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Resumen  

El cultivo de camarón blanco del Pacífico (Litopenaeus vannamei) es una de las industrias 
más importantes a nivel mundial y está constituido por un paquete tecnológico de tres 
fases: reproducción inducida, cultivo de larvas y crecimiento. Las principales limitantes 
se encuentran en la fase de reproducción inducida, para contrarrestar esto, en la 
actualidad se induce a la maduración por medio de la extirpación del pedúnculo ocular 
en hembras que en la actualidad se considera menos viable por sus efectos negativos 
concomitantes en diversos ámbitos, tal como el estrés oxidativo. Por este motivo se han 
propuesto alternativas a esta técnica, tal como la manipulación de neurotransmisores 
mediante la inyección intramuscular de serotonina (5-HT) y espiperona (SPY), 
antagonista del neurotransmisor dopamina (DA), de la cual ya existe un protocolo en el 
que se considera su aplicación en la industria por medio del alimento. Sin embargo, para 
que esto suceda es indispensable saber los efectos de este protocolo en ambos sexos, 
a pesar de esto, las investigaciones se han centrado en el desempeño reproductivo de 
las hembras, no hay estudios del efecto que puede tener la aplicación de 5-HT y SPY en 
machos L. vannamei. Por esta razón, el objetivo de este estudio fue evaluar la inyección 
de serotonina y espiperona (5-HT – SPY), en la calidad espermática y el estrés oxidativo 
de machos adultos L. vannamei después de regeneraciones sucesivas de los 
espermatóforos inducidas por su extracción manual. Para cumplir con este objetivo, se 
establecieron tres grupos experimentales: Control (C), Solución Salina Fisiológica (SSF), 
y Serotonina y Espiperona (5-HT – SPY), cada uno con 4 réplicas de 20 machos, 
realizándose muestreos cada 15 días, resultando en un total de cuatro aplicaciones y 
cinco extracciones de espermatóforos. Estos espermatóforos se utilizaron para evaluar 
la calidad espermática, la cual consistió en la evaluación de la ausencia de 
espermatóforo, presencia de melanización, peso del espermatóforo, conteo de 
espermatozoides, tasa de espermatozoides muertos e índice espermatosomático. Al final 
del estudio, se aplicó eutanasia a los camarones y se colectaron hepatopáncreas y 
testículos para la extracción del ARN, a partir del cual se sintetizó cDNA para la medición 
de la expresión relativa mediante genes blanco representativos de los procesos de estrés 
oxidativo (LvTRx, LvcMnSOD, LvGPx,) y reproducción (LvDmc1) por medio de la 
reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) utilizando tres genes de 
referencia (LvEF1α, LvL8 y LvGAPDH). Se obtuvo un mayor número en el conteo total 
de espermatozoides en el tratamiento 5-HT – SPY en la quinta extracción a comparación 
de los otros grupos experimentales y se encontró una relación entre estas dos variables 
mediante una regresión lineal. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas 
en los otros parámetros evaluados para calidad espermática. De igual manera, no hubo 
diferencias significativas en la expresión génica de los genes blanco para estrés oxidativo 
ni para el gen LvDmc1. En conclusión, la respuesta a la aplicación de 5HT – SPY para 
promover el aumento del número de espermatozoides en machos L. vannamei muestra 
un comportamiento tiempo-dependiente sin promover el estrés oxidativo a los 15 días 
post-inyección. 
Palabras clave: L. vannamei, machos, calidad espermática, neurotransmisores, 
serotonina, dopamina, espiperona, estrés oxidativo, expresión génica, qPCR.  
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Capítulo 1: Revisión de la biología reproductiva de los machos 

Litopenaeus vannamei 

1. Introducción general  

1.1 Características generales de Litopenaeus vannamei  

El camarón blanco del Pacífico o camarón patiblanco, Litopenaeus vannamei, es un 

crustáceo decápodo perteneciente a la familia Penaeidae, con un cuerpo alargado, 

dividido en cefalotórax (rostro, ojos, antena, anténulas y pereiópodos), abdomen (6 

segmentos o somitas abdominales y pleópodos) y cola (telson y urópodos), de color 

blanco translúcido con tonos amarillos (Figura 1A) (FAO, 2006; INAPESCA, 2018). De 

forma interna, en el cefalotórax se encuentra, de rostral a caudal, el cerebro, estómago, 

hepatopáncreas y corazón, mientras que, a lo largo del abdomen dorsal, se encuentra el 

intestino (Figura 1B) (Dall et al., 1991). 

 

Figura 1. Anatomía general externa de los peneidos (A) (Modificado de Von Rintelen & 
Cai, 2009) y anatomía general interna de Litopenaeus vannamei (B). (Modificado de 
Duarte et al., 2020). 

Su ciclo de vida es de tres fases: larvaria (nauplio, zoea y mysis), postlarva y adulto, 

las hembras y los machos inician la maduración a partir de los 28 g y 20 g 

A B 
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respectivamente, a la edad de 6 a 7 meses; y desovan cuando alcanzan un peso entre 

30 a 45 g (FAO, 2006).  

Su cultivo se ha extendido exitosamente debido a la disponibilidad de reproductores 

seleccionados genéticamente (Martin et al., 2009; Shin et al., 2023), reproductores libres 

de patógenos virales (SPF) y resistentes a patógenos específicos (SPR) (Huang et al., 

2011; Motte et al., 2003), una alta supervivencia (Magallón et al., 2006), mayor 

rentabilidad (Nisar et al., 2021), el uso más eficiente de las proteínas vegetales en dietas 

formuladas (Nunes et al., 2022), adaptabilidad a un amplio rango de salinidad (Roy et al., 

2010; Esparza et al., 2019), cultivo a una alta densidad (Esparza et al., 2015), tolerancia 

a la toxicidad por amoníaco y nitrito (Long et al., 2021), entre otras características que 

hacen de esta especie el peneido más cultivado a nivel mundial (FAO, 2022). 

1.2 Camaronicultura de L. vannamei 

El camarón L. vannamei es una especie con un alto valor unitario, además fue la 

principal especie producida en 2020 con 5.8 millones de toneladas y aporta el 52.9% de 

la producción acuícola de crustáceos (FAO, 2022), siendo México el séptimo productor a 

nivel mundial con una producción de camarón valuada en alrededor de 15 mil millones 

de pesos mexicanos y una producción de más de 200 mil toneladas (SIAP, 2020). Aunado 

a lo anterior se pronostica que siga creciendo para cubrir la demanda mundial (FAO, 

2022) donde la innovación tecnológica en las fases de la producción de camarón es 

indispensable. 

 Las fases de producción de camarón son: (1) maduración y reproducción; (2) desove 

y cría desde huevo a postlarva; y (3) engorde desde postlarva a tamaño comercial. Las 
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últimas fases dependen totalmente de la primera, por lo que se han buscado e 

implementado técnicas para la inducción y mejoramiento de la reproducción. Se 

considera que el principal obstáculo en la reproducción en cautiverio de camarones 

peneidos es la inducción a la maduración ovárica de las hembras, por lo que se han 

utilizado técnicas como la ablación unilateral del pedúnculo ocular (APO) en hembras L. 

vannamei (Ponce et al., 2011; Kannan et al., 2015). 

1.3 Ablación del pedúnculo ocular (APO) 

Este es un procedimiento que genera picos predecibles de maduración y desove y 

consiste en la remoción unilateral del pedúnculo ocular, lugar donde se encuentra el 

complejo neuroendocrino órgano X/glándula sinusal (COXGS) (Montoya, 1998; Alfaro et 

al., 2019). Esta técnica sigue vigente por su rapidez, sencillez y bajo costo. Además, 

promueve la maduración ovárica y el desove en menor tiempo al reducir del ciclo de muda 

de 27 a 14 días (Sainz-Hernández et al., 2008; Treerattrakool et al., 2014). 

