurales; C y D: Alto Lípidos 
(AL). C: pérdida de estructura y desorganización de los túbulos (flechas); D y detalle: extensas 
áreas con notoria reducción de la altura del epitelio (flechas). Barra de escala: A, B, C = 200 µm; D, 
D detalle = 50 µm. B: células B. F: células F; L: lumen del túbulo; R: células R. 
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Figura 1.4. Secciones histológicas de la glándula digestiva de juveniles de Cherax quadricarinatus 
alimentados con la dieta de alto lípidos (AL). A: hipertrofia de las células B con una o más vacuolas 
grandes que tienden a coalescer en una gran vacuola; células R con grandes vacuolas; escasa 
diferenciación entre las células B y R; F: escasa diferenciación entre las células B y R y pérdida de 
límites celulares; C: células R con grandes vacuolas; pérdida de límites celulares; y disminución en 
el número de células F por túbulo; D: pérdida de la típica luz estrellada del túbulo. Barra de escala: 
A, B, C, D = 50 µm. B: células B. F: células F; HB: hipertrofia de las células B; L: lúmen del 
túbulo; R: células R; VR: grandes vacuolas de las células R. 
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1.5 Discusión 

Los juveniles de C. quadricarinatus mostraron actividad de las enzimas digestivas y 

digestibilidad in vitro de proteínas similares cuando fueron alimentados con la dieta de 

referencia y la dieta de bajo contenido lipídico.  

El porcentaje de proteína cruda de la dieta DR se encuentra dentro del rango de 31 a 

43 % que demostró los mejores resultados en términos de crecimiento, biomasa y sobrevida 

en un estudio previo en juveniles de C. quadricarinatus  de 1 g de peso promedio (Cortés-

Jacinto et al. 2003). A su vez, Pavasovic (2008) propuso que las langostas de pinzas rojas 

pueden tolerar cantidades variables de lípidos en las dietas (7, 9 u 11%) cuando se incluyen 

en una dieta que contiene altos (>32%) o bajos (<19%) niveles de proteína. Es importante 

observar que los porcentajes de lípidos anteriormente señalados son similares al contenido 

de lípidos de las dietas DR y BL. 

La presencia de una amplia variedad de enzimas en la glándula digestiva de los 

juveniles de C. quadricarinatus, está relacionada con la capacidad de esta especie para 

digerir una amplia gama de componentes en las dietas (Xue et al. 1999, Figueiredo et al. 

2001, Figueiredo y Anderson 2003, López-López et al. 2005, Saoud et al. 2013). En la 

presente tesis, la actividad enzimática de proteinasas, lipasas y amilasas se modificó por el 

tipo de dieta y el peso de los animales. Los resultados de este experimento son coincidentes 

con  los obtenidos por Lee et al. (1984) y Gamboa-Delgado et al. (2003), quienes 

observaron que la actividad de las enzimas digestivas de Litopenaeus vannamei varía en 

función al nivel de proteína en la dieta y a la talla.  

López-López et al. (2005) sostienen que cuando la calidad de la proteína en la dieta 

disminuye, se da un aumento progresivo en el uso de los carbohidratos-lípidos causando 

una disminución en el uso de las proteínas como fuente de energía. Pavasovic (2008) indicó 

que los cambios en la actividad de proteinasas relacionados al aumento del contenido 

lipídico de la dieta pueden estar asociados al ahorro de proteína. En este sentido, la 

actividad registrada de proteinasas del tipo serin-proteinasas en este estudio podría reflejar 

un bajo recambio y movilización de las proteínas debido a la presencia de altos niveles de 

lípidos. Las serin-proteinasas, como la tripsina y quimotripsina, son propuestas como 
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enzimas digestivas de mayor importancia en crustáceos y se cree que son las responsables 

del 40 al 60% de la digestión de la proteína en camarones peneidos (Hernández-Cortés et 

al. 1999a). Teschke y Saborowski (2005) demostraron que las proteinasas del tipo cisteína-

proteinasa, son las enzimas que predominan en la glándula digestiva de Crangon crangon y 

C. allmani, pero su actividad es menor en Euphausia superba. De acuerdo con este 

resultado, Coccia et al. (2011) demostraron que las proteasas alcalinas tipo serino (tripsina 

y quimotripsina) de Cherax albidus fueron las enzimas activas a lo largo del tracto 

digestivo y que es una característica común a otros decápodos (Celis-Guerrero et al. 2004, 

Navarrete del Toro et al. 2006, Linton et al. 2009). Un estudio reciente (Rojo et al. 2010) 

sugiere que algunos grupos de crustáceos poseen una mayor proporción de serin-

proteinasas, mientras que en otros predominan las proteinasas del tipo cisteino (catepesina 

L y B) o aspárticas (catepsina D). En esta tesis no se han evaluado las del tipo cisteino ni 

las aspárticas, sólo se han analizado las enzimas tipo serino en los juveniles de C. 

quadricarinatus. 

La actividad de tripsina y quimotripsina ha sido reportada en otros crustáceos 

cuando se caracterizaron las clases de proteinasas presentes (García-Carreño et al. 1993) en 

función al desarrollo ontogenético (Lemos et al. 1999, Luo et al. 2008, Buarque et al. 2009) 

y el ciclo de muda (Fernández Gimenez et al. 2001, 2002). Luo et al. (2008) demostró la 

existencia de actividad de tripsina y quimotripsina en diferentes estadios del desarrollo 

embrionario de C. quadricarinatus; y la presente tesis confirmó que la glándula digestiva 

de juveniles de esta misma especie, de una amplia gama de peso, también evidencia una 

importante actividad  de proteinasas de tipo serino. 

En este trabajo, la actividad de serin-proteinasas, usando azocaseína como sustrato y 

SBTI como inhibidor, dependió principalmente del tipo de dieta. En contraste, la actividad 

residual cuando se utilizó TLCK y azocaseína, dependió del tipo de dieta y del peso de los 

animales, lo que indica que la actividad de tripsina estaría siendo afectada por ambos 

factores. El inhibidor de proteinasas TLCK mostró valores variables de inhibición, ya que 

se evidenció actividad residual de proteinasas al incubar con el inhibidor entre 13,96 y 

55,98% (excepto en el grupo D y B alimentados con AL y DR respectivamente). Los  bajos 

valores de inhibición podrían deberse a la presencia de otras enzimas proteolíticas como 
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proteinasas del tipo cisteínas y aspárticas que podrían tener mayor actividad (Rojo et al. 

2010) y que no fueron evaluadas en esta tesis; por lo que serán necesarias más 

investigaciones para clarificar este punto. En términos de digestibilidad, la dieta AL mostró 

ser la más digestible, seguida por la BL y la DR. Allan et al. (2000) analizando el 

reemplazo de harina de pescado en dietas para la perca plateada australiana Bidyanus 

bidyanus, explicaron que la harina de carne y hueso poseen una baja digestibilidad de la 

materia seca, debido a su alto contenido de cenizas. En el estudio de Pavasovic et al. (2007) 

también se atribuyó la baja digestibilidad de una dieta a los niveles de ceniza (20,4%). Por 

lo tanto y de acuerdo con estos resultados, el 16% de cenizas de la dieta DR podría ser la 

causa de la baja digestibilidad in vitro de proteína. Por otro lado hay que destacar que la 

actividad específica de tripsina en los extractos enzimáticos mostró una tendencia similar a 

la digestibilidad de proteína in vitro. Esto concuerda con la mayoría de los autores que 

indican que la tripsina es la principal proteasa alcalina presente (Hernández-Cortés et al. 

1999a). 

Los resultados mostraron que los animales alimentados con las dietas con alto 

porcentaje de proteína (AL y BL, 41,58% y 49,51 respectivamente), poseen más actividad 

de tripsina que los animales alimentados con la dieta de menor porcentaje de proteína (DR, 

37,98%). Esto podría estar relacionado con el hecho de que los organismos carnívoros 

(como algunos camarones peneidos) se alimentan principalmente de zooplancton o bentos y 

por lo tanto, producen mayor cantidad de enzimas proteolíticas y son capaces de digerir 

proteínas de origen animal más eficientemente que los herbívoros y omnívoros (García-

Carreño et al. 1994). Sin embargo, la actividad de tripsina en las langostas alimentadas con 

la dieta AL fue mayor que con la dieta BL, lo que estaría indicando que la calidad de la 

proteína de la dieta también influye en la actividad enzimática. Es importante aclarar, que la 

calidad de la proteína para ambas dietas comerciales utilizadas es desconocida debido a que 

son de marca registrada, por lo que este efecto en este experimento aún está por 

confirmarse. Le Vay et al. (2001) y Fernández Gimenez et al. (2009) demostraron que la 

actividad enzimática digestiva en los crustáceos puede aumentar cuando son alimentados 

con alimentos de baja calidad nutricional. Por otro lado, Le Vay et al. (2001) explicó que 

un alto contenido de enzimas digestivas permite a las larvas de los peneidos extraer 

rápidamente los componentes más digestibles de un gran número de alimentos, con una 
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baja eficiencia de asimilación pero con una alta ganancia neta de energía. Esta estrategia es 

una adaptación al ambiente, donde el alimento tiene relativamente bajo contenido 

energético, permitiendo a los herbívoros maximizar la energía de asimilación. En contraste, 

las larvas de langostas marinas tienen un menor contenido de enzimas digestivas, pero 

pasan mucho más tiempo digiriendo la comida y en consecuencia, muestran una mayor 

eficiencia de asimilación. Esta estrategia es más adecuada para los carnívoros que se 

alimentan menos pero sus presas son más digestibles y ricas en energía (Le Vay et al. 

2001).  

La presencia de carbohidrasas sugeriría que las langostas de pinzas rojas son 

capaces de cubrir una cantidad sustancial de sus necesidades energéticas metabólicas a 

partir de los hidratos de carbono, a pesar que las investigaciones sugieren que solo una 

pequeña parte de sus necesidades energéticas se obtienen de éstos (Pavasovic et al. 2007, 

Saoud et al. 2013). En esta tesis, no se consideró la actividad de celulasas que podrían 

contribuir los microorganismos del sistema digestivo, debido a que no es claro si las 

celulasas endógenas de la langosta son productos de secreción de las células de la glándula 

digestiva o si provienen de bacterias simbiontes que residen en los lóbulos del intestino 

(Xue et al. 1999). 

Comparando la actividad de celulasas entre las langostas de agua dulce (género 

Cherax) y los camarones marinos (genero Penaeus), Crawford et al. (2005) propusieron 

que los altos niveles de actividad enzimática observada en las langostas eran de esperar, 

teniendo en cuenta que los crustáceos de agua dulce tienden a consumir mayor proporción 

de material vegetal en su dieta en comparación a las especies marinas. Además, la alta 

actividad de celulasas observada en Cherax tenuimanus podría indicar una adaptación 

genética específica a una dieta con alto contenido de materia vegetal, aunque es importante 

señalar que la actividad enzimática digestiva podría estar influenciado en cierta medida por 

la dieta. Estudios previos han demostrado que la actividad de celulasas en crustáceos puede 

aumentar en respuesta a altos niveles de polisacáridos en la dieta tales como celulosa y 

almidón (Gonzalez-Pena et al. 2002, Pavasovic et al. 2004). A su vez, una mayor 

disponibilidad de dichos sustratos ocurren en forma natural en estanques y también, puede 

provocar un aumento en los niveles de actividad de celulasas (Moss et al. 2001). 
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Estudios previos sugieren que C. quadricarinatus es tolerante a los altos niveles de 

lípidos de la dieta (Pavasovic 2008); sin embargo, en la presente tesis se observaron severos 

signos de mal nutrición en langostas alimentadas con dieta comercial con alto contenido 

lipídico (AL) (21,29%). Los juveniles de todos los grupos de peso estudiados, mostraron 

signos patológicos, como pérdida de estructura y desorganización de los túbulos de la 

glándula digestiva, junto con hipertrofia de las células B, células R con grandes vacuolas, 

escasa diferenciación entre las células B y R, pérdida de limites celulares, reducción del 

número de células F y la pérdida de la típica luz estrellada del túbulo. La mayor parte de 

estas alteraciones han sido observadas y descriptas recientemente en nuestro laboratorio, en 

juveniles de C. quadricarinatus bajo diferentes periodos de ayuno (Calvo et al. 2011, 

2012), lo que implicaría que no son específicas de la dieta y demuestra la capacidad de una 

rápida respuesta por parte de la glándula digestiva, en función a la composición de la dieta.  

Teniendo en cuenta lo observado histológicamente para la dieta con alto contenido 

lipídico, podría estar relacionado con los valores del índice hepatosomático (IHS) 

registrados en los animales de menor peso (0,5 y 1 g de peso medio) para la misma dieta. 

Ello implicaría que los valores de IHS son más altos debido que los juveniles podrían estar 

almacenando, en la glándula digestiva, mayor cantidad de lípidos provenientes de la dieta, 

provocando alteraciones estructurales. A su vez, los juveniles de mayor peso (7 y 14 g de 

peso medio) no presentaron diferencias en los valores de IHS, pero se siguieron observando 

las mismas alteraciones estructurales que en los animales de menor peso. 

En otras especies, como el langostino Pleoticus muelleri, niveles subóptimos de 

vitamina A en la dieta causan cambios histopatológicos en la glándula digestiva, como 

hiperplasia e hipertrofia celular, desorganización tisular y retracción celular (Fernández 

Gimenez et al. 2008). Juveniles de la langosta Jasus edwardsii alimentados con diferentes 

relación de hidratos de carbono: lípidos, mostraron una disminución de la vacuolización de 

las células R cuando esta relación disminuyó (Johnston et al. 2003). En juveniles del 

camarón Litopenaeus vannamei expuestos a diferentes concentraciones de Cd y Zn se 

observó reducción en el número de células R y B, atrofia y desprendimiento de estas 

células, así como también infiltración hemocítica (Frias-Espericueta et al. 2008). Esto 
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demuestra la gran plasticidad de la glándula digestiva de los crustáceos, que lo ubica como 

un órgano monitor del estado fisiológico. 

Esta tesis es el primer trabajo que demuestra que la composición de la dieta afecta 

directamente la estructura de la glándula digestiva en esta especie, reforzando el concepto 

de que la glándula digestiva de los crustáceos es una estructura que posee un 

funcionamiento dinámico y que funciona como  un ―espejo‖ en respuesta rápida a la dieta. 

Por lo tanto, la identificación de los principales cambios en la estructura de este órgano 

podría ser útil para evaluar los requerimientos nutricionales óptimos o subóptimos en el 

cultivo de esta especie. 

A partir de todos los resultados obtenidos y discutidos en este capítulo, la dieta 

comercial con alto contenido lipídico (Fundus®) no sería las más apropiada para el cultivo 

de C. quadricarinatus. Se sugiere que la dieta formulada para esta especie (DR) sería la 

más conveniente, si el contenido de cenizas fuera reducido permitiendo así aumentar la 

digestibilidad de la proteína. Será necesario realizar más investigaciones sobre esta dieta, 

como por ejemplo: utilización de aglutinantes, estabilidad en el agua, incorporación de 

atractantes y protocolos de alimentación. Además, es importante concluir que la actividad 

de enzimas digestivas, digestibilidad de proteínas in vitro y análisis histológicos de la 

glándula digestiva podrían utilizarse como herramientas integradas para evaluar los efectos 

de la dieta en juveniles de C. quadricarinatus o de otras especies cultivadas, además de los 

estudios usuales de crecimiento.  

Los resultados discutidos muestran que los juveniles de C. quadricarinatus, 

alimentados con el alimento especialmente formulado, presentaron una buena condición 

fisiológica en función a la actividad enzimática digestiva y conservada estructura celular y 

tisular de la glándula digestiva. A su vez, la dieta diseñada para esta especie presentó baja 

digestibilidad de proteínas in vitro, por lo tanto, estos resultados apoyan parcialmente la 

hipótesis de trabajo. 
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Capítulo 2  
 

Influencia de la alimentación sobre el ritmo diario de las enzimas 
digestivas en juveniles de etapa de engorde de la langosta de agua 

dulce Cherax quadricarinatus 
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2.1 Introducción 

Como se mencionó en el Capítulo 1 el alimento es uno de los componentes 

principales en los costos de operación de un emprendimiento acuícola, por lo que su 

optimización es fundamental para la viabilidad de un cultivo. Además de su costo, una 

forma inadecuada de alimentación en cantidad, calidad o momento del día, implica una 

pérdida del mismo con una concomitante disminución en la calidad de agua y la 

eliminación innecesaria de nutrientes al ambiente, particularmente en sistemas semi-

intensivos. Las prácticas de alimentación en la mayoría de los criaderos son al voleo, 

manualmente o utilizando un equipo de aspersión mecánica o embarcaciones pequeñas 

(Casillas-Hernández et al. 2006). 

En general, se considera que las alimentaciones múltiples mejoran el crecimiento y 

el factor de conversión alimentario (Sedwick 1979, Wassenberg y Hill 1987, Chamberlain 

1988, Wyban y Sweeney 1989, Dall et al. 1991) y reducen la acumulación de alimento sin 

consumir. Por lo tanto, es importante analizar los procesos fisiológicos que pueden afectar 

la capacidad de consumo y digestión del alimento, en los cuales la actividad enzimática 

tiene significativa importancia (Dall 1992, Molina et al. 2000). 

La actividad de las enzimas digestivas ha sido estudiada en varias especies de 

crustáceos decápodos y se ha demostrado que la actividad se ve afectada por la ontogenia, 

estadio del ciclo de muda, composición de la dieta, ritmo circadiano, fotoperíodo y calidad 

de la luz, temperatura, hábitos alimentarios, el hábitat (Saoud et al. 2013) y el ayuno 

(Cuzon et al. 1980, Biesiot y Capuzzo 1990, García-Carreño 1992, Muhlia-Almazán y 

García-Carreño 2002, Zhang et al. 2010, Calvo et al. 2013, Sacristán et al. 2014).  

En particular, el ritmo diario fue estudiado no solamente en relación a la secreción 

de enzimas digestivas, sino que también en otros aspectos, desde bioquímicos relacionados 

con la concentración de proteínas, aminoácidos libres (Richard et al. 1979, Boghen y 

Ceccaldi 1987), ácidos grasos (Moureau et al. 1984), pigmentos y en la actividad de 

alimentación (Hernandez-Cortes et al. 1998, Molina et al. 2000) en langostinos, camarones 

y cangrejos.  
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Los primeros estudios sobre el ritmo diario de las enzimas digestivas en crustáceos 

fueron realizados en la langosta de agua dulce Astacus leptodactylus por Hirsch y Jacob 

(1929) y luego por van Weel (1960) en el cangrejo marino Thalamita crenata. El avance en 

este aspecto de la fisiología de los invertebrados fue importante cuando se demostró que las 

condiciones ambientales influyen sobre la actividad enzimática digestiva de los crustáceos 

(Vega-Villasante et al. 1999). De acuerdo con van Wormhoudt (1977), dos factores pueden 

modelar los ritmos de secreción de las enzimas digestivas: el factor trófico y el ritmo 

interno; ambos pueden ser ajustados por variaciones de los factores ambientales, 

particularmente la condición de luminosidad y el autor sugiere que los patrones de 

variación de las enzimas digestivas de camarones se mantienen incluso en condiciones de 

ayuno. 

Estudios realizados por Seiffert (1997) y Nunes y Parsons (1999) demostraron que 

los camarones Farfantepenaeus paulensis y F. subtilis buscan activamente y consumen las 

mayores cantidades de alimento a la misma hora cada día, después del amanecer y al 

atardecer. Otros estudios sobre la alimentación de Litopenaeus schmitti (Díaz-Granda 1997) 

demostraron que el horario de alimentación más apropiado para el crecimiento de esta 

especie es a las 10:00 horas y además, se detectaron picos de actividad enzimática 

proteolítica asociados al horario de alimentación. Molina et al. (2000) hallaron las mayores 

actividades de proteinasas y lipasas en camarones (Peneus vannamei) alimentados en el 

horario de 12:00 y 20:00 horas, mientras que la actividad de amilasas resultó mayor a las 

08:00 y 12:00 horas. A su vez, Casillas-Hernández et al. (2006) trabajando en el camarón 

blanco  L. vannamei, hallaron que la actividad proteolítica posee un ritmo bifásico, con un 

periodo aproximado de 12 horas entre dos picos de máxima actividad enzimática. Este 

patrón bifásico fue encontrado por varios autores como González et al. (1995) en L. 

schmitti para la actividad de proteinasas y Vega-Villasante et al. (1999) en el cangrejo 

Callinectes arcuatus para la actividad de proteinasas, amilasas y lipasas durante las 

primeras horas de la noche y después del amanecer. 

Cherax quadricarinatus es una especie de rápido crecimiento y en la etapa de 

engorde el consumo diario de alimento en muy significativo. Habitualmente esta especie se 

alimenta por la tarde como protocolo de suministro diario de alimentación (Jones 1995b), 
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considerando el mayor grado de actividad de los animales, pero ningún estudio ha evaluado 

si se registran ciclos de actividad de las enzimas digestivas asociados a esos momentos de 

alimentación. Por lo tanto, para optimizar el uso del alimento y disminuir los costos de 

producción, así como también evitar el suministro de alimento que no será ingerido, es 

importante conocer el ritmo diario de la actividad de las enzimas digestivas y su posible 

modificación de acuerdo a los horarios de alimentación.  
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A partir de la introducción presentada se plantea el siguiente objetivo. 

 

2.2 Objetivo 

Estudiar el ritmo diario de los niveles de proteína soluble y la actividad de 

proteinasas, tripsina, lipasas y amilasas en juveniles de C. quadricarinatus en etapa de 

engorde y su posible modificación en función del momento de alimentación y el período de 

ayuno. 

En función de este objetivo las hipótesis planteadas son las siguientes: 

Hipótesis 1: El ritmo diario de las enzimas digestivas y la cantidad de proteína soluble 

presentarán picos de actividad y cantidad asociados al grado de actividad locomotora de C. 

quadricarinatus. 

 

Hipótesis 2: El momento de alimentación matutino o vespertino provocará modificaciones 

en el patrón de ritmo diario de actividad de las enzimas digestivas y de los niveles de 

proteínas solubles. 

 

Hipótesis 3: El ayuno provocará modificaciones en el patrón de ritmo diario de actividad de 

las enzimas digestivas y de los niveles de proteínas solubles. 
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2.3 Materiales y métodos 

2.3.1 Obtención de los animales 

Los juveniles de C. quadricarinatus fueron obtenidos bajo condiciones de 

laboratorio, a partir de lotes de reproductores suministrados por el criadero Pinzas Rojas, 

Tucumán, Argentina. Cada hembra ovígera obtenida en laboratorio fue mantenida bajo las 

mismas condiciones de laboratorio descriptas en el Capítulo 1. Cuando los juveniles se 

independizaron en el estadio III (Levi et al. 1999) fueron separados de sus madres y 

mantenidos hasta alcanzar el peso deseado para los ensayos en las mismas condiciones de 

crecimiento anteriormente descriptas en el Capítulo 1. Los parámetros de calidad de agua 

tanto durante la etapa de crecimiento como durante los ensayos fueron los descriptos en el 

Capítulo 1. 

 

2.3.2 Diseño Experimental 

En primer lugar se realizaron dos ensayos para caracterizar el ritmo diario de 

actividad de las enzimas digestivas con un ayuno previo de 24 horas (ayuno breve) y otro 

de 16 días de ayuno (ayuno moderado) (experimentos 1 y 2: Ritmo diario). 

En segundo lugar se realizaron otros dos experimentos con el objetivo de evaluar el 

efecto de la alimentación por la mañana o por la tarde sobre la actividad de las enzimas 

digestivas con un ayuno previo de 24 horas o 16 días de ayuno (experimentos 3 y 4: Pulso 

de alimentación). 

 

Experimentos 1 y 2: Ritmo Diario. 

Para el Experimento 1, en el cual los animales estuvieron previamente ayunados por 

24 hs, se seleccionaron 48 juveniles en intermuda de C. quadricarinatus (6,67±0,61 g de 

peso medio) que fueron asignados al azar en recipientes individuales de vidrio (13,5 cm 

diámetro x 13,5 cm alto) conteniendo 1,5 L de agua declorada, aireación continua y 

fotoperiodo 14:10 (L: O). Posteriormente los envases conteniendo los juveniles fueron 
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distribuidos al azar en cuatro acuarios de vidrio de 60×40×30 cm con agua mantenida a 

temperatura constante de 27±1°C (Altman 100 W, precisión 1°C) (Fig 2.1). Ese mismo día 

los animales fueron alimentados a las 15:00 horas con TetraColor® Tropical Granules al 5% 

de su peso. A las 08:00 hs del día siguiente fueron alimentados al mismo porcentaje y 

cuatro horas después fueron colocados en otros recipientes individuales de vidrio con agua 

limpia y en las mismas condiciones anteriormente descriptas. De esta manera los animales 

fueron mantenidos sin alimentación por un período de 24 horas (desde las 12:00 horas de 

un día hasta las 12:00 horas del día siguiente). Al cumplirse las 24 horas de ayuno, seis 

animales al azar fueron anestesiados y sacrificados; y posteriormente se realizaron siete 

muestreos consecutivos (se sacrificaron 6 animales en cada tiempo) con un intervalo de tres 

horas entre ellos durante las siguientes 24 horas (Fig 2.2 A). 

Para el Experimento 2 en el cual los animales estuvieron previamente ayunados por 

16 días, se seleccionaron 56 juveniles en intermuda de C. quadricarinatus (6,09 ± 1,11 g de 

peso medio) que fueron asignados al azar en recipientes individuales de vidrio de la misma 

manera y en iguales condiciones experimentales descriptas para el Experimento 1. Al 

cumplirse los 16 días de ayuno siete animales al azar fueron anestesiados y sacrificados 

cada tres horas durante las siguientes 24 horas a partir de las 12:00 hs (la cantidad total de 

muestras evaluadas fueron ocho) (Fig 2.2 A). 

 

Experimento 3 y 4: Pulso de alimentación. 

Para realizar el Experimento 3 se seleccionaron 72 juveniles en intermuda que 

fueron colocados al azar en recipientes de vidrio (13,5 cm diámetro x 13,5 cm alto) y 

asignados al azar a dos  grupos: Grupo 1 (6,89 ± 0,52 g; N = 36) y Grupo 2 (6,67 ± 0,66 g; 

N = 36).  

En cada grupo, se acondicionaron cuatro acuarios de vidrio para colocar los envases 

individuales de la misma manera que en el Experimento 1. En estas condiciones los 

animales fueron  ayunados por 24 horas. Luego de este periodo, a cada grupo se les 

suministró ―un pulso de alimento‖ TetraColor® Tropical Granules al 5% de su peso por una 

hora: a las 08:00 horas para el Grupo 1 (alimentación matutina) y a las 17:00 horas para el 
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Grupo 2 (alimentación vespertina). Se utilizaron como control de la condición enzimática 

inicial (antes del pulso de alimento) seis animales de cada grupo que fueron sacrificados. 

Para cada grupo a las 09:00 horas (Grupo 1) y a las 18:00 horas (Grupo 2), seis 

animales al azar fueron anestesiados y sacrificados luego cada tres horas durante las 

siguientes 12 horas (Fig 2.2 B y C). 

Para llevar a cabo el Experimento 4 se seleccionaron 84 juveniles en intermuda que 

fueron colocados al azar en recipientes de vidrio (13,5 cm diámetro x 13,5 cm alto) y 

asignados al azar a dos  grupos: Grupo 3 (5,07 ± 1,02 g; N = 42) y Grupo 4 (5,66 ± 1,06 g; 

N = 42). En cada grupo, se acondicionaron cuatro acuarios de vidrio para colocar los 

envases individuales de la misma manera que en el Experimento 1. En estas condiciones los 

animales fueron ayunados por 16 días. Luego de este periodo, a cada grupo se les 

suministró ―un pulso de alimento‖ con el mismo alimento y a las mismas horas para cada 

grupo que lo descripto para el Experimento 3. 

Para cada grupo a las 09:00 horas (Grupo 3) y a las 18:00 horas (Grupo 4), siete 

animales al azar fueron anestesiados y sacrificados luego cada tres horas durante las 

siguientes 12 horas (Fig 2.2 B y C). 

Es importante indicar que el tiempo de ayuno de 16 días fue estimado a partir de un 

experimento previo con el objetivo de evaluar si con una semana de ayuno era suficiente 

para provocar variaciones en los niveles de actividad de las enzimas digestivas (datos no 

publicados).  
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Figura 2.1. Disposición experimental de los frascos (réplicas) dentro de los acuarios en condiciones 
controladas de temperatura, aireación y fotoperiodo en juveniles de Cherax quadricarinatus.   

 

 

Figura 2.2. Esquema de los diseños experimentales luego de 24 hs o 16 días de ayuno en juveniles 
de engorde de la langosta Cherax quadricarinatus. A: Ritmo diario, B: Pulso de alimentación 
matutino y C: Pulso de alimentación vespertino. Los números corresponden a las horas del día, las 
flechas indican el momento de alimentación y los asteriscos (*) indican los tiempos a los cuales se 
sacrificaron los animales en cada experimento. 
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2.3.3 Extracción de la glándula digestiva y preparación de los extractos enzimáticos 

Al finalizar los experimentos, los animales fueron anestesiados en agua fría, se 

disecó la glándula digestiva, se pesó (precisión 0,01 mg) y rápidamente se almacenó a -

80°C hasta su posterior uso. El extracto enzimático fue realizado tal como se  describió en 

el Capítulo 1. 

 

2.3.4 Ensayos de actividad enzimática 

La cuantificación de proteína soluble y la actividad de proteinasas, tripsina, lipasas, 

y amilasas de los extractos se determinó siguiendo la  metodología descripta en el Capítulo 

1.  

 

2.3.5 Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa estadístico InfoStat 

versión 2012 a través del análisis de la varianza (ANOVA de un factor) seguido de 

comparaciones a posteriori de medias entre los diferentes tiempos para un mismo grupo 

(test de Tukey). Además, para los cuatro experimentos se comparó el estado inicial (24 

horas de ayuno) y se analizaron los resultados del Grupo 1 y Grupo 2 en función a las horas 

de post- alimentación. Previamente se verificaron los supuestos del ANOVA y se aplicaron 

transformaciones de datos cuando fue necesario (Sokal y Rohlf 1995). El nivel de 

significancia en todos los análisis fue de 0,05. 

 

2.4 Resultados 

Los niveles de proteína soluble de la glándula digestiva de los juveniles de los 

experimentos 1 y 2, no variaron significativamente (p>0,05) a lo largo de 24 horas (Fig 2.3 

A y D). Del mismo modo, en los animales pertenecientes a los Grupos 2 y 4 (pulso de 

alimentación vespertino) tampoco se registraron diferencias significativas (p>0,05) (Fig 2.3 

C y F). 
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Por otro lado, en el Grupo 1 (pulso de alimentación matutino) se registró un 

incremento significativo entre las 09:00 y las 18:00 hs (p<0,05) (Fig 2.3 B). Sin embargo 

este incremento no se observó en las  langostas a las que se les ofreció alimento a las 08:00 

hs luego de 16 días de ayuno (Grupo 3).  
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Figura 2.3. Niveles de proteína total en la glándula digestiva de los juveniles de Cherax quadricarinatus ayunados por 24 hs o 16 días. A: 
Experimento 1 [(24 hs de ayuno) (Ritmo diario)]; B: Experimento 3, Grupo 1 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; C: Experimento 
3, Grupo 2 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]; D: Experimento 2 [(16 días de ayuno) (Ritmo diario)]; E: Experimento 4, Grupo 
3 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; y F: Experimento 4, Grupo 4 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) entre las horas de cada experimento. Los resultados se expresan como media ± error 
estándar. 
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Los niveles de actividad de proteinasas registrado en los organismos del 

experimento 1 mostraron diferencias significativas (p<0,05) (Fig 2.4 A), evidenciando un 

pico de actividad enzimática a las 21:00 hs. En cambio, en el experimento 2, se observan 

fluctuaciones en la actividad de proteinasas pero sin diferencias significativas (p>0,05) a lo 

largo de las 24 hs (Fig 2.4 D). 

La respuesta de las langostas del Grupo 1 y 2 luego de un ayuno previo de 24 hs, no 

mostraron diferencias significativas (p>0,05) en respuesta a los pulsos de alimentación 

correspondiente (Fig 2.4 B y C).  En cambio, la respuesta al pulso de alimentación matutina 

de los animales ayunados por 16 días fue una disminución significativa de la actividad de 

proteinasas (p<0,05) desde las 09:00 hasta las 15:00 hs (Fig 2.4 E). De manera similar 

respondieron los animales cuyo pulso de alimentación fue vespertino (17:00 hs), 

disminuyendo la actividad proteolítica en forma significativa (p<0,05) desde las 18:00 hs 

hasta las siguientes 12 hs (Fig 2.4 F).  

 



 

56 

 

 

Figura 2.4. Niveles de actividad de proteinasas en la glándula digestiva de los juveniles de Cherax quadricarinatus ayunados por 24 hs y 16 días. : 
Experimento 1 [(24 hs de ayuno) (Ritmo diario)]; B: Experimento 3, Grupo 1 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; C: Experimento 
3, Grupo 2 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]; D: Experimento 2 [(16 días de ayuno) (Ritmo diario)]; E: Experimento 4, Grupo 
3 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; y F: Experimento 4, Grupo 4 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) entre las horas de cada experimento. Los resultados se expresan como media ± error 
estándar. 
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La actividad de tripsina registrada en las langostas del experimento 1 y 2; y 

experimento 3 (grupo 1 y 2) no fue significativa entre las distintas horas del día (p>0,05) 

(Fig 2.5 A, B, C y D). En la Figura 2.5 E y F, se puede observar una disminución 

significativa (p<0,05) de la actividad de tripsina a partir de las 09:00 hs para el grupo 3 

(p<0,05) y las 18:00 hs para el grupo 4 (p<0,05), manteniéndose esas diferencias luego de 6 

y 9 hs post-alimentación. 
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Figura 2.5. Niveles de actividad de tripsina en la glándula digestiva de los juveniles de Cherax quadricarinatus ayunados por 24 hs y 16 días. : 
Experimento 1 [(24 hs de ayuno) (Ritmo diario)]; B: Experimento 3, Grupo 1 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; C: Experimento 
3, Grupo 2 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]; D: Experimento 2 [(16 días de ayuno) (Ritmo diario)]; E: Experimento 4, Grupo 
3 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; y F: Experimento 4, Grupo 4 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) entre las horas de cada experimento. Los resultados se expresan como media ± error 
estándar. 
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La actividad de lipasas en los animales del experimento 1 (ritmo diario, 24 hs de 

ayuno) mostraron diferencias significativas (p<0,05) a las 15:00 y 18:00 horas, donde se 

alcanzan los máximos valores de actividad (155,03 y 150,74 U mg/proteína 

respectivamente) con respecto a las 12:00, 03:00, 06:00 y 09:00 hs (Fig 2.6 A). Por otro 

lado, no se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en la actividad de lipasas durante 

24 hs luego de 16 días de ayuno (Fig 2.6 D). 

En los animales del grupo 1, a los que se les suministró el pulso de alimentación 

matutino, se registró un aumento significativo de la actividad de lipasa (p<0,05) a las 09:00 

hs respecto a los demás horarios (Fig 2.6 B). A su vez, los juveniles alimentados con el 

pulso de alimento vespertino, también mostraron un aumento significativo (p<0,05) de la 

actividad de lipasa posterior a la alimentación (18:00 hs) respecto al resto de los horarios 

(Fig 2.6 C). 