Sin embargo, la aplicación de la APO se ha ido reduciendo debido a que diversos 

estudios han reportado problemas asociados como consecuencia del desequilibrio 

hormonal resultante de la remoción del complejo COXGS, debido a que este complejo 

también regula otros procesos biológicos como el crecimiento, la muda, el metabolismo, 

la osmolaridad, la aclimatación estacional térmica y la pigmentación (Quackenbush, 

1986; Kannan et al., 2015; Tinikul et al., 2015; Ventura et al., 2017; Subramoniam, 2017a; 

González et al., 2018).  

En general, la APO repercute en los crustáceos en los siguientes ámbitos: (1) 

Reproductivo, se ha descrito una menor supervivencia de los reproductores y sus larvas, 
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así como la disminución de la cantidad de nauplios por desove (Seminario & Saldarriaga, 

2013); (2) Inmune, se postula que causa alteración de las concentraciones de metabolitos 

involucrados en el sistema fenoloxidasa (Dumas & Sainz, 1999) y se ha demostrado que 

participa en la hepatopancreatitis necrotizante (Covarrubias et al., 2006); (3) Bienestar 

animal, se han reportado la generación de estrés (Luis & Aguiar, 2019; Birch et al., 2021;) 

y procesos infecciosos y necrosis a causa de las lesiones en el sitio de corte 

(Uawisetwathana et al., 2011); y en el (4) Metabólico, se describe una variación de la 

concentración de diversos metabolitos en respuesta al aumento de los requerimientos 

energéticos, por ejemplo, glucosa, triglicéridos y proteínas en la hemolinfa (Sainz et al., 

2008).  

Aunado a lo anterior, Lee et al. (2017) realizaron un estudio genómico en donde 

encontraron que la APO también induce el aumento de expresión génica relacionada a 

la respuestas de estrés, y concluyen que este aumento sugiere que el requerimiento de 

energía para transferir moléculas energéticas en el hepatopáncreas a otros órganos es 

mayor en la APO que en la reproducción natural. Este aumento del requerimiento 

energético se traduce en un aumento de la demanda metabólica, el cual induce un 

aumento de la producción y concentración de especies reactivas de oxígeno (EROS) 

provocando estrés oxidativo (Almansa et al., 2020). 

1.4 Estrés oxidativo  

Las especies reactivas de oxígeno (EROS) son radicales libres con electrones 

desapareados en su órbita exterior; debido a esto, son altamente reactivos (Ahmed, 

2005), por lo que, cuando el exceso de producción de EROS se filtra desde las 
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mitocondrias al citoplasma celular, provoca daños a las moléculas lipídicas (formación de 

especies similares a malonaldehído), proteicas (grupos carbonilo no peptídicos) y ácidos 

nucleicos (8-hidroxidesoxiguanosina y otras bases oxidadas) debido a la oxidación 

(Ahmed, 2005) afectando así diversas funciones tanto metabólicas como fisiológicas 

(Livingstone, 2001; Xu et al., 2018). 

Los camarones sintetizan EROS para hacer frente a los factores estresantes 

ambientales (Limón & Gonsebatt, 2009) y como parte normal del metabolismo 

mitocondrial, la producción a nivel mitocondrial es proporcional al consumo de oxígeno y 

la tasa metabólica mitocondrial de los organismos (Paital & Chainy, 2010), en otras 

palabras, se debe al metabolismo aeróbico de los organismos, el cual utiliza el oxígeno 

como aceptor final de electrones en la cadena de transporte de electrones mitocondrial, 

pero también puede generar algunos radicales libres (Ahmed, 2005), así que, cuando 

aumentan las reacciones glucolíticas, aumenta el consumo de oxígeno e inducen una 

mayor producción de EROS como el anión superóxido (O2-), peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y radical hidroxilo (OH-) (Roch, 1999; Bogdan et al., 2000).  

Los organismos han adquirido mecanismos protectores para mantener la homeostasis 

redox (González et al., 2020) y mantener el equilibrio con el nivel más bajo posible de 

EROS en el interior de la célula (Schwarz, 1996; Aruoma, 1998; Holmblad & Soderhall, 

1999) con el mecanismo conocido como preparación para el estrés oxidativo “POS”, el 

cual les permite hacer frente a la sobreproducción de EROS y protegerse de los efectos 

tóxicos de las EROS, a través del sistema antioxidante principalmente, el cual es un 

proceso metabólico que protege a los organismos aeróbicos contra las EROS como 
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sistema captador de radicales libres (Zhang et al., 2009), este proceso incluye 

mecanismos antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, en este último encontramos al 

ácido ascórbico, β-caroteno, glutatión y α-tocoferol (Schwarz, 1996; Aruoma, 1998; 

Holmblad & Soderhall, 1999).  

 El mecanismo oxidante enzimático, se considera como la primera línea de defensa 

contra las EROS (Stohs & Bagchi, 1995; Pal, 1994), este consiste en el aumento de la 

síntesis y secreción de enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa (SOD), la 

glutatión peroxidasa (GPx), la tiorredoxina (TRx), entre otras (Pal, 1994; Tassanakajon et 

al., 2013; Quintaneiro et al., 2015), por la relevancia de estas enzimas, se describirán 

brevemente a continuación. 

Las SOD son metaloenzimas que catalizan la dismutación del radical superóxido por 

lo que puede eliminar los aniones superóxido y desintoxicarlos convirtiéndolos en 

peróxido de hidrógeno y oxígeno. Luego, el peróxido de hidrógeno se transforma en agua 

y oxígeno mediante CAT, GPx o TRx (Bowler et al., 1992; Nordberg, 2001). Existen varios 

tipos de SOD que se diferencian en el metal presente en su sitio activo y en sus 

estructuras primarias y secundarias. Las familias principales son SOD de cobre/zinc 

(Cu/ZnSOD), SOD de manganeso (MnSOD), SOD de hierro (FeSOD) y SOD de níquel 

(NiSOD) (Bowler et al., 1992; Kim et al., 1996). Dentro de la familia de las MnSOD, hay 

dos miembros reportados en crustáceos, una MnSOD mitocondrial (mMnSOD) y una 

MnSOD citoplasmática (cMnSOD) (Brouwer et al., 2003; Cheng et al., 2006; Gómez-

Anduro et al., 2006; Lin et al., 2015). La cMnSOD ha sido caracterizada y reportada por 

primera vez por Gómez et al. (2006) en el camarón L. vannamei. 
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Las GPx pertenecen a una familia de oxidorreductasas, son enzimas reductoras de 

hidroperoxidasa dependientes de selenio que contribuyen a eliminar el hidroperóxido 

lipídico, eliminar el H2O2, reducir el daño de los hidroperóxidos orgánicos, etc. 

(Mouatassim et al., 1999; Koeberle et al., 2020) lo que protege las biomembranas y otros 

componentes celulares del daño oxidativo al catalizar la reducción de una variedad de 

hidroperóxidos, utilizando glutatión como sustrato reductor durante la fagocitosis y/o el 

metabolismo fisiológico (Arthur, 2000; Liu et al., 2004). El ADNc completo de GPx se 

clonó y caracterizó en L. vannamei por Liu et al. (2007) y su nivel de transcripción y la 

actividad de las proteínas aumenta significativamente cuando los camarones son 

sometidos a una invasión de patógenos, lo que sugiere que la GPx podría desempeñar 

un papel importante en la inmunidad y en la reacción de defensa oxidativa de los 

camarones (Fan et al., 2022). 

La TRx (también conocida como TPx), es una peroxidasa importante que puede 

eliminar el hidroperóxido con tioredoxina como donante inmediato de hidrógeno y fue la 

última proteína antioxidante identificada (Lim et al., 1993; Zoon et al., 1994). Son 

proteínas bastante abundantes (Chae et al., 1999) y puede proteger a los organismos 

contra una gran diversidad de tipos de estrés oxidativo, además de regular la 

transducción de señales intracelulares (Kang et al., 2005; Rhee et al., 2005). El ADNc de 

TRx de L. vannamei (LvTRx) fue secuenciado, clonado y expresado por Aispuro et al. 