La respuesta de las langostas frente a los pulsos de alimentación matutinos y 

vespertinos (grupos 3 y 4) previamente ayunados durante 16 días, mostraron variaciones en 

la actividad de lipasa, pero sin diferencias significativas (p>0,05) (Fig 2.6 E y F). 
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Figura 2.6. Niveles de actividad de lipasas en la glándula digestiva de los juveniles de Cherax quadricarinatus ayunados por 24 hs y 16 días. : 
Experimento 1 [(24 hs de ayuno) (Ritmo diario)]; B: Experimento 3, Grupo 1 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; C: Experimento 
3, Grupo 2 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]; D: Experimento 2 [(16 días de ayuno) (Ritmo diario)]; E: Experimento 4, Grupo 
3 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; y F: Experimento 4, Grupo 4 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) entre las horas de cada experimento. Los resultados se expresan como media ± error 
estándar. 
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Por otro lado, los niveles de actividad de amilasas de la glándula digestiva en los 

juveniles de C. quadricarinatus, no mostraron diferencias significativas en los 

experimentos 1 y 2 de ritmo diario (p>0,05), pulso de alimentación matutino de los grupos 

1 y 3 (p>0,05) y vespertino del grupo 2 (p>0,05) entre los diferentes horarios (Fig 2.7 A, B, 

C, y E). En cambio, se observaron diferencias significativas (p<0,05) en la actividad de 

amilasa de los animales del grupo 4 entre las 18:00 y 03:00 hs.
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Figura 2.7. Niveles de actividad de amilasas en la glándula digestiva de los juveniles de Cherax quadricarinatus ayunados por 24 hs y 16 días. : 
Experimento 1 [(24 hs de ayuno) (Ritmo diario)]; B: Experimento 3, Grupo 1 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; C: Experimento 
3, Grupo 2 [(24 hs de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]; D: Experimento 2 [(16 días de ayuno) (Ritmo diario)]; E: Experimento 4, Grupo 
3 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación matutino)]; y F: Experimento 4, Grupo 4 [(16 días de ayuno) (Pulso de alimentación vespertino)]. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05) entre las horas de cada experimento. Los resultados se expresan como media ± error 
estándar. 
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2.5 Discusión 

Los niveles de proteína soluble registrada en la glándula digestiva, permanecieron 

prácticamente inalterados en los seis experimentos, por lo que podemos concluir que, un 

período de ayuno de 24 horas y un pulso de alimentación de 1 hora no modifica el 

contenido de proteína dentro de dicha glándula. Barclay et al. (1983), trabajando con el 

camarón tigre Penaeus esculentus, propone que los lípidos son la fuente principal de 

energía utilizada durante el ayuno y la muda; la rápida respuesta de las lipasas al pulso de 

alimentación apoyaría también esta hipótesis para los juveniles de C. quadricarinatus. 

La actividad de las enzimas digestivas de los juveniles en etapa de engorde de C. 

quadricarinatus no mostraron un patrón de ritmo diario con picos de secreción. La ausencia 

de un patrón bifásico de las enzimas digestivas se contrapone con los resultados obtenidos  

por Vega-Villasante et al. (1999) en Callinectes arcuatus donde observaron un ritmo 

bifásico de la actividad de proteinasas, lipasas y amilasas durante las primeras horas de la 

noche y después del amanecer. Del mismo modo se contrapone con los resultados de 

González et al. (1995) en L. schmitti para la actividad de proteinasas. 

Al analizar la actividad de proteinasas de los animales ayunados por 24 hs, los 

niveles fueron similares tanto en los animales alimentados con el pulso de alimento 

matutino como vespertino, es decir, la actividad es independiente del horario de 

alimentación. También se observa una tendencia no significativa hacia la disminución de la 

actividad luego de la alimentación. En cambio, cuando las langostas fueron ayunadas por 

16 días y luego se les ofreció alimento (experimento 4), se comprobó que la actividad 

disminuyó en forma significativa y se mantuvo por algunas horas posteriores a la 

alimentación.  

Por otro lado hay que destacar la similitud del perfil de actividad de proteinasas y 

tripsina en las langostas ayunadas durante 16 días. Esto concuerda con que las proteinasas 

de tipo serino, como la tripsina y quimotripsina, son propuestas como las enzimas 

digestivas de mayor importancia en crustáceos, y se cree que son las responsables del 40 al 

60% de la digestión de la proteína en camarones peneidos (Hernández-Cortes et al. 1999).  
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En la presente tesis, también se pudo observar un pico de la actividad de lipasas 1 

hora después de suministrar el alimento, independientemente de que el pulso fuera matutino 

o vespertino. En los juveniles alimentados con el pulso de alimentación matutino se 

observó disminución de los niveles de actividad hacia valores iniciales a partir de la hora 12 

y un leve aumento (no significativo) hacia las horas nocturnas (21 horas). Con el pulso de 

alimentación vespertino, también se registró una disminución de la actividad de lipasa hacia 

los valores iniciales a partir de la hora 21 y este decaimiento se mantuvo hacia las primeras 

horas de la mañana (6 horas). Ambas tendencias también fueron observadas en el ritmo 

diario. De esta manera, los picos de actividad post-alimentación con un ayuno de 24 hs, 

parecerían una evidente respuesta al estímulo alimenticio.  

Si bien este tipo de evaluaciones no han sido analizadas en langostas de agua dulce, 

varios estudios en este sentido han sido realizados en camarones peneidos. Robertson et al. 

(1993) trabajando en el camarón Litopenaeus vannamei sugieren que sería mejor una 

alimentación diurna que nocturna en base a un mayor crecimiento. A su vez, Pontes y 

Arruda (2005) demostraron que L. vannamei accede a las bandejas de alimento e inicia un 

consumo rápido mostrando un mayor contenido en el tracto digestivo durante las horas de 

luz, por lo tanto, estos resultados indican que el alimento debe ser ofrecido en la fase de luz 

y en una mayor proporción 7 horas después del amanecer (Pontes et al. 2006).  Molina et 

al. (2000) demostraron en la misma especie, que la máxima actividad de proteinasas, 

amilasas y lipasas ocurría dos horas después (14:00 horas) de la mayor tasas de ingestión de 

alimento (12:00 horas).  

Casillas-Hernández et al. (2006) analizando los horarios de alimentación y variación 

circadiana de las enzimas proteolíticas en L. vannamei, proponen que el alimento debe ser 

ofrecido dos horas antes del pico de actividad, ya que genera mayores tasas de crecimiento, 

biomasa y sobrevivencia. Estos mismos autores, analizaron la variación circadiana de la 

actividad proteolítica en camarones de diferentes tallas (5, 10, 25 y 30 g) mantenidos en 

condiciones de fotoperíodo natural y ayuno (24 horas); y observaron que el patrón de 

actividad de los animales de 5 y 10 g fue muy similar, del mismo modo que entre los 

individuos de 25 y 30 g. También se ha demostrado en camarones peneidos (Nolasco-Soria 

y Vega-Villasante 2000) que a pesar de contar con un ritmo generalmente bifásico de 
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actividad enzimática, es posible ejercer una estimulación exógena a través de los diferentes 

horarios de alimentación y de esta manera, ajustar tales actividades a la programación de la 

alimentación del estanque. Sin embargo, no está claro si la modificación de los ritmos 

fisiológicos de alimentación puede influenciar negativamente el crecimiento o salud de los 

organismos (Casillas-Hernández et al. 2006). 

Tomando como base el tipo de análisis realizados en peneidos y en función de la 

actividad enzimática de las proteinasas y lipasas estudiada en esta tesis, se podría sugerir 

que lo más conveniente para C. quadricarinatus sería alimentar por la tarde-noche, dado 

que observamos picos de actividad enzimática entre las 18 y 21 hs y entre las 15 y 18 hs en 

las enzimas mencionadas anteriormente. En cambio la actividad de tripsina y amilasa y la 

cantidad de proteína soluble presentaron pequeñas fluctuaciones no significativas a lo largo 

de 24 hs, por lo que no estarían brindando información sobre el mejor momento para 

alimentar. 

Otra información que surge del análisis de los resultados en función del tiempo de 

ayuno breve o moderado, es que este último acentuó más la respuesta post-alimentación 

que el ayuno breve en la actividad de proteinasas y tripsina. En cambio, luego de un ayuno 

corto se observó una mayor respuesta de la actividad de lipasas post-alimentación. A su 

vez, la actividad de amilasas se vio afectada por el efecto del ayuno moderado y posterior 

alimentación vespertina. Finalmente, ninguno de los dos tiempos de ayuno ensayados tuvo 

efecto sobre la cantidad de proteína soluble. Por lo tanto, dado las diferentes respuestas de 

cada enzima al ayuno y pos alimentación sería interesante seguir estudiando ambos 

factores, que podrían tener un impacto directo sobre el cultivo de C. quadricarinatus. 

Analizando los trabajos de alimentación en C. quadricarinatus sobre nutrición de 

juveniles, Jones (1995b) utilizó en su protocolo de experimentación, la alimentación por la 

tarde basándose exclusivamente en la mayor actividad locomotora de éstos. A su vez, 

Cortés-Jacinto et al. (2003) en su estudio del efecto de la frecuencia alimenticia en 

juveniles tempranos de C. quadricarinatus recomienda alimentar con una frecuencia de 

cuatro veces al día, aunque estos estudios se basan en el crecimiento y sobrevida y no en el 

análisis de actividad enzimática digestiva.  
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Considerando los antecedentes y resultados obtenidos, sería interesante continuar 

evaluando la actividad enzimática digestiva a tiempos más cortos a los ensayados en el 

presente trabajo, para poder detectar la presencia de pequeñas fluctuaciones intermedias 

que podrían ser claves para mejorar la eficiencia en el uso de alimento en juveniles para la 

producción sustentable de esta especie. Finalmente, es importante destacar que la especie 

C. quadricarinatus es de tipo omnívoro-oportunista y proviene de ambientes de agua dulce 

donde la disponibilidad de alimento puede ser fluctuante y escasa (Jones 1995b, Calvo et 

al. 2012). Por esta razón no puede descartarse que la ausencia de ritmos circadianos de 

actividad enzimática digestiva se vincule con una fisiología enzimática diferente a la 

observada en camarones peneidos. 

Los resultados discutidos muestran que C. quadricarinatus no presenta picos de 

actividad asociados al grado de actividad locomotora, por lo tanto se rechaza la primera 

hipótesis de trabajo. Respecto al efecto de la alimentación matutina o vespertina sobre la 

actividad de las enzimas digestivas se vieron modificadas pero no así los niveles de 

proteína soluble, por lo tanto la segunda hipótesis de trabajo es apoyada parcialmente. 

Finalmente, el ayuno provocó modificaciones en el patrón de ritmo diario de las enzimas 

digestivas y niveles de proteína soluble, entonces la tercera hipótesis de trabajo no es 

rechazada.  
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Capítulo 3 
 

Efecto de un atractante, período de ayuno y disponibilidad de 
alimento sobre las enzimas digestivas de la langosta de agua dulce 

Cherax quadricarinatus 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados de este capítulo han sido publicados parcialmente como: 

Hernán J. Sacristán, Héctor Nolasco-Soria y Laura S. López Greco, 2014. 

―Effect of attractant stimuli, starvation period, and food availability on digestive enzymes 

in the redclaw crayfish Cherax quadricarinatus (Parastacidae)‖. Aquatic Biology 23: 87-89 
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3.1 Introducción 

Como se describió en el Capítulo 1 Cherax quadricarinatus posee numerosas 

características biológicas favorables para la acuicultura, entre las cuales se pueden resaltar 

los hábitos flexibles de alimentación. En el ambiente natural, las langostas de agua dulce 

tienen hábitos de alimentación politróficos y han sido descriptas como predadores, 

omnívoros y/o detritívoros, que consumen una numerosa variedad de macrófitas, 

invertebrados bentónicos, algas y detritos (Saoud et al. 2013). Los hábitos flexibles de 

alimentación sugieren que podrían responder a un espectro muy amplio de señales químicas  

(Tierney y Atema 1988). Los organismos acuáticos usan las señales químicas como fuente 

de información para ―tomar decisiones‖ ecológicas como la localización del alimento 

(Moore y Grills 1999), búsqueda de pareja (Ameyaw-Akumfi y Hazlett 1975, Tierney y 

Dunham 1982, Dunham y Oh 1992), detección de predadores (Hatzlett 1989), elección de 

refugios (Tamburri et al. 1996) y determinación del estatus social (Karavanich y Atema 

1998, Zuland-Schneider et al. 1999, Kozlowski et al. 2003) entre otras. 

Los quimiorreceptores de los invertebrados acuáticos pueden dividirse en dos 

grupos: los de bajo umbral o quimiorreceptores de distancia; o de alto umbral o 

quimiorreceptores de contacto, haciendo una analogía entre los receptores del olfato y del 

gusto (Laverack 1975, Shepheard 1974, Fernandez 1995). De acuerdo con Barber (1961), el 

sabor provoca respuestas estereotipadas durante la alimentación. En los crustáceos el 

movimiento de las anténulas permite una mayor exposición a los componentes disueltos, 

que se encuentran en bajas concentraciones en el ambiente que lo rodea; así también, 

mejora el tiempo de respuesta de los receptores a olores débiles (Schmitt y Ache 1979). Por 

su parte, los pereiópodos son los responsables de llevar las partículas de alimento hacia las 

piezas bucales (Barber 1961, Hindley 1975). Por lo tanto, estos comportamientos implican 

que los quimiorreceptores de las anténulas intervienen en la búsqueda de un potencial 

alimento, mientras que los pereiópodos se encargan de manipular y transportar el alimento 

hacia la boca y es ahí donde los quimiorreceptores de las piezas bucales participan en la 

aceptación o rechazo del potencial alimento (Robertson y Laverack 1978).   

En general los crustáceos poseen una actividad alimentaria relativamente baja e 

intermitente, lo que impacta sobre la captura y el procesamiento del alimento. Este 
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comportamiento afecta directamente las propiedades de los alimentos, como por ejemplo 

estabilidad en el agua (hidroestabilidad) y durabilidad, lo que trae como consecuencia una 

pérdida en la calidad del agua en los sistemas de cultivo (Saoud et al. 2012) y de nutrientes 

esenciales para el organismo. Como se mencionó en capítulos anteriores, la alimentación es 

un gasto significativamente elevado en los sistemas de producción acuícola, por lo que 

existe la necesidad de maximizar el consumo y de disminuir la pérdida de alimento, lo que 

es fundamental para el éxito económico de un cultivo (Lee y Meyers 1996). 

Teniendo en cuenta la importancia de las señales químicas durante el desarrollo de 

los crustáceos, se podría suponer que la incorporación de atractantes en los alimentos 

permitiría encontrar la comida en un tiempo más corto aumentando la posibilidad de 

ingestión (Mendoza et al. 1997). Además, se reduciría la pérdida de alimento así como 

también mejoraría la calidad de agua. 

En varios trabajos se ha demostrado que la harina de calamar actúa como 

estimulante, incrementando el consumo del alimento en las especies: Homarus gammarus 

(Mackie y Shelton 1972), Penaeus stylirostris y P. setiferus (Fenucci et al. 1980), P. 

monodon (Smith et al. 2005) y Litopenaeus vannamei (Nunes et al. 2006). De manera 

similar en Cherax quadricarinatus, los hidrolizados de camarón estimulan el consumo de 

alimento (Arredondo-Figueroa et al. 2012). A su vez, existen pocos estudios sobre la 

incorporación de sustancias quimioatractantes en los alimentos para el cultivo de crustáceos 

decápodos de agua dulce (Arredondo-Figueroa et al. 2012) y los efectos que podría tener 

sobre la alimentación (Tierney y Atema 1988, Lee y Meyers 1996, Kreider y Watts 1998). 

En condiciones naturales las langostas de agua dulce se alimentan ad libitum a partir 

del alimento que existe en diversas formas y composiciones, por lo que es posible que 

conlleve a diferentes procesos de digestión (Kurmaly et al. 1990). También se debe 

considerar que los crustáceos alternan episodios de alimentación y no alimentación durante 

su desarrollo, como resultado de las sucesivas mudas (crecimiento) (Vega-Villasante et al. 

1999). La muda involucra varias etapas con diferentes comportamientos de alimentación, 

por lo tanto, son necesarios diferentes requerimientos energéticos a partir del alimento 

disponible. El ayuno artificialmente inducido podría permitir esclarecer las vías 

metabólicas utilizadas durante la muda y explicar los mecanismos bioquímicos y 
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fisiológicos de adaptación durante el ayuno (Barclay et al. 1983, Comoglio et al. 2008) que 

involucrarían tanto el uso diferencial de las reservas energéticas como la actividad de las 

enzimas digestivas (Cuzon et al. 1980, Muhlia-Almazán y García-Carreño 2002, Calvo et 

al. 2013). 

Como se describió en el Capítulo 1, la glándula digestiva de los crustáceos es el 

principal órgano de síntesis y secreción de enzimas digestivas, absorción y almacenamiento 

de nutrientes (lípidos y glucógeno), que pueden ser movilizados durante los periodos de no 

alimentación (Icely y Nott 1992, Ong y Johnston 2006). Los niveles de las enzimas 

digestivas de los crustáceos decápodos no permanecen constantes durante el crecimiento 

(Van Wormhoudt 1974) como resultado de factores internos y externos, como por ejemplo 

el ayuno, la disponibilidad, la cantidad y calidad del alimento. Loya-Javellana et al. (1995) 

demostraron que C. quadricarinatus tiene la capacidad de regular sus procesos digestivos 

de acuerdo con la disponibilidad de alimento. 
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A partir de la introducción presentada se plantean los siguientes objetivos. 

 

3.2 Objetivos 

Objetivo 1: Evaluar la harina de calamar como atractante para Cherax quadricarinatus. En 

caso de confirmarse su efecto atractante, determinar la concentración óptima a ser 

incorporada en la dieta. 

 

Objetivo 2: Analizar el efecto de la disponibilidad de alimento sobre la actividad de las 

enzimas digestivas luego de un período de ayuno de corta duración. 

 

Objetivo 3: Evaluar el efecto de la disponibilidad de alimento sobre la actividad de las 

enzimas digestivas luego de un período de ayuno moderado. 

 

  En función de estos objetivos las hipótesis planteadas son las siguientes: 

 

Hipótesis 1: La harina de calamar actúa como atractante para C. quadricarinatus a una baja 

concentración. 

 

Hipótesis 2: La actividad de las enzimas digestivas de C. quadricarinatus es alterada 

dependiendo de la disponibilidad de alimento luego de un período de ayuno de corta 

duración. 

 

Hipótesis 3: La actividad de las enzimas digestivas de C. quadricarinatus es modificada 

dependiendo de la disponibilidad de alimento luego de un período de ayuno moderado. 
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3.3 Materiales y métodos 

3.3.1 Obtención de los animales 

Los juveniles de C. quadricarinatus fueron obtenidos bajo condiciones de 

laboratorio, a partir de lotes de reproductores suministrados por el Centro Nacional de 

Desarrollo Acuícola (CENADAC), Corrientes, Argentina. Los procedimientos realizados 

con cada hembra ovígera obtenida en laboratorio, los juveniles independizados y los 

parámetros de la calidad de agua fueron los mismos que se describieron en los Capítulos 1 

y 2. 

 

3.3.2 Comportamiento de respuesta de C. quadricarinatus a la presencia de alimento 

La descripción del comportamiento alimentario fue registrada en 20 juveniles de C. 

quadricarinatus (rango de peso 1,15-3,76 g) de manera independiente. Se seleccionaron 

sólo los animales con sus apéndices intactos (antenas, anténulas, etc.). Los animales fueron 

divididos al azar en dos grupos (A y B); las langostas del grupo A fueron aclimatadas por 

una semana en un acuario de 60x40x30 cm (ancho x largo x alto) conteniendo 30 L de agua 

declorada, aireación continua, temperatura constante (27±1°C) y alimentación diaria con 

TetraColor de TETRA®. Los animales de este grupo fueron privados de alimento por 48 hs 

antes del experimento. 

Por otro lado, las langostas del grupo B fueron ayunadas individualmente durante 16 

días en recipientes plásticos de 500 cm3 de capacidad, conteniendo 350 mL de agua filtrada 

y aireación continua. Dichos recipientes fueron colocados en bandejas plásticas de 

53x40x12 cm (ancho x largo x alto) con agua a una temperatura de 27±1°C. El número de 

días de ayuno fue estimado a partir de estudios preliminares. Además durante este período, 

los recipientes fueron lavados y el agua fue renovada totalmente 3 veces a la semana. 

La descripción del comportamiento alimentario de cada langosta fue realizada en un 

acuario de vidrio (30x40x30 cm; ancho x largo x alto) conteniendo 15 L de agua filtrada. 

Cada animal fue aclimatado por 10 minutos en el acuario experimental y cuando se ofreció 

el alimento (TetraColor®) al 5% del peso de los animales en la parte central de acuario, se 
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registró visualmente el comportamiento durante 10 minutos. Luego de cada evaluación el 

agua fue reemplazada completamente con agua filtrada. Para describir el comportamiento y 

la respuesta al alimento se utilizaron como criterio los trabajos de Zimmer-Faust et al. 

(1984), Lee y Meyers (1996) y Kreider y Watts (1998). Se observó específicamente: A) el 

movimiento de las anténulas; B) el movimiento del dáctilo (sondeo y/o rastrillaje); C) la 

locomoción y D) la alimentación o no alimentación (captura o no del alimento). 

 

3.3.3 Efecto de la harina de calamar sobre la respuesta de los juveniles de C. 

quadricarinatus 

Para llevar a cabo el experimento comportamental se diseñó un acuario de vidrio de 

30x40x20 cm (ancho x largo x alto) sin flujo de agua (Fig 3.1 A), basado en el trabajo de 

Jaime-Ceballos et al. (2007). El acuario fue dividido en tres compartimientos de igual 

tamaño donde el del medio fue usado como compartimiento de aclimatación, mientras que 

el de la derecha y el de la izquierda fueron utilizados como compartimientos donde se 

ofreció el alimento. El acuario se colocó dentro de una caja blanca (telgopor) para reducir al 

mínimo posibles perturbaciones que podrían interferir en el comportamiento de las 

langostas. A su vez, también se diseñaron contenedores para el alimento (4,5x4,5x6 cm; 

ancho x largo x alto) (Fig 3.1B). Básicamente el contenedor de alimento es una estructura 

rígida de acrílico rodeada por una malla de nylon (1 mm de poro). Dentro del contenedor se 

colocó un tubo realizado con otra malla de nylon (1,5x4,5 cm; diámetro x largo), donde fue 

colocado el alimento de cada ensayo para evitar la manipulación del alimento por parte de 

los animales, y así evitar también la ingestión. 
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        B 

 

Figura 3.1. Diseño del acuario y del contenedor de alimento para los experimentos de respuesta al 
atractante en juveniles de Cherax quadricarinatus. A) Esquema del acuario de vidrio diseñado 
mostrando la posición de las puertas, la cámara de aclimatación, el nivel del agua y la posición de 
los contenedores de alimento. B) Esquema del contenedor de alimento diseñado. 
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Para este experimento el alimento base (AB) fue el mismo que se utilizó como dieta 

de referencia en el Capítulo 1. Este alimento fue formulado especialmente para C. 

quadricarinatus por Gutiérrez y Rodríguez (2010) y la metodología de preparación y su 

composición proximal fue detallada en el Capítulo 1 (1.3.2). 

La harina de calamar (Illex argentinus) fue el ingrediente utilizado en la dieta AB como 

posible atractante para juveniles de C. quadricarinatus. A través del método Soxhlet se 

obtuvo un concentrado proteico de HC, utilizando alcohol isopropílico como solvente. Para 

realizar el secado del residuo proteico (80°C por 24 horas) y la inclusión de HC en AB se 

procedió de acuerdo con la técnica descripta por Díaz et al. (1999).  

El atractante HC fue incorporado a la dieta AB en distintos porcentajes, siendo 0 

(control); 0,25; 1; 2,5; 10% (p/p) y como control positivo se utilizó TetraColor®. Los 

diferentes porcentajes de HC fueron evaluados por comparaciones de a pares de la siguiente 

manera: 

a) 0% (control alimento): sin alimento vs. AB 

b) 0,25%: AB + 0,25% HC vs. AB 

c) 1%: AB + 1% HC vs. AB 

d) 2,5%: AB + 2,5% HC vs. AB 

e) 10%: AB + 10% HC vs. AB 

f) Control positivo: TetraColor® vs. sin alimento. 

El comportamiento de búsqueda del alimento fue evaluado en dos condiciones 

experimentales: individual y grupal. El comportamiento individual de 20 langostas (rango 

de peso 1,35-3,25 g) por tratamiento (N=110); excepto para el control positivo en el que se 

usaron 10 animales, fue observado en el acuario de vidrio anteriormente descripto. También 

se evaluó el comportamiento grupal de 4 juveniles (rango de peso: 1,21-3,75 g) con 5 

réplicas por tratamiento (N=60). El experimento de comportamiento grupal fue solamente 

realizado para los tratamientos a), c) y e), en función de los resultados de los experimentos 

de comportamiento individual. 

Previo a los ensayos, los animales fueron aclimatados por una semana al alimento AB y 

los experimentos de comportamiento se realizaron siempre entre las 9:00 y las 13:00 hs con 
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el fin de evitar cambios en la conducta debido a los efectos del ritmo diario (Sacristán et al. 

2013, Capítulo 2) y en presencia de luz artificial. Además, los animales fueron ayunados 

por 48 hs y todos se encontraban en el estadio de intermuda, debido a que el nivel de 

capacidad de respuesta varía de etapa en etapa del ciclo de muda (Harpaz et al. 1987).  

Antes de comenzar los ensayos, los juveniles fueron mantenidos en la cámara de 

aclimatación por 10 minutos de acuerdo con Nunes et al. (2006). Luego de cada 

evaluación, el agua fue descartada completamente, se lavó el acuario y se llenó con nueva 

agua filtrada. A su vez, los parámetros del agua fueron monitoreados con el fin de evitar 

posibles efectos de la calidad del agua sobre las respuestas de las langostas al atractante 

(Lee y Meyers, 1996). Dichos parámetros se encontraban dentro de los rangos 

recomendados para el cultivo de C. quadricarinatus por Jones 1997 y Boyd y Tucker 1998: 

oxígeno disuelto (5,4–8,0 mg/L), pH (7,3–8,4), dureza (60–100 mg/L como equivalentes de 

CaCO3) y temperatura (26–29°C). 

 

3.3.4 Determinaciones de la respuesta comportamental al estímulo alimenticio (ensayos 

individuales y grupales) 

La respuesta comportamental a la presencia de HC y/o AB fue registrada 

visualmente y la localización de los alimentos fue elegida al azar en cada ensayo (cámara 

de la derecha o izquierda). La cantidad de alimento (AB, HC+AB o TetraColor®) ofrecida 

en cada ensayo fue del 5% del peso medio de todos los animales. Luego de la aclimatación, 

se abrieron las puertas de vidrio de ambas cámaras y se registraron las siguientes variables: 

A) primera elección realizada (cámara con o sin HC) y B) el tiempo de residencia de los 

juveniles en cada cámara durante un tiempo total de 10 minutos (este tiempo fue 

establecido por ensayos preliminares). Se definió como elección positiva a la primera 

cámara elegida por la/s langosta/s donde se encontraba la HC.  

El porcentaje de elecciones positivas fue calculado como: elecciones positivas (%) = 

(número total de elecciones positivas/número total de comparaciones) ×100, de acuerdo al 

trabajo de Nunes et al. (2006). El tiempo de residencia (%) fue calculado como: (el tiempo 

total de residencia en la cámara con HC/el tiempo total del ensayo) x 100. 
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3.3.5 Efecto de la disponibilidad de alimento sobre la actividad de las enzimas digestivas 

Para evaluar el efecto de la disponibilidad de alimento sobre las enzimas digestivas, 

se diseñaron dos experimentos de acuerdo al período de ayuno de los animales (ayuno corto 

o moderado). En ambos experimentos los tratamientos fueron: 1) sin AB (control); 2) AB 

disponible (ABD) y 3) AB presente pero no disponible (alimento base no disponible: 

ABND). Para cada tratamiento se utilizaron acuarios plásticos de 18x35x9 cm (ancho x 

largo x alto) y para el tratamiento 3, además se utilizaron los contenedores de alimento 

descriptos anteriormente (punto 3.3.3). La cantidad de alimento ofrecido en los tratamientos 

2 y 3 fue del 5 % del peso medio de todos los animales (Fig 3.2). 

 

Experimento 1: período corto de ayuno 

Para este experimento se seleccionaron 144 juveniles  en estadio de intermuda de un 

rango de peso 1,14 a 3,99 g. Los animales fueron ayunados previamente por 48 hs y cada 

tratamiento fue realizado con cuatro réplicas (acuarios) (n=48). Antes del comienzo del 

experimento las langostas fueron colocadas al azar en cada acuario y aclimatadas por 1 h. 

En cada tratamiento las langostas fueron anestesiadas, sacrificadas y se extrajo la glándula 

digestiva a 0, 5, 10, 30, 60 y 120 minutos. Cada glándula fue almacenada individualmente 

en microtubos a -80°C para analizar la actividad de las enzimas digestivas. 

 

Experimento 2: período moderado de ayuno 

Setenta y dos juveniles en estadio de intermuda de un rango de peso de 1,75 a 5,17 

g, fueron ayunados por 16 días en recipientes plásticos de 500 cm3 con 350 mL de agua 

filtrada y aireación continua. Estos recipientes fueron colocados en bandejas plásticas de 

53x40x12 cm (ancho x largo x alto) con agua a una temperatura constante de 27±1°C. El 

tiempo de ayuno fue establecido a partir de ensayos preliminares. Durante este período, se 

renovó el agua en su totalidad y se limpiaron los recipientes de plásticos tres veces a la 

semana; durante el experimento no se observaron animales que hayan mudado. A partir de 
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entonces se realizó el mismo procedimiento que en el experimento 1, pero los tiempos 

ensayados fueron 0, 30 y 120 minutos. 

 

 

Figura 3.2. Juveniles de Cherax quadricarinatus en los tratamientos experimentales. AB: alimento 
base; ABD: alimento base disponible; ABND: alimento base no disponible. 

 

3.3.6 Preparación de los extractos enzimáticos y ensayos de actividad enzimática 

Los extractos enzimáticos, la concentración de proteína soluble y la actividad 

enzimática de proteinasas, lipasas, amilasas y tripsina fueron realizados del mismo modo 

descripto en el Capítulo 1. 
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3.3.7 Análisis estadístico 

El número de elecciones positivas y el tiempo de residencia obtenida a partir de 

comportamiento alimentario fueron analizados estadísticamente utilizando el test de 

independencia Chi-cuadrado (Zar 1999). Para analizar los resultados de actividad 

enzimática de los experimentos de ayuno corto y largo se utilizó el modelo Lineales 

Generalizados Mixtos [del inglés: Generalized Linear Mixed Models (GLMMs)], con el 

programa estadístico R y el paquete de datos de GLMMs (Zuur et al. 2009) incluyendo a 

los tratamientos (sin AB; ABD y ABND) y el tiempo como factores fijos. El nivel de 

significancia fue fijado en 0,05. 

 

3.4 Resultados 

3.4.1 Descripción comportamental de respuesta de C. quadricarinatus a la presencia de 

alimento 

Previo al ofrecimiento de comida la mayoría de las langostas exploraron el acuario, 

con leves movimientos de las anténulas y limpieza de las mismas. Además, algunos 

individuos exhibieron movimientos de los pereiópodos asociados a la locomoción o 

limpieza de las antenas y anténulas. En solo dos casos los animales estuvieron inactivos en 

una esquina del acuario, sin mostrar movimiento de los apéndices. 

Cuando el alimento fue ofrecido a langostas ayunadas por 48 hs, éstas aumentaron 

el movimiento de las anténulas y las orientaron hacia el fondo del acuario. A su vez, 

incrementaron el movimiento de los quelípedos sondeando y ―rastrillando‖ el fondo del 

acuario a medida que caminaban sin una orientación directa hacia donde se encontraba el 

alimento. Algunos juveniles de C. quadricarinatus que encontraron el alimento, lo llevaban 

hacia la boca con sus quelípedos. 

Cinco animales que estuvieron ayunados por 16 días cuando se les fue ofrecido el 

alimento, no mostraron mayor voracidad ni un incremento en el movimiento de los 

apéndices (antenas, anténulas, piezas bucales y pereiópodos). El resto de las langostas 
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ayunadas, estuvieron estáticas en una esquina del acuario o exhibieron el comportamiento 

de limpieza de las antenas y anténulas.  

 

3.4.2 Efecto de la harina de calamar sobre la respuesta de los juveniles de C. 

quadricarinatus 

Los resultados de los comportamientos individuales y grupales se muestran en la 

Tabla 3.1. Estadísticamente no se observaron diferencias significativas entre los diferentes 

porcentajes de inclusión de HC en la respuesta individual de las langostas. El tiempo de 

residencia en ambas cámaras no fue significativo (p>0,05) entre tratamientos. La 

evaluación grupal mostró una tendencia a un mayor porcentaje de elecciones positivas en el 

tratamiento 10%, pero no fue estadísticamente significativo (p>0,05). Además, grupalmente 

las langostas no residieron más tiempo en la cámara con HC (p>0,05). 

 

Tabla 3.1: Número de comparaciones, elecciones positivas y tiempo de residencia del 
comportamiento individual y grupal de Cherax quadricarinatus. Alimento base (AB). Harina de 
calamar (HC). 

 

Tratamientos: 0 %( control alimento): sin alimento vs. AB; 0,25%: AB + 0,25% HC vs. AB; 1%: AB + 1% 
HC vs. AB; 2,5%: AB + 2,5% HC vs. AB; 10%: AB + 10% HC vs. AB; Control Positivo: TetraColor de 
TETRA® vs. sin alimento. 
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3.4.3 Efecto de la disponibilidad de alimento sobre la actividad de las enzimas digestivas.  

Experimento 1: período corto de ayuno 

Los resultados de la actividad de amilasas, lipasas, proteinasas y tripsina y los 

niveles de proteína soluble del experimento de ayuno corto se muestran en la Figura 3.3. En 

general, el perfil de las enzimas digestivas y proteína soluble de los hepatopáncreas 

mostraron un patrón similar entre los tratamientos. Específicamente, las langostas del 

tratamiento ABND presentaron niveles significativamente menores (p<0,05) de amilasas a 

5 y 120 minutos (5,24 U/mg proteína y 5,14 U/mg proteína, respectivamente) que el grupo 

control y ABD (Fig 3.3 A). A su vez, no se observaron diferencias significativas (p>0,05) 

entre ABD y el control. La actividad de lipasas no fue afectada significativamente (p>0,05) 

por los tratamientos luego de 120 minutos de experimentación (Fig 3.3 B). La actividad de 

proteinasas del hepatopáncreas de los juveniles de ABND (1,02U/mg proteína) fue 

significativamente menor (p<0,05) que el control y ABD a los 5 minutos (Fig 3.3 C). 

Además, las langostas de ABD mostraron diferencias significativas (p<0,05) respecto del 

control sólo a los 30 minutos. Por otro lado, la actividad de tripsina mostró sólo diferencias 

significativas (p<0,05) entre el control y los tratamientos ABD y ABND a los 120 minutos 

(Fig 3.3 D). Por su parte, los niveles de proteína soluble no fueron afectados 

significativamente (p>0,05) por los tratamientos durante los 120 minutos que duró el 

experimento (Fig 3.3 E). Resultados similares fueron obtenidos cuando de calculó la 

actividad enzimática por mg de hepatopáncreas (resultados no mostrados). 

 

Experimento 2: período moderado de ayuno 

El efecto de la disponibilidad de alimento luego de un ayuno moderado sobre la 

actividad de las enzimas digestivas de C. quadricarinatus se muestra en el Figura 3.4. La 

actividad de amilasas no mostró diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos a 

lo largo del experimento. La actividad de lipasas de ABD mostró actividad 

significativamente (p<0,05) menor que ABND a 30 y 120 minutos (61,52 U/ mg proteína y 

48,31 U/mg proteína, respectivamente) (Fig 3.4 B). La actividad de proteinasas exhibió 

diferencias significativas (p<0,05) a tiempo 0 entre ABND y los tratamientos control y 
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ABD (Fig 3.4 C). A los 30 minutos, la actividad de proteinasas de ABND (1,15 U/mg 

proteína) y ABD (1,18 U/mg proteína) fue significativamente menor (p<0,05) que en el 

grupo control mientras que ABD decreció significativamente (p<0,05) hasta 0,70 U/mg 

proteína a los 120 minutos. Por otro lado, la actividad de tripsina de ABD se mantuvo 

constante a lo largo de todo el experimento, siendo significativamente menor (p<0,05) a 

tiempo final respecto del control y ABND (Fig 3.4 D). Finalmente, los niveles de proteína 

soluble de las langostas sólo fueron significativamente diferentes (p<0,05) entre ABDN y 

los tratamientos control y ABD a tiempo 0 (Fig 3.4 E). Resultados similares fueron 

obtenidos cuando de calculó la actividad enzimática por mg de hepatopáncreas (resultados 

no mostrados). 
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Figura 3.3. Actividad enzimática del hepatopáncreas de Cherax quadricarinatus en función a la disponibilidad de alimento luego de un ayuno 
corto. A: Amilasas. B: Lipasas. C: Proteasas. D: Tripsina. E: Proteína soluble. Los valores se muestran como media ± error estándar. Las diferentes 
letras indican diferencias significativas (p<0,05). Control: sin alimento base; ABD: alimento base disponible; ABND: alimento base no disponible. 