(2008), quienes encontraron que fue mejor antioxidante en comparación con el glutatión 

reducido y el ácido ascórbico. La expresión del gen LvTRx puede inducirse cuando los 

organismos se enfrentan a estrés oxidativo causado por infección viral, temperatura o 
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estimulación con H2O2, sin embargo, su expresión a nivel de transcripción no cambia 

significativamente cuando los camarones fueron expuestos a hipoxia (Kim et al., 2005; 

Lee et al., 2005). 

Por otro lado, es posible que el sistema antioxidante fisiológico no sea suficiente para 

eliminar o neutralizar la sobreproducción de EROS, y cuando la tasa de neutralización 

por parte del sistema antioxidante es menor a la tasa de producción de EROS, los 

organismos entran en estrés oxidativo, lo que puede ocasionar un daño oxidativo severo 

(Yoshikawa & Naito, 2002; Singaram et al., 2013), el cual puede influir en los niveles de 

esas enzimas antioxidantes (Fei et al., 2020a). Por lo tanto, la evaluación de los niveles 

de enzimas antioxidantes, la actividad enzimática o la expresión de los genes de las 

enzimas antioxidantes se consideran comúnmente marcadores potenciales del estado de 

salud de un camarón (Le Moullac & Haffner, 2000; Rodrıguez & Le Moullac, 2000; Downs 

et al., 2001; Campa et al., 2009). 

Aunque es bien conocido que la respuesta de un organismo a factores estresantes 

fisiológicos y ambientales incluye cambios rápidos en la expresión génica, seguidos de 

la síntesis de proteínas involucradas en la adaptación (Staib et al., 2007), la investigación 

relacionada con la expresión de los genes de las enzimas antioxidantes se centra en la 

clonación y caracterización molecular, por lo tanto, se sabe poco sobre la regulación a 

nivel génica de los sistemas antioxidantes en la respuesta al estrés fisiológico de los 

invertebrados acuáticos (Zhou et al., 2010), a diferencia del estrés provocado por factores 

ambientales, tales como la temperatura (Xu et al., 2018; López-Galindo et al., 2023), 
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fotoperiodo (Fei et al., 2020b), exposición a patógenos (Fan et al., 2022) o compuestos 

tóxicos (Harayashiki et al., 2018). 

La actividad del sistema antioxidante es proporcional con la capacidad de 

desintoxicación (Pinho et al., 2005; Quintaneiro et al., 2015) por lo que su actividad y 

producción ocurre en mayor medida en los órganos con intensas funciones metabólicas 

y desintoxicantes, como lo es el hepatopáncreas en los crustáceos (Pan et al., 2011; 

Wang et al., 2013; Yu et al., 2018; Song et al., 2019), por lo tanto, la evaluación de estrés 

oxidativo en este órgano es relevante para evaluar las técnicas alternativas para el 

mejoramiento reproductivo, tal como se ha evaluado para la APO (Almeida et al., 2004; 

Lee et al., 2017; Almansa et al., 2020), en reproductores antes de implementarlas a nivel 

industria, debido a que el mantenimiento de la salud de los reproductores de L. vannamei 

es particularmente importante para el desarrollo sostenible de la industria (Wang et al., 

2013; Xiaolong et al., 2017). 

1.5 Alternativas para el mejoramiento reproductivo en L. vannamei 

Se han propuesto diversas alternativas a la APO para la inducción de la maduración 

y mejoramiento reproductivo, principalmente en hembras, tales como la terapia hormonal, 

uso de feromonas, RNA de interferencia, mejoramiento genético y la manipulación de 

neurotransmisores (Alfaro et al., 2019).  

Sin embargo, estas alternativas cuentan con limitaciones, tal y como se enlista a 

continuación: la terapia hormonal no ha dado resultados aplicables a nivel industria (Yano 

et al., 1988; Tsukimura & Kamemoto I., 1991); las feromonas no se han caracterizado ni 

estandarizado para L. vannamei (Thiel et al., 2011; Alfaro et al., 2019; Gutiérrez, 2022); 
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mientras que los estudios con RNA de interferencia reportan una respuesta tardía (Feijó 

et al., 2016) por lo que se requiere más investigación para transferir esta tecnología a la 

industria (Alfaro et al., 2019); y el mejoramiento genético tiene diversas aproximaciones 

que aún se encuentran en desarrollo y en su mayoría son a largo plazo (Alfaro et al., 

2019).  

La manipulación de neurotransmisores se ha visto como una alternativa prometedora 

debido a que existen diversos trabajos que describen su estimulo directo en la 

reproducción, por ejemplo, se ha demostrado que la dopamina y la octopamina tienen 

efectos inhibidores sobre los sistemas reproductivos femeninos (Tinikul et al., 2008; 

Tinikul et al., 2011; Nagur et al., 2013; Tinikul et al., 2014), mientras que la leucina 

encefalina (Kishori & Reddy, 2000; Kishori et al., 2012), la hormona concentradora del 

pigmento rojo (Rodríguez et al., 2002) y la serotonina (Tinikul et al., 2008; Nagur et al., 

2013) tienen efectos estimulantes sobre el sistema reproductor femenino. 

De forma particular, Alfaro et al. (2004) propusieron un protocolo para la inducción a 

la maduración y desove, obteniendo resultados similares a la APO, pero con una menor 

mortalidad, por medio de la aplicación de serotonina (5-HT) y espiperona (SPY), 

antagonista del neurotransmisor dopamina (DA), en hembras L. vannamei. 

1.5.1 Serotonina y Dopamina  

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una amina biogénica que funciona como 

un neurotransmisor, neuromodulador y neurohormona, por lo que se le describe como 

'agente promotor de la actividad' en varias especies (Beltz, 1999; Cooper et al., 2003; 

Spitzer et al., 2008) de varios procesos, como el comportamiento social y diferentes 
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actividades fisiológicas sistémicas en los decápodos (Mattson & Spaziani, 1986; Sarojini 

et al., 1995a; Lee et al., 2001; Spitzer et al., 2008). 

En el ámbito reproductivo se le reconoce como una hormona gonadotrófica y se sabe 

que la serotonina induce la maduración de las gónadas en ambos sexos (Siangcham et 

al., 2013). Aunque se desconocen todas las vías de señalización implicadas, se ha 

propuesto que tiene un papel regulador en la secreción de farnesoato de metilo (MF) del 

órgano mandibular (MO) en los decápodos (Nagaraju, 2007; Farhadi et al., 2020;), y a su 

vez se conoce que el MF es un factor que estimula la maduración gonadal de varias 

especies de decápodos, como en P. clarkii (Rodríguez et al., 2002; Laufer et al., 2005;); 

Oziotelphusa senex senex (Reddy et al., 2004.), Sicyonia ingentis (Paran et al., 2010) y 

en L. vannamei (Alfaro et al., 2008). 

La serotonina también estimula la liberación de otras neurohormonas, incluida la 

hormona hiperglucémica de los crustáceos (CHH), la hormona liberadora del pigmento 

rojo (RPDH), la hormona neurodepresora (NDH) y la hormona inhibidora de la muda 

(MIH), la neurohormona del órgano pericárdico y el neuromodulador o neurohormona del 

ganglio (Sarojini et al., 1994).  Además, la 5-HT desempeña otras funciones, tales como 

la migración del pigmento retiniano proximal, estomatogástrico, las respuestas 

conductuales, la osmorregulación y la mecanorrecepción (Fingerman et al., 1994). 

Por otro lado, la dopamina (DA) es una catecolamina que actúa como neurohormona 

y funge como neurotransmisor y neuromodulador, modulando la síntesis y liberación de 

diversas hormonas, tales como la RPDH y la hormona inhibidora de las gónadas (GIH), 

inhibe la síntesis de la GSH, lo que a su vez modula la vitelogenina (Vg) y la hormona de 
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la glándula androgénica (AGH) (Fingerman, 1987, 1997; Tinikul et al., 2009b), y la CHH 

(Sarojini et al., 1995a). También modula diversas respuestas fisiológicas (Chang et al., 

2007). 