 

84 

 

 

Figura 3.4. Actividad enzimática del hepatopáncreas de Cherax quadricarinatus en función a la disponibilidad de alimento luego de un ayuno 
moderado. A: Amilasas. B: Lipasas. C: Proteasas. D: Tripsina. E: Proteína soluble. Los valores se muestran como media ± error estándar. Las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Control: sin alimento base; ABD: alimento base disponible; ABND: alimento base no 
disponible. 
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3.5 Discusión 

Los resultados del presente capítulo mostraron que el extracto proteico de la harina 

de calamar no actúa como atractante para C. quadricarinatus en el rango de 

concentraciones ensayadas. Este resultado se contrapone con otros trabajos realizados en 

diferentes especies de crustáceos: Pleoticus muelleri, Homarus gammarus, Litopenaeus 

vannamei, Penaeus monodon, P. setiferus, P. stylirostris (Díaz et al. 1999, Mackie y 

Shelton 1972, Nunes et al. 2006, Smith et al. 2005, Fenucci et al. 1980). Sin embargo es 

importante resaltar; primero, que los estudios mencionados anteriormente fueron realizados 

en crustáceos marinos (langostas y camarones); segundo, que la harina de calamar y la 

integración en el alimento fue realizada de manera similar a la metodología realizada en 

estudios con especies marinas (ver materiales y métodos); y tercero, ésta sería la primera 

vez que se ensaya con harina de calamar como atractante para langostas de agua dulce. Por 

otro lado, debemos tener en cuenta que el experimento de comportamiento de búsqueda de 

alimento se realizó sin flujo de agua ni aireación y que las ―plumas‖ de olor son 

fuertemente afectadas por la dinámica de flujo para la detección de las señales químicas 

(Weissburg 2011). Por lo tanto, la detección del alimento podría ser nuevamente estudiada 

usando un flujo de agua. A su vez, se podría analizar el comportamiento de búsqueda de 

alimento usando un diseño de acuario de tipo Y-maze para mejorar la sensibilidad del 

diseño experimental. 

Mackie (1973) determinó que extractos solubles de calamar son ricos en prolina, 

glicina, alanina y arginina. De acuerdo con Heinen (1980), la glicina y la arginina actúan 

como atractantes en los crustáceos decápodos. Tierney y Atema (1988) encontraron que la 

celobiosa y la sacarosa actúan como estimulante en la langosta de agua dulce Orconectes 

rusticus; mientras que los aminoácidos glicina y glutamato provocan movimientos 

alimentarios en O. rusticus y O. virilis. Los aminoácidos son muy abundantes en los tejidos 

de los organismos marinos y probablemente guían a los depredadores y carroñeros hacia el 

alimento. Asimismo, los aminoácidos son señales de disponibilidad de alimento para las 

langostas de agua dulce (Tierney y Atema, 1988). Por lo tanto, serán necesarias más 

investigaciones para determinar si el uso de ingredientes complejos como la harina de krill, 
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o componentes simples como aminoácidos, podrían actuar como señales para la detección 

del alimento en C. quadricarinatus. 

Las descripciones comportamentales de la respuesta de C. quadricarinatus al 

alimento concuerdan con los de otras especies de crustáceos (Zimmer-Faust et al. 1984, 

Lee y Meyers 1996, Kreider y Watts 1998). En general, la secuencia comportamental 

observada comienza con un incremento en el movimiento antenular, seguido por 

movimientos de búsqueda de alimento con los quelípedos (sondeo y/o rastrillaje) y el 

movimiento de los quelípedos hacia la boca. Las langostas estimuladas por la presencia del 

alimento no se orientaron o movieron en dirección a la fuente de alimento. Entonces, 

teniendo en cuenta los hábitos alimentarios de C. quadricarinatus y los resultados 

comportamentales registrados en la presente tesis, proponemos que C. quadricarinatus 

encuentra principalmente el alimento debido al tiempo que invierte en sondear y/o recorrer 

el ambiente más que a una respuesta a un atractante en particular. 

También se ha observado en la langosta O. virilis, que el ayuno de una semana 

provoca un incremento de la locomoción y agresión, pero estos comportamientos decrecen 

luego de 2 semanas de ayuno (Hazlett et al. 1975). En la presente tesis se ha evidenciado 

que animales no alimentados por 16 días mostraron una disminución del 50% en la 

respuesta de alimentación y no se observó un incremento en la voracidad. Estos resultados 

concuerdan con lo propuesto por Lee y Meyer (1996), quienes sugieren que el ayuno 

prolongado es un caso de condicionamiento extremo y la privación del alimento provoca un 

aumento en el umbral de alimentación, por lo tanto, los animales no responden más 

rápidamente al estímulo de alimento en términos de iniciar la alimentación e incremento en 

la voracidad. 

Loya-Javellana et al. (1995) estudiaron la evacuación del intestino, el retorno del 

apetito y el fluido gástrico en animales adultos de C. quadricarinatus alimentados a diario y 

alimentados cada dos días. Estos autores demostraron que las langostas de agua dulce 

poseen la capacidad de regular los procesos digestivos en función de la disponibilidad de 

alimento.  
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En la presente tesis, la actividad de amilasas y los niveles de proteína soluble en 

función de la disponibilidad de alimento luego de un período de ayuno corto o moderado, 

no se vieron afectados. En nuestro laboratorio Calvo et al. (2013) trabajando en juveniles 

de 1 g de C. quadricarinatus, observaron que el ayuno no afectó la actividad de amilasas; 

pero se evidenció una tendencia al decrecimiento luego de 50 días de ayuno y un 

incremento luego de 40 días de realimentación. Los resultados de esta tesis difieren de 

Clifford y Brick (1983), quienes demostraron que ejemplares de Macrobrachium 

rosenbergii ayunados, utilizan la energía proveniente de la oxidación de los hidratos de 

carbono. 

Otra conclusión que se desprende de los resultados de la presente tesis es que los 

juveniles de C. quadricarinatus presentan una respuesta diferencial a la disponibilidad de 

alimento luego de un período de ayuno moderado. Esto concuerda con los resultados de 

Calvo et al. (2013) en esta misma especie, quienes observaron una disminución de la 

actividad de lipasas luego de 50 días de ayuno, sugiriendo que estas enzimas no son 

sintetizadas cuando el alimento no está presente. Trabajando también con la langosta de 

pinzas rojas, Yudkovski et al. (2007) hallaron que los transcriptos de lipasa decrecen en el 

hepatopáncreas durante períodos de no alimentación. A su vez, Rivera-Pérez y García-

Carreño (2011) estudiando los efectos del ayuno sobre la expresión de transcriptos de lipasa 

en Litopenaeus vannamei, demostraron que existen dos tipos de lipasas, una lipasa 

digestiva y una lipasa intracelular (lisosomal). La lipasa digestiva fue encontrada sólo en la 

glándula digestiva y es regulada negativamente durante el ayuno por ausencia de alimento. 

La lipasa intracelular es expresada en varios tejidos (glándula digestiva, urópodos, 

pleópodos, tubo digestivo, branquias, hemocitos, músculo y gónadas) y es regulada 

positivamente durante el ayuno, sugiriendo que es la responsable de la movilización de 

lípidos a partir de sus depósitos (reservas energéticas). En base a estos estudios y los 

obtenidos en esta tesis, se propone una posible vía de regulación de la actividad de la lipasa 

digestiva que es resumida en la Figura 3.5. 

Se propone que la detección de la presencia de alimento promueve la síntesis de 

novo de la lipasa digestiva (tratamientos ABD y ABND). Posteriormente, la manipulación, 

ingesta, contenido de alimento en el estómago y moléculas nutritivas en el hepatopáncreas, 
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estimulan la secreción de la lipasa digestiva dentro de los conductos del hepatopáncreas y el 

estómago, interactuando con el alimento y llevando a cabo la degradación en ambas 

secciones del tracto digestivo (tratamiento ABD). Por lo tanto, la lipasa digestiva secretada 

(al estómago, intestino y conductos del hepatopáncreas) actúa sobre el alimento y no podría 

ser cuantificada cuando es medida solamente en el hepatopáncreas (Fig 3.5 A). Esto 

concuerda con el hecho de que la actividad de lipasas no aumenta cuando la comida está 

disponible (ABD). Entonces, la presencia de alimento en el interior del estómago y luego 

los productos de digestión en el tracto digestivo (hepatopáncreas e intestino) estimulan su 

propia degradación. Por otro lado, la detección de la presencia de alimento inhibiría la vía 

de síntesis de novo de la lipasa intracelular y por lo tanto, los lípidos de reserva no son 

utilizados como fuente de energía 

Cuando no hay alimento por un período prolongado, se estimularía la síntesis de 

novo de la lipasa intracelular y como consecuencia, los lípidos almacenados como reserva 

serían movilizados. La vía de la lipasa digestiva estaría inhibida, encontrándose en niveles 

de actividad basal (Fig 3.5 B). En esta tesis, esto estaría avalado por la actividad de lipasa 

digestiva registrada en el control luego de 16 días de ayuno. 

Sin embargo, cuando el alimento está presente pero no disponible (sólo en 

condiciones experimentales), la lipasa digestiva es sintetizada y almacenada dentro de las 

células del hepatopáncreas y no sería secretada (tratamiento ABND). Esto podría ser debido 

a la falta de los estímulos de manipulación, ingestión, contenido estomacal y de productos 

de digestión del alimento en el hepatopáncreas. Por otro lado la síntesis de lipasa 

intracelular estaría inhibida al menos por corto plazo, aunque podría existir o no un 

mecanismo para contrarrestar este efecto de condición experimental (Fig 3.5 C). Es decir, 

cuando C. quadricarinatus detecta la presencia de alimento, inhibe la síntesis de lipasa 

intracelular para restringir la movilización de reservas y también, estimula la síntesis de 

lipasa digestiva a pesar de la presencia o ausencia de alimento en el estómago y 

hepatopáncreas. Esta explicación estaría siendo apoyada por el aumento de la actividad de 

lipasas en el tratamiento ABND que se observó en esta tesis.  Para experimentos futuros 

sería interesante poder evaluar la actividad de lipasa intracelular y los niveles de reserva de 

lípidos para confirmar esta posible vía de regulación. 
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Figure 3.5. Diagrama de la posible regulación de la lipasa digestiva e intracelular del 
hepatopáncreas de Cherax quadricarinatus, de acuerdo con los resultados de los trabajos de 
Yudkovski et al. (2007); Rivera-Pérez y García-Carreño (2011); Calvo et al. (2013) y la presente 
tesis. A) Alimentación, B) Ayuno prolongado, C) Estímulo alimentario pero sin ingestión. Las 
flechas negras y grises indican vías de estimulación e inhibición respectivamente. 
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La actividad de tripsina y proteinasas en respuesta a la disponibilidad de alimento 

luego de un período de ayuno moderado, fue menor a los 120 minutos. A su vez, ambas 

enzimas presentaron una respuesta similar frente a la disponibilidad de alimento. Este 

resultado concuerda con el concepto de que la tripsina (junto con la quimotripsina) es una 

de las principales proteinasas del hepatopáncreas en los crustáceos decápodos siendo 

responsable de la digestión del 40 al 60% de las proteínas en camarones peneidos 

(Hernández-Cortés et al. 1999a). 

Los resultados de los experimentos de ayuno moderado mostraron que la 

disponibilidad de alimento estimula la secreción de tripsina (a los 120 minutos); sin 

embargo, no es afectada durante un ayuno corto. El resultado de la respuesta diferencial de 

la secreción de tripsina bajo diferentes períodos de ayuno, se relaciona con los hallados por 

Muhlia-Almazan y Garcia-Carreño (2002) en L. vannamei, quienes reportaron que la 

tripsina del hepatopáncreas disminuye en respuesta al ayuno. Cuzon et al. (1980) 

demostraron que la actividad de tripsina en camarones se reduce durante el ayuno. A su 

vez, los juveniles de C. quadricarinatus ayunados por 16 días y expuestos a la presencia de 

alimento pero no disponible, mostraron un incremento en la actividad de tripsina respecto a 

ABD, lo que indicaría que podría ser almacenada dentro de las células del hepatopáncreas 

hasta el ingreso de comida al sistema digestivo. Esto también está relacionado con los 

resultados reportados por Hernández-Cortés et al. (1999b) en la langosta Pacifastacus 

leniusculus, donde se demostró la presencia de tripsinógeno en el hepatopáncreas. A su vez, 

Sainz et al. (2004) estudiando la síntesis de tripsina y almacenamiento como zimógeno en 

animales alimentados y ayunados de L. vannamei, demostraron que el tripsinógeno no es 

secretado totalmente de las células B y es secretado parcialmente como resultado de la 

ingestión. Hay que considerar también, que el tripsinógeno puede ser activado 

espontáneamente durante la preparación de los extractos enzimáticos y por lo tanto, ser 

cuantificado como enzima activa, es decir que no se podría distinguir de la enzima que es 

activada y secretada por la digestión del alimento por causas naturales (Sánchez-Paz et al. 

2003). Por lo tanto, serán necesarios más estudios en C. quadricarinatus para determinar si 

posibles cambios en la expresión de mensajeros y estudios histoquímicos del tracto 

digestivo y del hepatopáncreas, se relacionan con los cambios fisiológicos como la 

secreción de las enzimas digestivas.  
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Analizando las diferentes respuestas de actividades de lipasas, proteinasas y tripsina 

luego del ayuno moderado, se puede destacar que las lipasas responden en forma 

significativa a la presencia o ausencia de alimento a corto plazo (30 minutos). En cambio, 

las proteinasas y tripsina se manifiestan de manera significativa a largo plazo (120 

minutos). Entonces, teniendo en cuenta los diferentes tipos de respuestas observados, la 

actividad enzimática podría ser utilizada como herramientas útiles para analizar el estado 

nutricional de C. quadricarinatus. 

Finalmente, durante el ayuno los crustáceos deben utilizar sus reservas para 

satisfacer las necesidades, por lo que la actividad enzimática debe estar finamente regulada 

para degradar las reservas energéticas necesarias, preservando lo más posible la integridad 

la celular (Sánchez-Paz et al. 2006).  

Los resultados muestran que la harina de calamar no actuaría como atractante para 

C. quadricarinatus, por lo tanto se rechaza la primera hipótesis de trabajo. Respecto al 

efecto de la disponibilidad de alimento luego de un período de ayuno corto, la actividad de 

las enzimas digestivas no se vio modificada, por lo tanto se rechaza la segunda hipótesis de 

trabajo. En cambio, la actividad de las enzimas digestivas se vio alterada por disponibilidad 

de alimento, cuando los animales fueron expuestos previamente un ayuno moderado, por 

consiguiente los resultados apoyan la tercera hipótesis de trabajo.  
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Capítulo 4 
 

Efecto del ayuno prolongado y posterior alimentación sobre las 

respuestas bioquímicas y fisiológicas de juveniles de Cherax 

quadricarinatus 

 

 

 

 

Los resultados de este capítulo están en revisión para su publicación como: 

Hernán J. Sacristán, Martín Ansaldo, Luis M. Franco Tadic, Analía V.  Fernández Gimenez 

y Laura S. López Greco.  

―Long-term starvation and posterior feeding effects on biochemical and physiological 

responses of midgut gland of Cherax quadricarinatus juveniles (Parastacidae)‖ 



 

93 

 

4.1 Introducción 

Los crustáceos atraviesan períodos de ayuno durante su crecimiento como 

consecuencia de las sucesivas mudas. Sin embargo, la habilidad de algunas especies como 

Cherax quadricarinatus, para sobrevivir durante largos períodos sin alimento y/o agua, está 

relacionada con una respuesta comportamental y fisiológica a dichas condiciones. Por lo 

tanto, el tiempo de supervivencia probablemente está asociado a la capacidad de 

almacenamiento de nutrientes y a la conservación de energía (Jones y Obst 2000). 

 La glándula digestiva de los crustáceos cumple un papel fundamental durante el 

crecimiento y la muda. Como se mencionó en los capítulos precedentes, es el principal 

órgano de síntesis y secreción de enzimas digestivas, absorción y almacenamiento de 

nutrientes, tales como lípidos y glucógeno, que pueden ser utilizados durante los períodos 

de no alimentación (Icely y Nott 1992, Ong y Johnston 2006). Por lo tanto, su función está 

íntimamente relacionada con numerosos parámetros ambientales y podría ser utilizada para 

evaluar el estado nutricional de los animales (Papathanassiou y King 1984, Vogt et al. 

1986, Whyte et al. 1986, Jones y Obst 2000). Se ha propuesto que el ayuno provoca la 

relocalización de los recursos energéticos, en favor de los principales procesos de 

mantenimiento y supervivencia con un alto costo metabólico. Además de la falta de 

alimento, los cambios en la salinidad y componentes de la dieta han sido informados como 

causales de alteraciones estructurales de la glándula digestiva (Storch y Anger 1983, Jones 

y Obst 2000, Ong y Jhonston 2006, Li et al. 2008, Díaz et al. 2010, Calvo et al. 2011, 

2012). 

 Como resultado de factores internos y externos como el ayuno, la disponibilidad, 

cantidad y calidad de alimento, la actividad de las enzimas digestivas de los crustáceos 

decápodos no permanece constante durante su desarrollo (Van Wormhoudt 1974). Loya-

Javellana et al. (1995), Sacristán et al. (2014) y capítulo 3 demostraron que las langostas de 

agua dulce poseen la capacidad de regular su proceso digestivo de acuerdo a la 

disponibilidad de alimento. A su vez, numerosos estudios comprobaron que el ayuno afecta 

la actividad de las enzimas digestivas (Cuzon et al. 1980, Biesiot y Capuzzo 1990, García-

Carreño 1992, Muhlia-Almazán y García-Carreño 2002, Zhang et al. 2010, Calvo et al. 
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2013, Sacristán et al. 2014), pero se desconoce cómo actúan estas enzimas durante el ayuno 

prolongado. En particular, Sacristán et al. (2014) y capítulo 3 demostraron que la actividad 

de proteinasas de C. quadricarinatus no es afectada por la falta de alimento, mientras que la 

actividad de lipasa disminuye luego de 16 días de ayuno. 