De forma general se ha descrito que inhibe la maduración gonadal en los crustáceos 

decápodos Macrobrachium rosenbergii (Ohs et al., 2006; Tinikul et al., 2008; Tinikul et 

al., 2009a), P. clarkii (Sarojini et al., 1995a), L. vannamei (Tinikul et al., 2011, 2014) y 

Penaeus monodon (Nagur Babu et al., 2013). 

No obstante, pocos estudios han investigado los efectos y funciones de estos 

neurotransmisores en la reproducción de los crustáceos decápodos machos (Khalaila et 

al., 2002; Tinikul et al., 2008; Tinikul et al., 2009b), debido a que ha recibido menos 

atención en comparación con el sistema reproductivo femenino en términos de 

morfología, endocrinología y función (Browdy, 1998; Kishori & Reddy, 2000; Perez-

Velazquez et al., 2003; Nagur Babu et al., 2013). Por este motivo, la reproducción de 

machos peneidos aún se considera un desafío en la industria de la acuicultura de 

camarones (Parnes et al., 2004). 

1.6 Neuroendocrinología y morfología reproductiva de machos L. vannamei 

Los neurotransmisores regulan diversos aspectos de las respuestas fisiológicas, la 

reproducción, el crecimiento, la muda, la actividad locomotora, el comportamiento y la 

diferenciación sexual en los decápodos (Kishori & Reddy, 2000; Tinikul et al., 2008). 

Hasta el momento, sólo unas pocas investigaciones han estudiado el papel y las 

consecuencias de los neurotransmisores en el sistema reproductivo masculino de los 

crustáceos decápodos (Sarojini et al., 1995b) y la mayoría de las publicaciones se han 
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centrado en las hembras (Kishori y Reddy, 2000; Tinikul et al., 2008; Tinikul et al., 2011; 

Kishori et al., 2012; Nagur et al., 2013; Tinikul et al., 2014). Sin embargo, para la 

implementación de técnicas de mejora reproductiva, tal como la de la aplicación de 5-HT 

– SPY, es indispensable tener conocimiento sobre lo que se ha descrito en el campo de 

la neuroendocrinología de los machos. 

1.6.1 Neuroendocrinología 

La regulación neuroendocrina de la reproducción y maduración sexual en crustáceos 

decápodos macho está regulada en tres niveles (Okimura, 2004): (1) el sistema nervioso 

central (SNC) y el complejo órgano X-glándula sinusal (COXGS); (2) la glándula 

androgénica y el órgano mandibular; y (3) testículos y caracteres sexuales secundarios 

(Fingerman, 1987; Khalaila et al., 2002; Nagaraju, 2007; Tinikul et al., 2008; Alfaro, 2010; 

Nagur et al., 2013; Alfaro et al., 2016). 

En el primer nivel, el SNC y COXGS tienen acción estimuladora principalmente 

mediante la síntesis y liberación de la 5-HT (Sarojini et al., 1994; Tinikul et al., 2008, 2011; 

Nagur et al., 2013) y acción inhibidora mediante la síntesis y liberación de la DA y la 

octopamina (Nagur et al., 2013; Tinikul et al., 2014;). 

La 5-HT estimula la liberación de una hormona estimulante de las gónadas (GSH) que 

activa la síntesis y liberación de la hormona de la glándula androgénica (AGH) por parte 

de la glándula androgénica (AG), por lo que tiene influencia en el desarrollo testicular y 

espermatogénesis (Sarojini et al., 1994, 1993; Fingerman, 1997; Simeó et al., 2010). Por 

otro lado, la DA inhibe la liberación de GSH y estimula la liberación de la hormona 
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inhibidora de las gónadas (GIH), inhibiendo así la maduración testicular y la 

espermatogénesis (Fingerman, 1997; Simeó et al., 2010).  

Una hormona más en este nivel fue identificada en Penaeus monodon, la llamada 

hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (Ngernsoungnern et al., 2008), la cual se 

clasificó como neurohormona peptídica que regula las funciones reproductivas y no 

reproductivas en vertebrados e invertebrados (Tsai, 2006; Maruska & Tricas, 2011; 

Sherwood & Adams, 2015) y se cree que está involucrada en la regulación de la 5-HT y 

AG, así como posiblemente de la GSH, por lo que de forma indirecta promueve la 

maduración testicular (Poljaroen et al., 2011; Siangcham et al., 2013). Otra 

neurohormona que regula el desarrollo testicular de los crustáceos es la corazonina (Crz) 

(Poljaroen et al., 2011), debido a que bloquea las acciones de los estimuladores 

reproductivos endógenos, que incluyen la GnRH, para inhibir la función AG (Siangcham 

et al., 2013). 

En el segundo nivel, el órgano mandibular (MO) tiene un efecto estimulador directo 

sobre el desarrollo testicular por la acción del farnesoato de metilo (MF) debido a que 

este actúa como gonadotropina y morfógeno, al ser captado por los receptores de MF 

presentes en los testículos (Rotllant et al., 2000; Laufer & Biggers, 2001; Nagaraju et al., 

2003; Nagaraju, 2007; Alfaro et al., 2008), de acuerdo con Fingerman (1997) el RPCH 

estimula la síntesis de MF por parte del órgano mandibular. 

Asimismo, la AG es el órgano endocrino que controla las características primarias y 

secundarias de los machos mediante la síntesis y liberación de la AGH quien es la 

responsable de la desencadenar la maduración testicular, la espermatogénesis 
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(Fingerman, 1997; Alfaro-Montoya & Hernández, 2012), las características sexuales 

masculinas secundarias y el comportamiento masculino (Okuno et al., 1999; Ventura et 

al., 2009; Phoungpetchara et al., 2011). 

La AGH se ha identificado como una hormona glandular androgénica proteica 

(Hasegawa et al., 1987; Sagi & Aflalo, 2005) pero, de igual manera, en crustáceos 

decápodos se han identificado moléculas lipídicas como farnesilacetona y esteroides que 

pueden desempeñar funciones complementarias a AGH (Sagi & Aflalo, 2005)  

Por el lado contrario, el MO está bajo la acción inhibidora de la hormona inhibidora de 

MO de la glándula sinusal (Huberman, 2000; Nagaraju, 2007) que a su vez inhibe de 

forma directa la secreción de AGH (Khalaila et al., 2002). 

Por último, en el tercer nivel, no han demostrado ninguna función endocrina en los 

testículos (Fingerman, 1987, 1997), sin embargo, el sistema reproductivo masculino 

también podría ser una fuente de feromonas inductoras de la maduración ovárica 

(Huberman, 2000). 

1.6.2 Anatomía  

En la especie L. vannamei, como en la mayoría de los crustáceos decápodos, los 

sexos están diferenciados y pueden identificarse por la presencia o ausencia de 

gonópodos. En machos, los gonópodos se encuentran en el primer par de pleópodos 

cerca de los poros genitales, el cual es más grande que el de las hembras y recibe el 

nombre de petasma (Bauer, 1986; Dall et al., 1990; Harlioǧlu, 2016), estos son los 

encargados de transferir los espermatóforos formados en las ampollas terminales del 
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macho al télico de la hembra durante el apareamiento (Dall et al., 1990; Harlıoğlu et al., 

2018). 

De forma general la reproducción de L. vannamei se basa en un modelo de télico 

abierto, con espermatóforos complejos y sin receptáculos seminales en las hembras 

(Peréz, 1975; Bauer & Cash, 1991) y en el género Litopenaeus, se ha caracterizado a la 

anatomía, con la descripción de la glándula accesoria, ámpulas terminales, los testículos 

y ductos deferentes, estos últimos se subdividen en 4 regiones: ducto deferente proximal, 

ducto medio descendente y ascendente, ducto distal (King, 1948; Alfaro, 2013; 

Subramoniam, 2017a, 2017b). 