 El estudio del estrés oxidativo y las defensas antioxidantes durante el desarrollo 

ontogenético de los crustáceos es importante para comprender la respuesta fisiológica de un 

organismo, sin embargo esta información es relativamente nueva y sigue siendo limitada o 

escasa en la literatura (Fanjul-Moles y Gonsebatt 2012). El metabolismo oxidativo de las 

células es una fuente continua de generación de especies reactivas del oxígeno (ROS, del 

inglés: reactive oxygen species) resultante de la reducción univalente de la molécula de O2 

(Morales et al. 2004). Todos los animales presentan dos tipos de defensas antioxidantes 

para contrarrestar la generación de ROS, defensas de tipo enzimáticas [Superóxido 

dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT)] y defensas de tipo no enzimáticas [Glutatión reducido 

(GSH) y vitaminas C y E]. Las defensas enzimáticas y no enzimáticas actúan en conjunto 

para eliminar o transformar las ROS en metabolitos menos tóxicos (Halliwell y Gutteridge 

2007, Hermes-Lima 2004). Por lo tanto, cuando la tasa de formación de ROS supera la 

capacidad antioxidante de un organismo, se produce la situación de estrés oxidativo (Sies 

1986). Esta situación conlleva a un incremento en el daño oxidativo en diferentes células 

blanco (Almeida et al. 2005) como por ejemplo la oxidación del ADN, lípidos y proteínas, 

que puede modificar las funciones de la células (Halliwell y Gutteridge 2007). 

 Se ha demostrado que el ayuno posee efectos como pro-oxidante, debido a una 

inadecuada neutralización de las ROS generadas por el metabolismo aeróbico y la 

reducción de los niveles de defensas antioxidantes. Una condición desfavorable de 

alimentación provoca la disminución de las síntesis de proteína, reduciendo los niveles de 

las enzimas implicadas directamente en la neutralización de ROS y en la reutilización de 

moléculas importantes como el glutatión reducido (GSH) (Morales et al. 2012). Hasta el 

momento se han realizado algunos estudios en cangrejos, langostas de agua dulce, 

camarones y langostinos sobre el efecto de la privación de alimento sobre diferentes 

variables bioquímicas y fisiológicas (Vinagre y Da Silva 1992, Muhlia-Almazán y García-

Carreño 2002, Comoglio et al. 2004, Oliveira et al. 2004,Ong y Johnston 2006, Pascual et 
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al. 2006, Sánchez-Paz et al. 2006, Comoglio et al. 2008, Rivera-Pérez et al. 2010, Zhang et 

al. 2010, Calvo et al. 2013, Sacristán et al. 2014), pero se sabe relativamente poco acerca 

de los efectos que puede causar el ayuno prolongado sobre los parámetros de estrés 

oxidativo y la funcionalidad de la glándula digestiva. 
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A partir de la introducción presentada se plantean los siguientes objetivos. 

4.2 Objetivo 

Evaluar el efecto del ayuno prolongado y posterior alimentación sobre los niveles de 

reservas energéticas, estrés oxidativo, actividad enzimática digestiva y estructura de la 

glándula digestiva en juveniles de Cherax quadricarinatus. 

En función de este objetivo las hipótesis planteadas son las siguientes: 

Hipótesis 1: El ayuno prolongado provocará la disminución de los niveles de glucógeno y 

lípidos de reserva en la glándula digestiva de C. quadricarinatus y la posterior alimentación 

restablecerá dichos niveles a valores similares a los animales alimentados. 

 

Hipótesis 2: La OP, TBARS y la actividad de CAT en la glándula digestiva será mayor en 

los juveniles ayunados, mientras que la posterior alimentación restablecerá parcialmente el 

daño oxidativo y el nivel de actividad enzimática antioxidante. 

 

Hipótesis 3: Los niveles de GSH serán menores en los juveniles privados de alimento y la 

posterior alimentación provocará que los niveles de GSH sean similares a los animales 

alimentados. 

 

Hipótesis 4: La actividad de proteinasas y lipasas de los juveniles en situación de ayuno 

prolongado irá disminuyendo a medida que el tiempo de ayuno sea mayor. La posterior 

alimentación hará que la actividad digestiva se restablezca completamente. 

 

Hipótesis 5: La glándula digestiva presentará alteraciones estructurales por efecto del 

ayuno prolongado, mientras que la posterior alimentación promoverá la reestructuración 

parcial de dicha glándula. 
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4.3 Materiales y métodos 

4.3.1 Obtención de los animales 

Los juveniles de C. quadricarinatus fueron obtenidos bajo condiciones de 

laboratorio, a partir de lotes de reproductores suministrado por Centro Nacional de 

Desarrollo Acuícola (CENADAC), Corrientes, Argentina. Cada hembra ovígera obtenida 

en laboratorio fue mantenida bajo las mismas condiciones de laboratorio descriptas en el 

Capítulo 1. Cuando los juveniles se independizaron en el estadio III  (Levi et al. 1999), 

fueron separados de sus madres y mantenidos hasta alcanzar el peso deseado para los 

ensayos en las mismas condiciones anteriormente descriptas en el Capítulo 1. 

 

4.3.2 Diseño Experimental 

 Se seleccionaron 109 langostas en estadio de intermuda de peso promedio 

6,27±1,24g. Fueron mantenidas individualmente en frascos de vidrio (13,5 cm de diámetro 

y 13,5 cm de alto) conteniendo 1,5 L de agua declorada, que a su vez, fueron colocados en 

bandejas plásticas (capacidad para 6 frascos por bandeja) a baño de María a temperatura 

constante a 27±1°C por medio de calentadores Altman (100 W, precisión 1°C) y 

fotoperiodo de 14:10 (L:O). Dos veces por semana se renovó totalmente el agua de cada 

frasco con agua del tanque de reserva del laboratorio. Los parámetros de calidad del agua 

fueron los indicados en el Capítulo 2. En estas condiciones experimentales los animales 

fueron aclimatados por 1 semana y alimentados a diario ad libitum con Tetra Color 

Tropical Granules (TETRA®). Al cumplirse el tiempo de aclimatación (T0), se extrajo la 

glándula digestiva de 10 langostas previamente anestesiadas en agua fría y sacrificadas; y 

las muestras fueron almacenadas individualmente en microtubos a -80°C hasta su uso.  

 Las langostas que no fueron sacrificadas a T0, fueron distribuidas al azar en dos 

grupos: 43 en el grupo alimento (AL, control) y 56 en el grupo ayuno (AY). Los animales 

del grupo AL fueron alimentados a diario ad libitum con Tetra Color® durante 80 días de 

experimentación. A su vez, los animales del grupo AY no fueron alimentados hasta el día 

50, a partir del cual, la mitad de los juveniles siguieron sin ser alimentados por el resto del 
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tiempo experimental, mientras que la otra mitad se alimentó hasta el día 80 [grupo ayuno-

alimento (AY-AL)]. Durante el tiempo experimental se registró el número de mudas. 

 A diferentes tiempos: 15, 30 y 50 días (T15, T30 y T50 respectivamente) se 

pesaron, anestesiaron y sacrificaron 10 animales de los grupos AL y AY, a los que se les 

disecó la glándula digestiva, éstas fueron almacenadas individualmente a -80 C. De la 

misma manera, 10 juveniles de los tres grupos (AL, AY y AY-AL) fueron anestesiados y 

sacrificados al final del experimento (T80). El diseño experimental de este capítulo se 

resume esquemáticamente en la Figura 4.1. 

Es importante indicar que el tiempo de ayuno prolongado se basó en primer lugar en 

el experimento previo de ayuno moderado mencionado en el Capítulo 2. En este 

experimento se determinó el daño oxidativo a lípidos y proteínas, la actividad de CAT y los 

niveles de GSH. Los resultados de estas determinaciones mostraron un efecto parcial del 

ayuno sobre los parámetros anteriormente mencionados (datos no publicados). En segundo 

lugar, los 50 días de ayuno corresponden a un valor previamente estimado para juveniles de 

menor peso para esta misma especie, donde se detectaron modificaciones en los niveles de 

reserva y de las enzimas digestivas (Calvo et al. 2013). 

 

 

Figura 4.1: Esquema del diseño experimental utilizado para analizar el efecto del ayuno prolongado 
en juveniles de Cherax quadricarinatus. Tratamientos: AL: grupo alimento; AY: grupo ayuno; y 
AY-AL: grupo ayuno-alimento. T0: día 0 (inicio del experimento); T15: 15 días de iniciado el 
experimento; T30: 30 días de iniciado el experimento; T50: 50 días de iniciado el experimento; y 
T80: 80 días de iniciado el experimento. El ―+‖ indica el sacrificio de 10 animales. 
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El crecimiento de los animales fue evaluado a través de la tasa de crecimiento 

específico (TCE), según la siguiente ecuación: TCE (%/día) = 100 (LnPf–Ln Pi)/ tiempo 

(días), donde Pf es el peso final y Pi es el peso inicial. A su vez, se determinó el índice 

hepatosomático (IHS) usando la siguiente ecuación: IHS (%) = (peso de la glándula 

digestiva/ peso total) x 100. 

Además, se analizó histológicamente la glándula digestiva a los 80 días, a partir de 

3 juveniles de cada grupo (AL, AY y AY-AL). El procedimiento de fijación, inclusión en 

parafina y coloración se realizó de la mima manera que se describió en el Capítulo 2. 

 

4.3.3  Reservas energéticas, estrés oxidativo y actividad enzimas digestivas 

 Para llevar a cabo este punto, una pequeña porción de cada glándula digestiva (HP) 

se utilizó para cuantificar los niveles de lípidos y glucógeno de reserva y glutatión 

reducido. El resto del órgano se utilizó para realizar un extracto enzimático (homogenato), 

a partir del cual se determinó  la cantidad de proteína soluble, la peroxidación de lípidos, la 

oxidación de proteínas y la actividad de enzimática de catalasa, proteinasas y lipasas. 

 

Glucógeno 

Se determinaron los niveles de reserva de glucógeno de la glándula digestiva a 

través del método de Lo et al. (1970). Para ello se colocó en tubos de vidrio 1 mL de KOH 

al 30% saturado con Na2SO4, y entre 30 y 50 mg de HP. Se colocó a baño maría a 100°C 

por 60 minutos y posteriormente los tubos se enfriaron en agua fría. Se adicionó 1 mL de 

etanol 96°, se mezcló bien y se dejó reposar por 30 minutos en agua fría. Luego se 

centrifugo a 6.000 g por 10 minutos, se descartó el sobrenadante y los tubos se dejaron 

secar sobre un papel absorbente. Después, cada precipitado se resuspendió en 1 mL de agua 

destilada, se agitó vigorosamente y se agregó 200 µL de fenol al 8%. Rápidamente, se 

agregó 1 mL de H2SO4 concentrado, se dejó reposar durante 10 minutos y luego se colocó 

en baño de agua entre 25 y 30°C durante 20 minutos. Se registró la absorbancia de cada 

muestra a 490 nm y se utilizó glucógeno de conejo (Fluka 50576) como estándar. 
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Lípidos 

Se determinaron los niveles de reserva de lípidos de la glándula digestiva a través de 

la extracción de lípidos según Folch et al. (1957) y posterior cuantificación siguiendo el 

método de Frings y Dunn (1970). Para ello se colocaron en tubos de vidrio entre 40 y 20 

mg de HP y una mezcla de cloroformo: metanol (2:1) en una relación 1:80 (p/v) y se dejó a 

4°C por 24 horas. Al día siguiente, se filtró cada muestra, se recogió el filtrado en tubos 

graduados y se adicionó cloruro de sodio 0,9% en una relación 10:2 (v/v). Se agitó bien y 

se centrifugo a 4.000 g por 10 minutos. La fase superior (acuosa) fue descartada, se repitió 

nuevamente el agregado de cloruro de sodio como se indicó anteriormente, y se guardó a 

4°C por 24 horas. Luego se adicionó 1 mL de H2SO4 concentrado, se colocó en baño maría 

a 100°C por 10 minutos y se dejó enfriar en agua con hielo. Finalmente se agregó 2,5 mL 

de Vainillina (Merck 8.18718.0100) 0,016 M en fosfato de potasio monobásico 0,44 M y se 

registró la absorbancia de cada muestra a 530 nm en cubeta de cuarzo. Como solución 

patrón de lípidos se utilizó aceite de oliva extra virgen (marca: Indalo Clásico, desarrollado 

por Promet S.A.) en etanol (1mg de lípidos en 1 mL de etanol). 

 

Glutatión reducido (GSH) 

Los niveles de GSH fueron determinados según el método de Moron et al. (1979). 

Las glándulas digestivas fueron homogenizadas (relación 1:10 p/v) en tetracetato de 

etilendiaminadisódica (EDTA) 0,02 M. A 500 µL de homogenato se le agregaron 500 µL 

de ácido tricloroacético (TCA 10%), para precipitar las proteínas de las muestras, se 

centrifugaron durante 10 minutos a 7.000 g y se separó el sobrenadante. Los SH-no 

proteicos endógenos libres fueron determinados colocando en las cubetas de medición 500 

µL del sobrenadante al que se le agregaron 1.000 µL de buffer Tris-HCl 0,4 M (pH 8,9), se 

mezcló bien y se llevó la lectura al valor 0 de absorbancia. Luego se agregaron 25 µL ácido 

5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB, 0,5 mM). La absorbancia fue registrada a 412 nm 

luego de transcurridos 5 minutos. GSH fue usado como estándar para realizar la curva de 

calibración y los resultados se expresaron en  nmol/mg de tejido húmedo. 
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Preparación de extractos enzimáticos 

El extracto enzimático fue preparado a partir de la homogenización de la glándula 

digestiva de cada organismo en buffer Tris-HCl (120 mM, pH 7) en relación 1:4 utilizando 

un homogeneizador teflón-vidrio (Vijayavel et al. 2004). Posteriormente se centrifugaron 

en frío (2-4 C) durante 30 minutos a 10.000 g, se separaron los sobrenadantes, se 

colocaron en tubos rotulados y se congelaron en forma inmediata a -80°C. 

 

Proteína soluble  

La cuantificación de proteína soluble de los extractos se realizó siguiendo la misma 

metodología descripta en el Capítulo 1.  

 

Peroxidación de Lípidos (TBARS) 

Los niveles de peroxidación de lípidos se estimaron mediante la determinación de 

las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Buege y Aust 1978). Los 

homogenatos frescos fueron agregados a la mezcla de reacción (ácido tricloroacético 15% 

(w/v), ácido 2-tiobarbitúrico 0.375% (w/v) y butilhidroxitolueno 0.147mM) en una relación 

de 1:5 (v/v). La mezcla se agitó en vortex, se mantuvo en agua hirviendo durante 45-60 

minutos e inmediatamente después se enfrió en baño de hielo durante 5 minutos (Ohkawa 

et al. 1979). Por último se centrifugó a 5.000 g (10 min) y el sobrenadante se midió 

espectrofotométricamente a 535 nm.  

 

Oxidación de proteínas (OP) 

El nivel de oxidación de proteínas fue medido de acuerdo con el protocolo 

desarrollado por Reznick y Packer (1994), que se basa en la detección de la formación de 

hidrazonas proteicas como resultado de la reacción de la dinitrofenilhidrazina (DNPH) con 

los grupos carbonilos de las proteínas oxidadas. Algunas modificaciones menores fueron 
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realizadas al protocolo original (Ansaldo et al. 2007), luego de la formación de las 

hidrazonas proteicas, las mismas fueron precipitadas usando TCA 30% (Fagan et al. 1999), 

se centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 g y los precipitados fueron lavados 3 veces 

con etanol: acetato de etilo (1:1). Luego del último lavado, las proteínas fueron 

resolubilizadas en 1 mL de urea 6 M en fosfato de potasio (pH 2,5) en vez de clorhidrato de 

guanidina. Para acelerar el proceso de solubilización, las muestras fueron incubadas a 37 ºC 

durante 60 minutos en baño de agua. La solución final fue centrifugada para remover 

cualquier material insoluble. El contenido de carbonilos fue calculado a partir de la 

medición de la absorbancia a 375 nm, utilizando un coeficiente de absorción  = 

22.000/M*cm. Se verificó que los blancos de urea registraran los mismos picos de 

absorbancia que los blancos de clorhidrato de guanidina a 375 nm. 

 

Actividad de Catalasa (CAT) 

La enzima Catalasa cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno según la 

siguiente reacción: 2 H2O2                     2 H2O + O2              

La velocidad de descomposición del peróxido de hidrógeno es directamente 

proporcional a la actividad enzimática y obedece a una cinética de pseudo primer orden con 

respecto al peróxido de hidrógeno (ecuaciones 1 y 2). 

 -d [H2O2]  
          ————— =    k [catalasa]  *    [H2O2] = k’. [H2O2]             (1) 

                dt                       k’ 
 

en su forma integrada 

                                  [H2O2] 0 
 k’ = t –1 . ln  —————          (2) 

                                  [H2O2] t 

   

 [H2O2] 0 es la concentración de peróxido de hidrógeno inicial y  [H2O2] t es la 

concentración al tiempo estudiado. 
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El valor de k (constante específica de reacción) es de 4,6 x 107/M s, y fue calculado 

considerando que la molécula posee cuatro grupos hemo (Chance 1954). El ensayo 

desarrollado originalmente por Chance (1954) y modificado por Aebi (1984), consiste en 

medir la disminución de la absorción a 240 nm (longitud de onda a la que absorbe el 

peróxido de hidrógeno). La medición espectrofotométrica de la cinética enzimática de CAT 

se realizó colocando en la cubeta el medio de reacción (buffer fosfato de potasio 50 mM pH 

7) con diferentes alícuotas de los extractos enzimáticos. Se graficó una línea de base y 

luego se agregaron 20 L de H2O2 300 mM. La reacción se expresó en unidades de 

CAT/mg de proteínas. Cada unidad de CAT es la cantidad de enzima necesaria para 

degradar 1 µmol de H2O2 por minuto. 

 

Actividad de proteinasas y lipasa 

La determinación de la actividad enzimática digestiva de proteinasas y lipasa de los 

extractos se realizaron siguiendo la misma metodología descripta en el Capítulo 1.  

 

4.3.4 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó entre los tratamientos (AL, AY, AY-AL) en cada 

tiempo evaluado (T15, T30, T50, T80). El análisis del número de mudas fue realizado con 

el test Chi-cuadrado. Para realizar el análisis proveniente de los resultados de la tasa de 

crecimiento específica (TCE), índice hepatosomático, proteína soluble, peroxidación de 

lípidos, oxidación de proteínas, glutatión reducido, glucógeno, lípidos y la actividad de 

catalasa, proteinasas y lipasa, fue realizado usando el Modelo Lineales Generalizados 

Mixtos [del inglés: Generalized Linear Mixed Models (GLMMs)], con el programa 

estadístico R y el paquete de datos de GLMMs (Zuur et al. 2009). El nivel de significancia 

fue fijado en 0,05. 
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4.4 Resultados 

El índice hepasomático, el número de mudas y la cantidad de proteína soluble se 

muestran en la Tabla 4.1. Las langostas ayunadas presentaron menores valores de IHS 

(p<0,05) y menor número de mudas (p<0,05) respecto a las del grupo AL durante todo el 

experimento. Los niveles de proteína soluble del grupo AY fueron menores que los del AL 

(p<0,05) solo en el día 30. 

La TCE mostró menores valores (p<0,05) en los animales privados de alimento a 

los 15, 30 y 80 días comparado con los alimentados. A su vez, los juveniles del grupo AY-

AL registraron menores valores de TCE que los AL a tiempo final (Fig 4.2). 

 

Tabla 4.1: Índice hepasomático, número de mudas y proteína soluble de juveniles de Cherax 
quadricarinatus luego del ayuno prolongado y posterior alimentación. El análisis estadístico se 
realizó entre los tratamientos para cada tiempo. El asterisco (*) indica diferencias significativas 
(p<0,05). 
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Figura 4.2.  Tasa de crecimiento específica de juveniles de Cherax quadricarinatus luego del ayuno 
prolongado y posterior alimentación. El análisis estadístico se realizó entre los tratamientos a cada 
tiempo. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05). 

 

4.4.1 Reservas energéticas, estrés oxidativo y actividad enzimas digestivas 

Los animales ayunados presentaron menores (p<0,05) niveles de glucógeno y 

lípidos de reserva en comparación con los alimentados a 15, 30, 50 y 80 días. A los 80 días, 

los niveles de glucógeno en los juveniles del grupo AY-AL fueron similares (p>0,05) a los 

alimentados, mientras que los niveles de lípidos fueron menores (p<0,05) (Fig4.3 A, B). 

 La peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas y actividad de CAT se muestran 

en la Tabla 4.2. Estadísticamente no se observaron diferencias entre los tratamientos para 

TBARS, PO y CAT. 

 Luego de 80 días de ayuno, la actividad de lipasa digestiva disminuyó en forma 

significativa (p<0,05) en los juveniles privados de alimento respecto de los alimentados, 

alcanzando una actividad mínima al día 50 y 80 (24,20±2,92 y 38.27±3.14 U/mg proteína 

respectivamente). Además, los animales del grupo AY-AL recuperaron los niveles de 

actividad a valores similares a los de AL (207,44±22,02 y 237±19,19 U/mg proteína 

respectivamente) (Fig 4.4 A). A su vez, la actividad de proteinasas decreció 

significativamente (p<0,05) en AY respecto a AL a los 80 días. En cambio la actividad de 
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proteinasas del grupo AY-AL no mostró diferencias significativas en comparación al 

control (Fig 4.4 B). 

Los niveles de GSH del grupo AY fueron menores (p<0,05) a los de AL en todos 

los tiempos ensayados. A los 80 días, el grupo AY-AL presentó niveles de GSH similares 

(p>0,05) al grupo AL (Fig4.5). 

 

Figura 4.3. Niveles de glucógeno y lípidos en juveniles de Cherax quadricarinatus luego del ayuno 
prolongado y posterior alimentación. El análisis estadístico se realizó entre los tratamientos a cada 
tiempo. Barra blanca: control inicial; barras grises: grupo alimento; barras negras: grupo ayuno y 
barra degradé: grupo ayuno-alimento. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05). 
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Tabla 4.2. Niveles de peroxidación de lípidos [MDA (nmol/cm)/mg peso húmedo], oxidación de 
proteínas [nmol DNPH/mg proteína] y actividad de Catalasa (nmoles/mg proteína) en juveniles de 
Cherax quadricarinatus luego del ayuno prolongado y posterior alimentación. El análisis estadístico 
se realizó entre los tratamientos a cada tiempo. El asterisco (*) indica diferencias significativas 
(p<0,05). 
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Figura 4.4. Actividad de lipasa y proteinasa en juveniles de Cherax quadricarinatus luego del 
ayuno prolongado y posterior alimentación. El análisis estadístico se realizó entre los tratamientos a 
cada tiempo. Barra blanca: control inicial; barras grises: grupo alimento; barras negras: grupo ayuno 
y barra degradé: grupo ayuno-alimento. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 4.5. Niveles de glutatión reducido en juveniles de Cherax quadricarinatus luego del ayuno 
prolongado y posterior alimentación. El análisis estadístico se realizó entre los tratamientos a cada 
tiempo. Barra blanca: control inicial; barras grises: grupo alimento; barras negras: grupo ayuno y 
barra degradé: grupo ayuno-alimento. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05). 

 

Las observaciones del análisis histológico de la glándula digestiva entre los 

tratamientos a los 80 días se muestran en la Figura 4.6 y 4.7. La estructura del 

hepatopáncreas de los animales alimentados estuvo preservada [Fig 4.6 y 4.7, (A, B)]. En 

cambio, luego 80 días de ayuno las principales alteraciones observadas fueron: la pérdida 

de estructuras y desorganización de los túbulos [Fig 4.6 y 4.7, (C, D)]; desorganización del 

tejido conectivo [Fig 4.6 y 4.7, (C, D)]; reducción de la altura del epitelio (Fig 4.7 D); 

hipertrofia de las células B con una o más vacuolas que tienden a coalescer en una vacuola 

más grande (Fig 4.7D); células R sin vacuolas [Fig 4.6 D, Fig 4.7 C]; escasa diferenciación 

entre las células B y R (Fig 4.7 C); pérdida de límites celulares (Fig 4.6 D); reducción en el 

número de células F por túbulo (Fig4.6 D) y pérdida de la luz estrellada de la luz del túbulo 

[Fig 4.6 D, Fig 4.7, (C, D)]. Los animales AY-AL mostraron una importante recuperación 

[Fig 4.6y Fig 4.7, (E, F)] y las principales alteraciones fueron: desorganización parcial del 

tejido conectivo [Fig 4.6 (F), Fig 4.7 (E)]; hipertrofia de las células B [Fig 4.6 y 4.7 (F)]; 

células R con algunas vacuolas (Fig 4.7 E) y reducción en el número de células F por 

túbulo [Fig 4.6 (F), Fig 4.7 (E)]. 
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Figura 4.6. Secciones histológicas de la glándula digestiva de juveniles de Cherax quadricarinatus 
bajo alimentación continua (A, B), alteraciones luego del ayuno prolongado (C, D) y alteraciones 
luego del ayuno prolongado y posterior alimentación (E, F). (A, C, E): sección longitudinal de la 
porción apical de la glándula digestiva; (B, D, F): sección transversal de los túbulos. (C): pérdida de 
estructura y desorganización de los túbulos. (D): epitelio no diferenciado (flechas), desorganización 
del tejido conectivo, reducción de la altura del epitelio, hipertrofia de las células B, células R sin 
vacuolas y escasa diferenciación entre las células B y R, pérdida de límites celulares, disminución 
del número de células F por túbulo y pérdida de la típica luz estrellada del túbulo. (E, F): hipertrofia 
de las células B, células R con algunas vacuolas y disminución en el número de células F por 
túbulo. Barra de escala: (A, C, E) = 500 µm, (B, D, F) = 100 µm. B: célula B; L: lumen del túbulo; 
R: célula R. 
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Figura 4.7. Detalle de secciones histológicas de la glándula digestiva de juveniles de Cherax 
quadricarinatus bajo alimentación continua (A, B), alteraciones luego del ayuno prolongado (C, D) 
y alteraciones luego del ayuno prolongado y posterior alimentación (E, F). (A-F): secciones 
transversales de los túbulos. (C): epitelio no diferenciado, células R sin vacuolas, escasa 
diferenciación entre las células B y R. (D): hipertrofia de las células B. (E): desorganización parcial 
del tejido conectivo (flechas), células R con algunas vacuolas y reducción en el número de células F 
por túbulo. (F): hipertrofia de las células B. Barra de escala: 50 µm. B: célula B; L: lumen del 
túbulo; R: célula R. 
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4.5 Discusión 

La glándula digestiva de C. quadricarinatus mostró claras respuestas frente al 

ayuno prolongado y recuperacion en funcion de diferentes parámetros como el IHS, 

número de mudas, TCE, reservas energéticas, niveles de GSH, actividad de enzimas 

digestivas e histología. 

La glándula digestiva presentó alteraciones severas por el ayuno, lo que se reflejó en 

el IHS que disminuyó en animales no alimentados desde los 15 dias. Este resultado 

concuerda con otros estudios realizados en camarones, cangrejos y langostas de agua dulce 

(Cuzon et al. 1980, Barclay et al. 1983, Muhlia-Almazán y García-Carreño 2002, 

Comoglio et al. 2004, 2008, Calvo et al. 2013).También se pudo observar que los animales 

alimentados por 30 días luego del ayuno, recuperaron completamente el peso de la glándula 

digestiva. Además, los estudios histológicos de los juveniles ayunados mostraron varios 

signos de alteraciones como pérdida de estructura y desorganización de los túbulos, junto 

con hipertrofia de las células B, células R sin vacuolas, escasa diferenciación entre las 

células B y R, pérdida de límites celulares, reducción del número de células F y pérdida de 

la luz estrellada de la luz del túbulo. La mayoría de estas alteraciones han sido observadas 

en los trabajos de Calvo et al. 2011, 2012 en juveniles tempranos (primer estadio de vida 

libre, juvenil III de 20 mg) y avanzados (aproximadamente 1 g) de C. quadricarinatus bajo 

diferentes períodos de ayuno. 

El ayuno prolongado inhibió el proceso de muda y la posterior alimentación 

demostró que este proceso se puede revertir, es decir, los animales no perdieron la 

capacidad de mudar. De esta manera, los juveniles de C. quadricarinatus pueden toleran 

largos periodos de ayuno ahorrando la energía necesaria para mudar. La inhibición de la 

muda fue observada en otros trabajos realizados en camarones y langostas de agua dulce 

(Comoglio et al. 2004, Stuck et al. 1996, Pascual et al. 2006, Muhlia-Almazán y García-

Carreño 2002, Cuzon et al. 1980). En los crustáceos, el proceso de la muda es consecuencia 

del crecimiento y esto se vio reflejado en la falta de variación de la TCE de AY, lo que 

concuerda con estudios previos (Calvo et al. 2011, 2013). Observando la respuesta de los 

juveniles alimentados luego de 50 días de ayuno, éstos no recuperaron los valores de la 

TCE. Además, se observó en los animales ayunados una disminución de la actividad 
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locomotora y una coloración amarillenta del pleon (observación personal), lo que 

concuerda con Calvo et al. (2013) en juveniles de menor tamaño. 

Como consecuencia del control hormonal del metabolismo y de las actividades que 

requieren energía como la muda, existe una relación entre el metabolismo, la regulación 

endócrina y el estado oxidativo a lo largo del ciclo de vida de los animales. La inhibición de 

la muda puede deberse a factores de estrés ambiental (como por ejemplo la hipoxia, 

salinidad y temperatura) y es regulada por la hormona hiperglucemiante de los crustáceos 

(CHH, del inglés: crustacean hyperglycemic hormone). Además, la síntesis y degradación 

del glucógeno varía a través del ciclo de muda y es también regulada hormonalmente por la 

CHH (Fanjul-Moles y Gonsebatt 2012). Estos mismos autores sugieren que el incremento 

de los niveles de glucosa provocan un aumento en la producción de ROS, debido a un 

aumento en el flujo de equivalentes reductores (NADH, del inglés: reduced nicotinamide 

adenine dinucleotide) en la cadena de trasporte de electrones de la mitocondria (Nishikawa 

et al. 2000, Brownlee 2001). Considerando que la reducción de glucosa a sorbitol requiere 

del consumo de NADPH y que el NADPH es requerido para regenerar el glutatión reducido 

(GSH) a partir de la forma oxidada (GSSH), este consumo de NADPH puede exacerbar el 

estrés oxidativo intracelular. Por lo tanto, basado en la descripción metabólica anterior y los 

resultados obtenidos en este capítulo de tesis, se propone una posible modificación de los 

diagramas de regulación propuestos por Fanjul-Moles y Gonsebatt (2012) y Hermes-Lima 

(2004) durante una situación de estrés ambiental y producción de ROS que se resume en la 

Figura 4.8. 

La restriccion de alimento por tiempo prolongado (condición ambiental 

extremadamente estresante) podría estar causando un aumento en los niveles de la CHH, lo 

cual concuerda con los resultados observados en la inhibicion de la muda. A los 15 días, 

como consecuencia de la accion de la CHH, los niveles de glucógeno disminuyen para 

obterner energía durante el ayuno. A su vez, también disminuyen los niveles de glucosa, 

por lo que la via de reduccion a sorbitol se inactiva y esto trae aparejado una reducción de 

los niveles de NADPH y GSH [la reaccion del glutatión es catalizada por la actividad de la 

enzima glutatión reductasa (GR)]. De acuerdo con esta via de regulación, en los resultados 

se observó que los animales ayunados mostraron muy bajos niveles de GSH, respecto a los 
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juveniles alimentados durante todo el tiempo de experimentación, lo cual estaría avalando 

lo dicho anteriormente (Fig 4.8). 

Por otro lado, Morales et al. (2004) trabajando en peces ayunados (Dentex dentex) 

por 5 semanas, demostraron que la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) cumple un 

papel fundamental para el mantenimiento del estado redox de la célula y en la modulación 

de las defensas antioxidantes a través de la generación de NADPH. Una menor 

disponibilidad de NADPH provocaría una reducción de la actividad de GR y por lo tanto, 

no se puede regenerar GSH a partir de GSSG. Esta reducción en la tasa de reutilización de 

GSH, junto con el agotamiento del resto de  GSH endógeno ha sido observado durante la 

privación de alimento (Benuck et al. 1995, Papadopoulos et al. 1997, Robinson et al. 1997, 

Vendemiale et al. 2001, Pascual et al. 2003) y esto da lugar a un deterioro en el sistema de 

reciclaje de GSH (Morales et al. 2004). Esta vía de regulación actúa en respuesta a la 

eliminación de H2O2 (peróxido de hidrógeno) a través de la actividad de la Catalasa y 

Glutatión Peroxidasa (Gpx). Los resultados obtenidos sustentan la hipótesis de que esta vía 

de regulación no estaría actuando  dado que la actividad de CAT fue similar entre los 

tratamientos, además de los bajos niveles de GSH (Fig 4.8). Este resultado concuerda con 

estudios previos que demostraron que el ayuno no induce cambios en la actividad de CAT 

en el hígado de la trucha arco iris (Hidalgo et al. 2002). Otro resultado del presente capítulo 

que avala el la hipótesis de que las ROS no se generan durante un ayuno prolongado, es que 

no se observaron diferencias entre los tratamientos en los niveles de OP y TBARS. 

Resumiendo, el ayuno prolongado no causaría un aumento en la producción de glucosa (a 

través de CHH a partir de glucógeno) y ROS. Cuando los juveniles de C. quadricarinatus 

son alimentados luego de una restricción prolongada de alimento, recuperan los niveles de 

glucógeno y de GSH, por lo tanto se activa nuevamente la vía de reducción a sorbitol y las 

ROS no se generarían debido que no están en una situación de estrés. 
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Figura 4.8. Ayuno prolongado y posible modificacion en los diagramas de regulacion propuestos 
por Fanjul-Moles y Gonsebatt (2012) y Hermes-Lima (2004) durante una situación de estrés 
ambiental y producción de ROS. Las flechas negras y grises indican vías activas e inactivas de 
regulación. Las cajas grises indican los parámetros cuantificados en el presente capítulo. AR: aldosa 
reductasa; CAT: Catalasa; CHH: hormona hiperglucemiante; GPx: glutatión peroxidasa; GR: 
glutatión reductasa; GSSH: glutatión reducido; GSH: glutatión reducido; G6PDH: glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa; NADH: nicotinamida adenina dinucleotido reducido; NADPH: nicotinamida 
adenina fosfato dinucleotido reducido; ROS: especies reactivas del oxígeno; SDH: sorbitol 
deshidrogenasa. 



 

116 

 

Otro resultado que se observó a partir de este experimento es que las proteínas no 

son afectadas por el ayuno prolongado ni por la posterior alimentación. Esto estaría 

indicando que C. quadricarinatus no utilizaría la proteinas como principal fuente de 

energía aún durante el ayuno prolongado. Este resultado se contrapone con los realizados 

en camarones y cangrejos: Hemigrapsus nudus (Neiland y Scheer 1953), Marsupenaeus 

japonicus (Cuzon et al. 1980), Penaeus esculentus (Smith y Dall 1991), Litopenaeus 

vannamei (Comoglio et al. 2004) y Lithodes santolla (Comoglio et al. 2008), pues estas 

especies utilizan las proteínas como fuente principal de energía. 

 En este capítulo se ha demostrado que los niveles de glucógeno decrecen 

rápidamente en los animales ayunados y que son completamente restablecidos luego de una 

posterior alimentación de 30 días. Este resultado concuerda con los de Mendez y Wieser 

(1993) en juveniles del pez Rutilus rutilus. Se ha propuesto que la rápida recuperación de 

los niveles de glucógeno es una estrategia para almacenar energía rápidamente y puede ser 

utilizado posteriormente para la síntesis de tejidos (Calvo et al. 2013). 

 Con respecto a los lípidos de reserva, éstos fueron consumidos gradualmente a 

medida que aumentaban los días de ayuno y la posterior alimentación no fue suficiente para 

restablecer completamente los niveles. De acuerdo con los resultados obtenidos los 

juveniles de C. quadricarinatus durante una situación de ayuno prolongado, utilizan 

primero las reservas de glucógeno y lípidos, sin utilizar la energía proveniente de las 

proteínas. En C. destructor, Jones y Obst (2000) demostraron que los lípidos son 

movilizados luego de las reservas de proteínas e hidratos de carbono. 