Los testículos son un par de órganos tubulares retorcidos con alrededor de 8 lóbulos 

ubicados dorsalmente al hepatopáncreas (Fig. 2 A) (Harlıoğlu et al., 2018). Los lóbulos 

testiculares están compuestos por túbulos seminíferos contorneados (Alfaro, 2013), la 

capa externa está formada por tejido conectivo, y dentro de estos están presentes 

diferentes etapas de la espermatogénesis de acuerdo con sus regiones. Cada túbulo 

seminífero tiene tres regiones: (1) Región germinal, en donde se encuentran 

espermatogonias ubicadas en la periferia de los túbulos; (2) Centro espermatogénico, el 

cual está en el centro, es grande y contiene espermatocitos y espermátidas; y (3) Capa 

de células nodrizas, las cuales son alargadas y rodean el centro espermatogénico (King, 

1948; Wikramanayake et al., 1992; Garza-Torres et al., 2009; Alfaro-Montoya et al., 

2017).  
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Figura 2. Sistema reproductor masculino de Litopenaeus vannamei. (A) Ubicación 
anatómica: T testículo, VD vaso deferente, HP hepatopáncreas (modificado de 
Alfaro, 2010). (B) Sistema reproductivo aislado: LT Lóbulos testiculares, VDP 
Vaso deferente proximal, SC saco ciego, VDMA vaso deferente medio 
ascendente, VDMD vaso deferente medio descendente, VDD vaso deferente 
distal, AT Ampolla terminal, DB Ductos blanquecinos (modificado de Martínez et 
al., 2013). 

Los conductos deferentes se originan en la parte posterior del testículo (Fig. 2 A) 

(Harlıoğlu et al., 2018) y tienen una función de acuerdo con sus regiones (Fig. 2 B). El 

conducto deferente proximal transporta espermátidas sin púas desde los testículos hacia 

el conducto deferente medial ascendente. Las capas primaria y secundaria de 

espermatóforos se sintetizan en los conductos deferentes ascendentes y descendentes, 

respectivamente (Ro et al., 1990; Bauer & Cash, 1991). 

La ampolla terminal es histológicamente compleja, con cámaras separadas para el 

ensamblaje de subunidades adicionales de espermatóforo: placa dorsal, alas, masa 

glutinosa y adhesivo (Talbot et al., 1989) y se abre al exterior a través de un gonóporo en 

la base del quinto par de pereiópodos (Ventura et al., 2009; Phoungpetchara et al., 2011). 
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En las glándulas accesorias encontramos a la AG, la cual es una masa celular no 

neural similar a un cordón, que está asociada a la ampolla terminal y se extiende a lo 

largo de la región distal de los conductos deferentes descendentes (Fingerman, 1997; 

Campos et al., 2006; Garza et al., 2009; Alfaro & Hernández, 2012; Vázquez et al., 2014). 

1.7 Maduración sexual 

La maduración sexual comienza en los conductos seminíferos del testículo y finaliza 

en las ampollas terminales con la formación de la espiga acrosómica. Alfaro et al. (2017) 

propusieron un modelo de maduración sexual masculina de tres niveles independientes: 

(1) Maduración testicular, espermatogénesis; (2) Maduración del conducto deferente, 

maduración espermática; y (3) Síntesis de espermatóforos (Fig. 3), el cual fue utilizado 

por Ceballos et al. (2003) para explicar sus hallazgos sobre la calidad de los 

espermatóforos de L. vannamei cultivados en estanques; además de los niveles 

mencionados, otro sucede en las hembras: maduración final y capacitación de 

espermatozoides (Alfaro, 2010). 
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Figura 3. Modelo propuesto para la maduración sexual masculina y la 
capacitación espermática de Litopenaeus basado en Alfaro et al. (2007), Alfaro & 
Lozano, 1993, y modificado de Alfaro et al (2017). 

1.7.1 Nivel 1. Maduración testicular 

Este nivel ocurre en los túbulos seminíferos e incluye la espermatogénesis en los 

testículos, un proceso que comprende la diferenciación de las espermatogonias a 

espermátidas tardías en los túbulos seminíferos y se caracteriza por la descondensación 

de la cromatina, la ruptura de la envoltura nuclear, la reducción del citoplasma mediante 

la degeneración de los orgánulos y desarrollo de la vesícula acrosómica (Alfaro et al., 

2017). 

1.7.1.1 Espermatozoides 

Los espermatozoides de los crustáceos decápodos son diferentes de los 

espermatozoides de otros animales. Tienen una o más estructuras de púas en lugar de 
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flagelos por lo que se dividen comúnmente en dos grupos: multistelados o unistelados, 

los espermatozoides unistelados son típicos de Penaeidae (Clark et al., 1981; Braga et 

al., 2013; Camargo et al., 2017). 

Además, los espermatozoides de L. vannamei tienen un diámetro del cuerpo entre 3 

a 4 μm y están compuestos por un apéndice inmóvil solitario alargado discontinuo con el 

núcleo (Griffin et al., 1988) también llamada espina (Alfaro et al., 2007) y un cuerpo 

principal, el cual, desde un punto de vista ultraestructural, está formado por 4 regiones: 

(1) Acrosomal, la cual abarca la espina y la cápsula acrosomal o capa hemisférica; (2) 

Subacrosomal, malla filamentosa o fibrilar; (3) Nuclear, la cual incluye la cromatina no 

condensada; y (4) Borde hemisférico, compuesto de partículas citoplasmáticas  

(Dougherty & Dougherty, 1989; Jamieson, 1994; Alfaro et al., 2007; Tudge et al., 2014; 

Alfaro et al., 2017). 

1.7.1.2 Espermatogénesis  

La espermatogénesis es un proceso sincronizado en las regiones del túbulo 

seminífero pero asincrónico en túbulos adyacentes, abarca desde las espermatogonias 

y su maduración gradual de espermatocitos primarios, secundarios, espermátidas 

tempranas, medias, en los testículos, avanzadas y espermatozoides en ductos 

deferentes y ampollas terminales, respectivamente (King, 1948; Chow et al., 1991; Alfaro, 

2013; Alfaro et al., 2017). En la Tabla 1 se enlistan y describen estas células con más 

detalle. 

La diferenciación de las espermatogonias en espermátidas tardías mediante 

divisiones meióticas se observa dentro de los túbulos seminíferos y se resume en cuatro 
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procesos: (1) Descondensación de la cromatina, la cual es precedida por la condensación 

de las espermatogonias a los espermatocitos secundarios y, luego, la descondensación 

gradual en las etapas más avanzadas; (2) Ruptura de la envoltura nuclear, lo que resulta 

en la mezcla del contenido del nucleoplasma y citoplasmático; (3) Reducción del 

citoplasma y degeneración de orgánulos, lo que resulta en abundantes vesículas en las 

primeras espermátidas; y (4) Formación del acrosoma, comenzando con la fusión de las 

vesículas citoplasmáticas (Alfaro, 2010; Alfaro et al., 2017). 

Tabla 1. Células involucradas en la espermatogénesis de Litopenaeus vannamei (Chow et al., 
1991; Alfaro, 2013; Alfaro et al., 2017). 

Célula Tamaño (μm) Características morfológicas 

Espermatogonia 
D: 10 - 11 
DN: 7.4 ± 0.3 

● Célula de forma ovalada. 
● Un núcleo con un nucléolo grande. 
● El citoplasma tiene mitocondrias y pequeños cuerpos densos en 

electrones en la periferia de la superficie nuclear. 
● Las células epiteliales de soporte con núcleos elongados las rodean. 

Espermatocitos 
primarios 

D: 10 - 12 
DN: 7.5 ± 1.3 

● Células esféricas. 
● Núcleo compuesto principalmente de cromatina basófila no 

condensada. 
● Citoplasma con mitocondrias y ribosomas abundantes, y 

mayoritariamente ocupado por el retículo endoplasmático rugoso, 
proliferando paralelo a la envoltura nuclear.  