 La actividad de proteinasas no se vio afectada por el ayuno hasta el día 50. A su vez, 

la actividad de proteinasas de los animales AY-AL tampoco se modificó. Hernández-Cortés 

et al. (1999b) demostraron en la langosta de agua dulce Pacifastacus leniusculus, la 

presencia de tripsinógeno en la glándula digestiva. Además, Sainz et al. (2004) estudiando 

la síntesis de tripsina y almacenamiento como zimógeno en animales ayunados de 

Litopenaeus vannamei, observaron que el tripsinógeno no es secretado totalmente de la 

célula y parece que se secreta parcialmente como resultado de la ingestión. Por lo tanto, la 

disminución significativa de la actividad de proteinasas a los 80 días pudo deberse a la 
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pérdida de estructura como se ha demostrado histológicamente en los animales privados de 

alimento. 

 En los juveniles de C. quadricarinatus ayunados la actividad de lipasa decreció a 

medida que el tiempo de restricción de alimento aumentaba. Este resultado concuerda con 

los estudios previos realizados en esta misma especie (Yudkovskiet al. 2007, Calvo et al. 

2013, Sacristán et al. 2014 y capítulo 3 de la presente tesis). Considerando la actividad de 

lipasa digestiva de los animales alimentados como el 100% en cada tiempo ensayado, la 

actividad residual de los juveniles ayunados fue 57,27%, 33,98%, 13,65% y 16,14% a T15, 

T30, T50 y T80 respectivamente. Estos valores indican que la actividad de lipasa decrece 

aproximadamente a la mitad de su actividad cada 15 días de ayuno y entre los 50 y 80 días 

la actividad alcanzó los niveles basales. Otro interesante resultado es que en los animales 

ayunados y posteriormente alimentados, la actividad de lipasa digestiva se restablece a 

niveles similares al grupo control. Esta respuesta coincide con la hipótesis de la regulación 

de la actividad de lipasa propuesta en el capítulo 4 y Sacristán et al. (2014). En esta 

regulación se propuso que cuando no hay alimento por un tiempo prolongado, se estimula 

la síntesis de novo de la lipasa intracelular y como consecuencia, los lípidos almacenados 

como reservas energéticas son movilizados. La vía de síntesis de la lipasa digestiva se 

encuentra inhibida, encontrándose en los niveles basales de actividad. A su vez, se propuso 

que la detección de la presencia de alimento promueve la síntesis de novo de la lipasa 

digestiva. La detección de la presencia de alimento estaría inhibiendo la vía de síntesis de la 

lipasa intracelular y de ese modo, los lípidos no son utilizados como fuente de energía 

durante el ayuno. Además, los resultados en los niveles de lípidos de reserva registrados en 

este experimento concuerdan con dicha regulación. 

 El presente capítulo aporta información biológica nueva e importante sobre la 

respuesta fisiológica de la langosta de agua dulce durante un ayuno prolongado. Analizando 

conjuntamente todos los resultados, cuando la langosta de pinzas rojas C. quadricarinatus 

se encuentra en una situación de restricción de alimento prolongada, fisiológicamente 

responden ―frenando‖ su crecimiento (no mudan y no se modifica la TCE), reduciendo el 

peso de la glándula digestiva (IHS) y presentado alteraciones estructurales. Utilizan el 

glucógeno y los lípidos de reserva como fuente de energía, reducen la actividad de lipasa 
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digestiva y los niveles de GSH, sin modificar los niveles de actividad de Catalasa, OP y 

TBARS. Por lo tanto, estos parámetros podrían ser utilizados como herramientas para 

analizar el estado nutricional de C. quadricarinatus. 

 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y discutidos en este capítulo, el ayuno 

provocó la disminución de las reservas energéticas de glucógeno y lípidos en los juveniles 

de C. quadricarinatus. Además, la posterior alimentación provocó que se restablezcan 

completamente las reservas de glucógeno pero parcialmente las de lípidos, por lo tanto, se 

rechaza parcialmente la primera hipótesis de trabajo. Por otro lado, la no alimentación no 

causó un incremento en el daño oxidativo (OP y TBARS) ni en la actividad de CAT en la 

glándula digestiva de la especie estudiada, por lo que se rechaza la segunda hipótesis de 

trabajo. Así mismo, el ayuno produjo la disminución de los niveles de GSH, mientras que 

la posterior alimentación restableció completamente dichos niveles de manera que la 

tercera hipótesis de trabajo no es rechazada. 

La actividad de proteinasas no decreció paulatinamente a medida que el tiempo de 

ayuno se incrementaba. En cambio, sí se observó una disminución gradual en la actividad 

de lipasa durante el ayuno y un restablecimiento completo de dicha actividad en las 

langostas posteriormente alimentadas. Por lo tanto, se rechaza parcialmente la cuarta 

hipótesis de trabajo. Finalmente, el ayuno provocó alteraciones estructurales sobre la 

glándula digestiva de C. quadricarinatus y la posterior alimentación promovió la 

restructuración de este órgano. Por consiguiente, estos resultados apoyan la quinta 

hipótesis de trabajo. 
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Discusión General 
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 La acuicultura presenta ventajas significativas respecto de la pesca tradicional, ya 

que proviene de una producción totalmente controlada y continua, con trazabilidad desde su 

inicio, obteniendo productos de mayor calidad y además, se pueden realizar cosechas 

parciales o totales según la demanda existente en el mercado objeto. La producción 

acuícola provee la posibilidad de modificar los productos cultivados en beneficio de la 

salud humana dado que, se podrían modificar ciertos componentes (ej. ácidos grasos) de los 

alimentos suministrados a los animales durante su cultivo (Luchini y Panné Huidobro 

2008).  

En nuestro país, desde el Estado Nacional, se promueve el desarrollo de tecnologías 

tanto para especies autóctonas como exóticas existentes. El avance de la producción 

acuícola en Argentina desde 1992 en adelante, ha sido mayormente el resultado del propio 

esfuerzo de los productores, que contaron con el apoyo técnico necesario brindado desde el 

Estado Nacional y Provincial (Luchini y Panné Huidobro 2008). En particular, la mayor 

dificultad que enfrenta la industria de la langosta de pinzas rojas, Cherax quadricarinatus, 

es la falta de un volumen considerable de producción lo que imposibilita su exportación. 

También se ha sugerido que si se logra manipular genéticamente dicha especie, se podría 

mejorar la tasa de crecimiento, beneficiando la producción individual de cada productor y 

de esta manera, atraerá una mayor inversión debido al aumento en la rentabilidad (Jones 

and Ruscoe 2001). Aunque nuestro país pueda utilizar los resultados de las investigaciones 

que se realicen en otros países en el campo de la acuicultura, no siempre las mismas estarán 

disponibles desde el inicio y solamente la investigación y el desarrollo tecnológico propio 

logrará producir un avance en el sentido deseado y correcto (Luchini y Panné Huidobro 

2008). Por lo tanto, el foco central de la presente tesis fue analizar que herramientas 

podrían ser las más apropiadas para conocer el estado nutricional de juveniles de C. 

quadricarinatus en etapa de engorde y avanzar sobre el conocimiento de su fisiología 

digestiva para optimizar su producción. 

La presente tesis demostró que la dieta especialmente formulada por Gutiérrez y 

Rodríguez (2010) para esta especie, podría ser utilizada para su cultivo y reemplazar al 

alimento actualmente utilizado (Fundus®) en los criaderos de Argentina (Capítulo 1). Serán 

necesarias más investigaciones para intentar reducir los niveles de cenizas, que podrían ser 

los responsables de la baja digestibilidad hallada para la dieta formulada, como ya ha sido 
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observado para otros alimentos (Allan et al., 2000, Pavasovic et al. 2007). Además, dado 

que la preparación del alimento peletizado se llevó a cabo manualmente en el laboratorio, 

se necesitaran más estudios sobre la tecnología necesaria para la fabricación del pellet a 

mayor escala. A su vez, relacionando los resultados del Capítulo 3 sobre la inclusión de 

harina de calamar en dicho alimento, este atractante no debería ser tenido en cuenta para el 

diseño de alimentos específicos para C. quadricarinatus, sin embargo, no se descarta la 

posibilidad de evaluar otros atractantes para la especie que pudieran mejorar la 

palatabilidad del alimento. 

Es importante aclarar, que la evaluación de los alimentos fue llevada a cabo bajo 

condiciones de laboratorio, por lo que sería interesante evaluar el desempeño del alimento 

formulado en estanques, donde conjuntamente con la producción natural, podría favorecer 

aún más el crecimiento de los juveniles de la langosta de agua dulce. 

Actualmente, en los estanques de cultivo de C. quadricarinatus del CENADAC, 

Provincia de Corrientes  se utiliza la práctica de alimentación diaria y en horas de la tarde, 

distribuyendo el alimento en forma homogénea y manualmente por toda la superficie del 

estanque (Gustavo Wicki comunicación personal). Esto concuerda con lo sugerido en el 

Capítulo 2, en el cual en función a las respuestas fisiológicas enzimáticas, lo más 

conveniente sería alimentar por la tarde-noche. De esta forma, se optimiza el momento de 

alimentación de la langosta de pinzas rojas para disminuir los costos de producción y así 

también, evitar el desmejoramiento de la calidad de agua por la acumulación de alimento 

no ingerido. 

Los estudios sobre la respuesta fisiológica de C. quadricarinatus frente a la 

disponibilidad de alimento luego de un ayuno corto o moderado y la exposición a 

condiciones de ayuno prolongadas y posterior alimentación, permitieron plantear una 

posible vía de regulación de la actividad de lipasa digestiva y una posible modificación de 

los diagramas de regulación durante una situación de estrés ambiental y producción de 

ROS. Ambas propuestas, generan un significativo avance en el conocimiento de la biología 

y la fisiología de C. quadricarinatus y deja la ―puerta abierta‖ para plantear nuevos 

objetivos e hipótesis, para intentar comprender aspectos bioquímicos y fisiológicos de los 

requerimientos nutricionales de los crustáceos. Esto es especialmente interesante en este 
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modelo dado el alto grado de flexibilidad de su fisiología digestiva, como parte esencial de 

su habilidad para crecer, sobrevivir y reproducirse durante fluctuaciones de disponibilidad 

de alimento o ausencia completa del mismo (Rodríguez et al. 1994, Icely y Nott 1992, 

Sánchez-Paz et al. 2006). 

Es importante destacar que el modelo de la regulación de lipasa digestiva propuesta 

en el Capítulo 3 también concuerda con los resultados de los niveles reserva de lípidos y la 

actividad de lipasa del Capítulo 4. De esta manera, existe otra evidencia que apoya la vía de 

regulación propuesta conjuntamente con los trabajos de Yudkovski et al. (2007). Por lo 

tanto, la inducción artificial del ayuno en crustáceos en estadio de intermuda, es 

probablemente un buen modelo para intentar comprender los cambios moleculares y 

enzimáticos que curren naturalmente durante su proceso de crecimiento, sin dejar de tener 

en cuenta los efectos hormonales (Sánchez-Paz et al. 2006). En esta línea del conocimiento 

es un aspecto fundamental el avanzar en el estudio de la expresión de los genes 

involucrados en la síntesis y secreción de las enzimas digestivas y su regulación asociada.  

A partir de la exposición de juveniles de C. quadricarinatus frente a una situación 

de restricción de alimento moderada y prolongada, se demostró que animales de 

aproximadamente 6 gramos de peso (juveniles en etapa de engorde), poseen gran 

resistencia al ayuno (Capítulo 4). Trabajos previos realizados en el laboratorio (Stumpf et 

al. 2010, 2011, 2014 a, 2014b, Calvo et al. 2011, 2012) en juveniles tempranos (primer 

estadio de vida libre, juvenil III de aproximadamente 20 mg) y más avanzados (1 g) de esta 

misma especie, demostraron que presentan crecimiento compensatorio durante un régimen 

de alimentación intermitente y toleran periodos de ayuno prolongado (50 días). Esta es una 

importante adaptación para sobrevivir en ambientes fluctuantes y un atributo que podría ser 

utilizado para la producción de esta especie (Stumpf et al. 2011), ya que es posible reducir 

la cantidad de alimento ofrecido en un sistema de cultivo y de esta manera, reducir los 

costos de producción. Además, se debe considerar que en un sistema de cultivo la 

producción natural del estanque puede aportar otra fuente de alimento, que en el caso de los 

experimentos realizados bajo condiciones de laboratorio no es posible evaluar ni mantener. 

Por lo tanto, si no se realiza una alimentación diaria del cultivo, no significa que los 

animales estén en condiciones de ayuno estricto. En relación a esta temática, personal del 
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CENADAC argumentó que los estanques de cultivo poseen abundante alimento natural 

(referido a la producción natural del estanque) y no han registrado diferencias en el 

crecimiento utilizando un protocolo de alimentación cada dos días. Por lo tanto, resulta 

sumamente importante la interacción entre las investigaciones y los productores nacionales 

para avanzar en forma conjunta hacia una acuicultura sustentable y rentable. 

 Finalmente, en función de las variadas herramientas y parámetros evaluados a lo 

largo de los diferentes capítulos, se ha demostrado que la actividad de las enzimas 

digestivas, en particular de lipasas y proteinasas, digestibilidad in vitro de proteínas, niveles 

de reserva energética, niveles de GSH, número de mudas y análisis histológico, pueden ser 

utilizados como herramientas integradoras para evaluar el estado nutricional de C. 

quadricarinatus. Además, los resultados y conocimientos de la presente tesis, son de gran 

utilidad para la reducción de los costos operativos del cultivo de esta especie de interés 

comercial, ya que se podría usar un alimento especie-específico con ingredientes locales 

(menor costo), sin la necesidad de suplementar con harina de calamar como atractante al 

alimento, e incorporando la práctica de alimentación habitual hacia la tarde-noche. 

Asimismo, demostrada la robustez de la especie para soportar condiciones de ayuno 

moderadas y prolongadas, no sería necesaria la alimentación diaria.  
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Conclusiones Generales 
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La langosta de agua dulce, Cherax quadricarinatus, presenta numerosas 

características biológicas y comerciales que la convierten en una especie apropiada para la 

acuicultura. Sin embargo, el crecimiento productivo ha sido poco significativo en la 

Argentina debido a diferentes motivos ya mencionados en los capítulos precedentes. Por lo 

tanto, la presente tesis abordó el estudio de diferentes factores que impactan directamente 

sobre la producción de esta especie, y de esa manera, pueden contribuir al mejoramiento de 

la actividad económica de nuestro país a través de la trasferencia del conocimiento 

científico a la producción acuícola.  

Los experimentos que se llevaron a cabo para cumplir con los objetivos planteados 

evidenciaron resultados que aportan nuevos conocimientos sobre el cultivo y la fisiología, 

lo que contribuye a ampliar la información disponible sobre la biología de C. 

quadricarinatus. Particularmente, se demostró lo siguiente: 

A) Los animales alimentados con el alimento formulado a base de harina de pescado 

(fuentes proteicas: harina de pescado y harina de soja; fuente lipídica: aceite de soja) 

presentaron una buena condición fisiológica en función de la actividad enzimática digestiva 

y una estructura tisular conservada de la glándula digestiva. Sin embargo, esta dieta, 

especialmente formulada para la especie en estudio, presentó baja digestibilidad in vitro de 

proteínas, por lo que sería beneficioso disminuir el contenido de cenizas para aumentar la 

digestibilidad de este alimento. A su vez, no es conveniente utilizar la dieta comercial con 

alto contenido lipídico (Fundus®), debido a las numerosas alteraciones estructurales que 

causa sobre la glándula digestiva. Esta información contribuye directamente sobre la 

producción de C. quadricarinatus, dado que se podría reemplazar el alimento comercial 

Fundus® por el alimento formulado con ingredientes locales y de esta manera, se reducirían 

los costos de alimentación y los efectos adversos sobre la fisiología digestiva de esta 

especie. Es importante aclarar, que la evaluación de los alimentos fue llevada a cabo en 

condiciones de laboratorio y por lo tanto, sería importante evaluar el desempeño de este 

alimento formulado en estanques, donde conjuntamente con la producción natural, podría 

favorecer aún más el crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus. De esta manera, se 

podría demostrar si el alimento formulado puede ser utilizado a gran escala. 
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B) La actividad de las enzimas digestivas de los juveniles no mostró un ritmo diario 

con picos de secreción. Sin embargo, el momento de alimentación (matutino o vespertino) 

afectó la actividad de las enzimas digestivas y el ayuno provocó modificaciones en el 

patrón diario de las enzimas digestivas y niveles de proteína soluble. A partir de estos 

resultados y, en particular, los resultados de la actividad de proteinasas y lipasas (ver 

discusión Capítulo 3), lo más conveniente sería optar por una alimentación por la tarde-

noche para optimizar la utilización de alimentos, lo que es fundamental para la viabilidad 

del cultivo de C. quadricarinatus. 

C) La harina de calamar no funcionó como atractante para C. quadricarinatus y por 

lo tanto, no sería necesaria su inclusión en la formulación de alimentos al menos en las 

concentraciones evaluadas en este estudio. 

La disponibilidad de alimento luego de un período de ayuno corto no causó 

modificaciones en la actividad de las enzimas digestivas. Por el contrario, dicha actividad 

se vio alterada por la disponibilidad de alimento cuando los animales fueron expuestos 

previamente a un ayuno moderado. En base estos resultados y a los estudios de Yudkovski 

et al. (2007), Calvo et al. (2013) y Rivera-Pérez y García-Carreño (2011), se propuso una 

posible vía de regulación de la actividad de la lipasa digestiva y, de esta manera, queda 

abierta la posibilidad de plantear nuevas hipótesis y objetivos para estudios futuros. 

D) Cuando la langosta de pinzas rojas C. quadricarinatus se encuentra en una 

situación de restricción prolongada de alimento, fisiológicamente responde disminuyendo 

su tasa de crecimiento (no mudan y no se modifica la TCE); disminuyendo el peso de la 

glándula digestiva (IHS) y presentado alteraciones estructurales; utilizan el glucógeno y los 

lípidos de reserva como fuente de energía; reducen la actividad de lipasa digestiva y los 

niveles de GSH, sin modificar los niveles de actividad de catalasa, OP y TBARS. A partir 

de estos resultados y de los diagramas de regulación propuestos por Fanjul-Moles y 

Gonsebatt (2012) y Hermes-Lima (2004), se planteó una posible modificación de dichos 

diagramas durante una situación de estrés ambiental (ayuno prolongado) y producción de 

ROS. De esta manera, del mismo modo que en el punto anterior, se ha avanzado en el 

conocimiento sobre la biología, fisiología y el cultivo de la langosta de agua dulce C. 

quadricarinatus. 
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