● Vesícula densa en electrones unida a una membrana eosinófila, 
incrustada en las vesículas del retículo endoplasmático y ubicada cerca 
de la región nuclear. 

● En diversas fases de meiosis I 

Espermatocitos 
secundarios 

D: 5 - 11  
DN: 3.4 ± 0.2 

● Células altamente condensadas. 
● Núcleo homogéneo compacto y basófilo, con la cromatina limitada por 

la envoltura. 
● Región citoplasmática, retículo endoplásmico rugoso y el número de 

mitocondrias se reducen, con un aumento de vesículas. 
● La vesícula densa en electrones está ausente. 
● Completan la meiosis II. 
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Espermátidas 
tempranas 

DN: 4.3 ± 0.0 

● Núcleos esféricos con cromatina condensada con un patrón granular 
por presencia de heterocromatina. 

● Región citoplasmática con hebras de retículo endoplásmico rugoso con 
abundantes ribosomas asociados a la envoltura nuclear. 

● Presencia ocasional de tipo Golgi y mitocondrias. 
● Vesícula pro-acrosomal transparente presente. 
● Acrosoma ausente. 

Espermátidas 
intermedias o 
medias 

ND 

● Núcleo compacto con cromatina condensada, e inicio de la 
descondensación, por lo que se presentan dos regiones laterales. 

● Citoplasma reducido con la presencia reducida de cuerpos tipo Golgi, 
retículo endoplásmico rugoso y mitocondrias. 

● Vesícula acrosómica acidófila, formada mediante la fusión de las 
vesículas proacrosomales, con un granulo anterior. 

● Ruptura de la envoltura nuclear, el contenido nuclear se mezcla con el 
citoplasma en algunas áreas. 

Espermátidas 
tardías o 
avanzadas 

ND 

● Núcleo compuesto por cromatina descondensada de aspecto floculento 
y rodeado posterolateralmente por una fina banda citoplasmática.  

● El citoplasma perinuclear con patrón granular compuesto por algunas 
mitocondrias y abundantes vesículas.  

● La vesícula acrosómica con forma ligeramente cóncava interna con una 
protuberancia apical incluye la cápsula acrosómica y el gránulo 
anterior. 

● Presencia de casquete acrosómico con dos casquetes acrosómicos 
laterales con material heterogéneo granulado, y un casquete central 
homogéneo.  

Donde D, es diámetro, DN es diámetro nuclear, ND, sin datos.   

La espermatogénesis avanza en los túbulos seminíferos hasta la mitad de la etapa 

espermátida, las espermátidas avanzadas son colectadas en ductos seminíferos 

pequeños, que gradualmente se integran en los conductos deferentes, esta masa 

espermátida es transportada a lo largo de los conductos deferentes, siendo envuelta y 

almacenada en la ampolla terminal, formando el espermatóforo que será expulsado a 

través de los gonópodos (Chow et al., 1991; Parnes et al., 2006; Garza et al., 2009; Alfaro, 

2013). 

1.7.2 Nivel 2. Maduración en el conducto deferente 

La maduración de los espermatozoides en el conducto deferente comienza cuando 

las espermátidas tardías se transfieren a los conductos seminíferos y termina con la 
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formación de la espiga acrosómica en las ampollas terminales donde los espermatóforos 

contienen espermatozoides maduros. Se caracteriza por el desarrollo de nuevas 

estructuras, como la región subacrosomal y las partículas laterales densas en electrones 

del gránulo anterior que se acompaña de una expansión del gránulo anterior hacia la 

capa acrosómica central (Alfaro, 2010; Alfaro et al., 2017). 

Particularmente, en el conducto deferente medio ascendente comienza la 

polimerización de la espina, la cual se reconoce como una estructura típica acidófila, por 

otro lado, en el conducto descendente se muestra la cápsula semiesférica o acrosomal 

definidamente, además de la compactación del núcleo en la región posterior de la 

espermátida (Alfaro, 2013). 

1.7.3 Nivel 3. Síntesis de espermatóforos 

Los espermatozoides de los camarones peneidos son transportados a lo largo del 

conducto deferente como una masa compacta, empaquetados en varias capas de tejido 

y almacenados en la ampolla terminal, formando el espermatóforo (Dall et al., 1990; 

Leung & Lawrence, 1991; Bauer & Cash, 1991; Alfaro, 2010). La concentración y 

distribución de estos espermatozoides pueden variar en el espermatóforo dependiendo 

de las características reproductivas de cada especie de peneido. En L. vannamei los 

espermatozoides se encuentran en el centro del espermatóforo (Bauer & Cash, 1991; 

Beirão et al., 2019). 

Las células observadas en las ámpulas terminales y el espermatóforo están 

compuestas por un cuerpo principal esférico y, desde el acrosoma, se extiende un único 

apéndice llamado espiga, la cual se encuentra con elongación completa (Alfaro, 2013). 
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Los espermatozoides se caracterizan por la presencia de cromatina en estado 

descondensado, pero con un patrón fibroso formado por una red granular y filamentos, 

de igual manera se observa una banda citoplásmica perinuclear sin cambios, así como 

una concavidad interna de la vesícula acrosómica más evidente, esta vesícula está 

compuesta por una región subacrosomal, una tapa acrosómica y una espiga, sin el 

granulo anterior. La región subacrosomal se observa extendida e incluye dos regiones: 

una red filamentosa y una zona clara (Alfaro et al., 2017). 

A pesar de que los espermatozoides de las ámpulas terminales y espermatóforos 

muestran elongación completa de las espinas y una estructura completa, los 

espermatozoides continúan su maduración y capacitación luego de la copula en el télico 

de las hembras (Aungsuchawan et al., 2011; Alfaro et al., 2007). 

1.7.3.1 Generalidades del espermatóforo 

En especies que tienen fertilización externa, como los peneidos, el espermatóforo 

cubre y protege a los espermatozoides hasta la fertilización, por lo que su estructura es 

compleja debido a que debe proteger a los espermatozoides de la exposición a factores 

ambientales (Subramoniam, 1995; Subramoniam, 2017c). 

El espermatóforo se describe como una cápsula que se forma a partir de una 

sustancia celular producida por el epitelio secretor de los conductos deferentes. Su forma 

es acorde a la forma y la contracción de la luz de los conductos deferentes y la 

composición de las sustancias celulares en las capas de los espermatóforos (Harlıoğlu et 

al., 2018).  
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Hasta la fecha se han clasificado tres tipos de espermatóforos en los decápodos, el 

tipo de espermatóforo tubular complejo con varias capas construidas a partir de una 

sustancia acelular presente en forma de columna interrumpida con estructuras accesorias 

para la unión externa al télico femenino es el que corresponde al de los camarones 

peneidos (Peréz-Farfante, 1975; Alfaro, 2010; Harlıoğlu et al., 2018). 

La renovación de los espermatóforos en L. vannamei depende principalmente de tres 

mecanismos: (1) Muda, la cual implica la degradación interna de los espermatóforos 

durante las 12 h previas a la muda, posiblemente por procesos de degradación de la 

matriz acelular y fagocitosis de los espermatozoides y se produce de forma cíclica cada 

dos semanas dependiendo del tamaño de los machos (Parnes et al., 2006; Heitzmann & 

Diter, 1993); (2) Apareamiento; y (3) Deterioro del espermatóforo, consecuencia de las 

condiciones de cultivo (Alfaro et al., 2017).  

El deterioro del espermatóforo es una condición que implica la falta de renovación por 

muda o apareamiento, causada por la acción de patógenos, estrés o infiltración 

hemocítica por extracción manual repetida, y consiste en la generación de nuevos 

espermatóforos normales después del deterioro completo de los espermatóforos antiguos 

en donde estos toman un color marrón (melanización) y sigue su deterioro completo hasta 

su degradación (Dougherty & Dougherty, 1989; Heitzmann & Diter, 1993; Parnes et al., 

2006; Braga et al., 2018a).   

Esta melanización es causada por un proceso inflamatorio caracterizado por una 

infiltración hemocítica, presente alrededor e insertada en el tejido conectivo, a pesar de 
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que esta infiltración no es observable en la masa espermática, la calidad del esperma si 

se ve afectada (Braga et al., 2018a). 

Esta condición se ha descrito en diferentes ambientes de cultivo y tanques de 

producción (Alfaro & Lozano, 1993; Parnes et al., 2006), por lo que Diamond et al. (2008) 

propusieron que el deterioro del espermatóforo es una adaptación al cautiverio ya que no 

se han reportado casos de melanización en la naturaleza. 

1.8 Calidad del espermatóforo y espermática  

El control de la reproducción masculina es un asunto importante en la industria de la 

acuicultura de crustáceos, al representar el 50% del éxito del cultivo, y uno de los 

principales factores que afectan la eficiencia reproductiva masculina es la calidad del 

esperma (Harlıoğlu et al., 2018), por esta razón la calidad del esperma ha recibido una 

consideración cada vez mayor y es una prioridad para muchos investigadores y en el 

desarrollo de empresas biotecnológicas (Leung & Lawrence, 1985; Meunpol et al., 2005; 

Bugnot & López, 2009). 

Desde la perspectiva de la biología, la calidad del esperma es la capacidad del 

espermatozoide para fertilizar un óvulo y producir una progenie normal (Bobe & Labbé, 

2010), por lo que la calidad del esperma puede evaluarse mediante cualquier parámetro 

o biomarcador directamente asociado con la capacidad de fertilización del esperma 

(Harlıoğlu et al., 2018), uno de los parámetros más comúnmente utilizado para determinar 

la calidad del esperma en camarones peneidos es la calidad de los espermatóforos 

(Braga et al., 2010), inclusive este ya es un factor decisivo para el éxito de la inseminación 
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artificial, y también se utiliza como uno de los criterios de selección por parte de los 

criadores de reproductores (Leung & Lawrence, 1985; Ceballos et al., 2003). 

La calidad del espermatóforo y espermática de los crustáceos decápodos se 

determina analizando diferentes parámetros, principalmente el peso de los 

espermatóforos, recuento de espermatozoides, porcentaje de espermatozoides vivos y 

porcentaje de espermatozoides anormales (;Leung & Lawrence, 1987; Parnes et al., 

2004; Alfaro, 2013), y de los últimos en añadirse a esta lista han sido los siguientes: 

número de espermatozoides en el conducto deferente, viabilidad del esperma, reacción 

acrosómica, tamaño del espermatóforo, melanización y tasa de ausencia de 

espermatóforo y contenido energético del espermatóforo (Harlıoğlu et al., 2018). 

Sin embargo, para los crustáceos decápodos algunos biomarcadores requieren 

análisis bioquímicos avanzados y costosos equipos de laboratorio y/o disponibilidad de 

huevos (éxito de la fertilización) (Harlıoğlu et al., 2018), mientras que otros, se realizan 

por metodologías más accesibles como el método gravimétrico, para el peso de los 

espermatozoides, mediante inspección visual (melanización o ausencia de 

espermatóforo) o protocolos con microscopia electrónica (Alfaro, 1996; Ceballos et al., 

2004; Braga et al., 2010; Duangjai et al., 2023). 

Lo descrito para el conteo del número total de espermatozoides consiste en la 

extracción de los espermatóforos para posteriormente homogenizarlos en una solución 

salina fisiológica libre de calcio. La concentración de esperma se calcula insertando una 

muestra de la suspensión homogeneizada en un hemocitómetro y la concentración de 

espermatozoides se obtiene por medio de un proceso de recuento celular estándar 
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mediante microscopía óptica (Meunpol et al., 2005; Coman et al., 2007; Braga et al., 2010; 

Braga et al., 2018b). 

Por otro lado, se han aplicado técnicas colorimétricas, como la tinción de azul tripán 

(Leelatanawit et al., 2014; Braga et al., 2018b) o eosina-nigrosina (Uberti et al., 2014; 

Castelo et al., 2015), para evaluar la integridad de la membrana celular y así estimar el 

porcentaje de espermatozoides vivos y muertos mediante su observación bajo un 

microscopio óptico. Además, se ha descrito recientemente la citometría de flujo como una 

técnica más sensible y menos susceptible a errores manuales en comparación con la 

microscopía óptica (Lezcano et al., 2004; Uberti et al., 2014), sin embargo, esta 

herramienta es poco accesible para algunos laboratorios. 

1.8.1 Extracción de espermatóforos  

El término “extracción de espermatóforo” se refiere al método de recolección de 

espermatóforo para una posterior colecta del esperma en camarones peneidos. Este 

método se utiliza para evaluar la calidad del esperma para ensayos de rendimiento 

reproductivo, el desarrollo de protocolos de refrigeración y criopreservación, inseminación 

artificial, entre otros; y se han descrito dos procedimientos: (1) Extracción manual del 

espermatóforo, la cual se realiza presionando suavemente la región latero ventral de las 

coxas del quinto par de pereiópodos  (Peixoto et al., 2004; Nakayama et al., 2008); y (2) 

Extracción eléctrica, esta consiste en la aplicación de un ligero estímulo eléctrico de 4.5 

a 9 V en la misma zona cerca de los gonoporos que la extracción manual (Sandifer et al., 

1984; Pratoomchat et al., 1993; Nakayama et al., 2008). 
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La extracción manual es un procedimiento sencillo, con la ventaja de aplicarse más 

directamente en el punto de extracción del espermatóforo, sin embargo, el éxito de su 

aplicación depende de la experiencia, habilidad y capacidad del ejecutor para reducir el 

tiempo requerido para manipular el organismo durante este proceso. El método eléctrico 

tiene la ventaja de ser rápido y eficiente independientemente de la experiencia del 

operador, pero puede tener efectos nocivos en la calidad del esperma de los 

espermatóforos regenerados y causar estrés en el animal por el paso de la corriente 

eléctrica por todo su cuerpo (Rosas et al., 1993; Nakayama et al., 2008). 

Ambos métodos de extracción pueden provocar daños en el sistema reproductor 

masculino si se realizan incorrectamente, lo que podría comprometer la calidad de los 

espermatóforos regenerados tras múltiples extracciones en el mismo macho dando lugar 

a un proceso de melanización que puede provocar una disminución del número de 

espermatozoides (Alfaro & Lozano, 1993; Pascual et al., 1998a).  

Pero de acuerdo con lo descrito por Nakayama et al. (2008) en Farfantepenaeus 

paulensis, para la reutilización de machos después de la extracción inicial del 

espermatóforo, el método manual es más adecuado para mantener el número de 

espermatozoides, el peso del espermatóforo, el peso corporal y el índice 

espermatosomático después de la regeneración. Braga et al. (2014) respalda esta 

recomendación, quien sostiene que se formaron espermatóforos de calidad similar en 16 

días sin muda y en 24 h con muda después de la extracción manual en F. paulensis; 

asimismo, Beirão et al. (2019) describió que en F. paulensis se observaron disminuciones 

significativas (P > 0.05) en el peso corporal, el peso de los espermatóforos y el índice 



30 

 

espermatosomático (ESI) al final del período experimental mediante el uso de 

estimulación eléctrica. 

1.9 Reproducción inducida en machos L. vannamei 

La producción de esperma y la calidad y madurez del sistema de reproducción 

masculino en crustáceos decápodos machos se ve afectada por numerosos factores, 

tanto externos como internos (Nagabhushanam & Kulkarni, 1981; Pérez-Velázquez et al., 

2001; Yamaguchi et al., 2008; Braga et al., 2010). Los externos son los contaminantes 

ambientales, la temperatura del agua, el cautiverio, el fotoperiodo, la salinidad, el estrés, 

las enfermedades, la edad, el tamaño de los machos y la nutrición de los reproductores 

(Pascual et al., 1998a; Ceballos et al., 2003; Bugnot & López, 2009; Wang et al., 2011; 

Harlioǧlu et al., 2013); mientras que los internos son el sistema endocrino y las hormonas 

(Leung & Lawrence, 1985; Alfaro, 1996; Nagaraju et al., 2003; Alfaro et al., 2008). 

Los factores internos se han logrado manipular para inducir y mejorar la reproducción 

mediante diversos procedimientos tales como la ablación del pedúnculo ocular y la 

aplicación de hormonas o neurotransmisores (Pérez-Velázquez et al., 2001; Nagaraju et 

al., 2003; Alfaro et al., 2008; Lewis & Ford, 2012; Harlıoğlu et al., 2018). 

Hasta el momento, en machos L. vannamei se han realizado los procedimientos que 

se enlistan a continuación: (1) Ablación uni y bi-lateral del pedúnculo ocular, este indujo 

una mejora significativa en el recuento y viabilidad de los espermatozoides, así como un 

aumento en calidad y balance energético de los espermatóforos (Leung & Lawrence, 

1985; Salvador et al., 1988; Vázquez et al., 2013); (2) Ablación de las glándulas 

androgénicas, la cual incide directamente en la espermatogénesis (Alfaro et al., 2016); 
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(3) La aplicación de la hormona juvenil III y farnesoato de metilo, los cuales influyeron 

positivamente en el recuento y anomalías de espermatozoides (Alfaro et al., 2008); y (4) 

La aplicación de 17α–Metiltestosterona y 17 α –Hidroxiprogesterona, la cual mejoró el 

recuento de espermatozoides y peso de los espermatóforos y redujo las anomalías de 

los espermatozoides (Alfaro, 1996). 
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Capítulo 2: Evaluación del efecto de Serotonina y Espiperona en la 
calidad espermática y estrés oxidativo del camarón blanco del Pacifico, 
Litopenaeus vannamei, tras sucesivas extracciones del espermatóforo 

 

2. Antecedentes  

2.1 Efectos reproductivo de la aplicación de 5-HT y el antagonista de la DA, 

SPY 

Diversos estudios han informado que la 5-HT es estimulante mientras que la DA inhibe 

el desarrollo gonadal en ambos sexos de crustáceos decápodos (Kulkarni & Fingerman, 

1992; Fingerman et al., 1994; Sarojini et al., 1993, 1994, 1995b; Fingerman, 1997; Alfaro 

et al., 2004; Wongprasert et al., 2006; Tinikul et al., 2008; Poljaroen et al., 2011). La 

mayoría de los estudios reproductivos se han centrado en los efectos de la administración 

de 5-HT en decápodos hembras, por ejemplo, la inyección de 5-HT induce la maduración, 

el crecimiento ovárico y el desove en diversas especies. 

Kulkarni & Fingerman (1992) describieron que la 5-HT aumentaba el índice ovárico y 

el tamaño de los ovocitos en Uca pugilator, resultados similares fueron reportados para 

Procambarus clarkii donde la inyección de 5-HT indujo maduración ovárica (Kulkarni et 

al., 1992; Sarojini et al., 1995a), mientras que para Penaeus monodon, Nagur et al. (2013) 

describieron que, además de la maduración ovárica, el desove obtenido era de excelente 

calidad. Además, Alfaro et al. (2004) sugirieron que la combinación de SPY y 5-HT no 

sólo induce el desove y la maduración, sino que también induce la liberación de 

feromonas en el agua, lo que induce la maduración. De manera similar, Vaca & Alfaro, 
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(2000) demostraron que la maduración en L. vannamei podía inducirse incluso con una 

única inyección de 5-HT en una dosis de 50 µg/g de peso corporal. Además, Zacharia & 

Kakati, (2004) investigaron el efecto de la inyección de 5-HT en la estructura histológica 

de los ovarios en hembras Fenneropenaeus merguiensis. Estos autores encontraron que 

la inyección de 5-HT aceleró el desarrollo de los ovarios y aumentó el índice 

gonadosomático. Por último, Aktaş & Kumlu, (2005) encontraron resultados similares en 

Penaeus semisulcatus. 

De manera similar, en los decápodos machos, se han encontrado acciones agonistas 

por parte de 5-HT. Por ejemplo, en P. clarkii (Sarojini et al., 1994) y Macrobrachium 

rosenbergii (Poljaroen et al., 2011; Siangcham et al., 2013) aumenta el desarrollo de los 

testículos (aumentando el índice testicular (IT) el diámetro de los túbulos seminíferos y 

proliferación de celular germinales), aumenta el tamaño de AG, promueve la proliferación 

de células AG y la producción de factor de glándula androgénica similar a la insulina 

(IAG), de forma similar Farhadi et al. (2020) describe que dosis de 10 µl g p.c.-1 de 5-HT 

aumentan significativamente la producción de espermatozoides, el IT, índice 

hepatosomático (IHP), índice del vaso deferente (VDI) e índice gonadosomático (GSI) en 

machos de P. leptodactylus  y proponen que hay una respuesta dosis-dependiente, tal y 

como lo había propuesto Sarojini et al. (1993) para Uca pugilator. Por otro lado, en un 

estudio realizado por Alfaro-Montoya & Vega (2011) mencionan que la aplicación de 5-

HT no indujo ninguna mejora en la calidad de los espermatóforos de L. stylirostris y L. 

vannamei. 
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Ahora bien, la DA tiene efectos opuestos a la 5-HT, tanto en machos como en 

hembras, lo que sugiere que estos dos neurotransmisores desempeñan funciones 

opuestas en el control de la espermatogénesis y la maduración testicular en los machos 

(Tinikul et al., 2011; Siangcham et al., 2013), así como en la ovogénesis y el desarrollo 

ovárico en las hembras (Sarojini et al., 1996; Chen et al., 2003; Tinikul, et al., 2008, 2009a, 

2009b), además, se encuentra distribuido en el sistema nervioso de Pacifastacus 

leniusculus (Laxmyr, 1984), L. vannamei (Tinikul et al., 2011), P. clarkii (Mercier et al., 

1991; Álvarez et al., 2020), y M. rosenbergii (Tinikul et al., 2009a). Por lo que su inhibición 

por medio de un antagonista como la espiperona (SPY) ha dado resultados agonistas al 

desarrollo y maduración gonadal en crustáceos hembra, tal y como lo describe Greco et 

al. (2002) para P. clarkii, Zapata et al. (2003) para Chasmagnathus granulata, Alfaro et 

al. (2004) para L. vannamei, y Tinikul et al. (2009b) para M. rosenbergii. 

Por otro lado, existen dos estudios con resultados contradictorios del uso de SPY en 

crustáceos decápodos machos, en el primero (Sarojini et al., 1995c) describen que el uso 

de SPY indujo la maduración testicular en U. pugilator, mientras que Alfaro-Montoya & 

Vega (2011) reportaron que la inyección de SPY en combinación con 5-HT en L. 

stylirostris, L. vannamei y P. occidentalis, indujo algún grado de respuesta sexual 

negativa. 

2.2 Expresión de genes inducidos por la aplicación de 5-HT y SPY 

Hasta el momento, no existe algún estudio respecto a la inducción de la expresión de 

algún gen por la aplicación de 5-HT y/o SPY. Sin embargo, se ha descrito que 5-HT podría 

inducir la expresión del gen de la vitelogenina (vg) y sus receptores (vgr), además de 
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genes implicados en la maduración del ovocito (cdc2 y ciclina B) en Penaeus indicus 

(Tomy et al., 2016). De igual manera, machos M. rosenbergii a los que se les aplicó 5-HT 

mostraron una proliferación de células germinales (Poljaroen et al., 2011; Siangcham et 

al., 2013), por lo que es posible que el gen LvDmc1, el cual es un gen que se expresa 

abundantemente en espermatogonias (Okutsu et al., 2010), también este regulado por 5-

HT. 

Por el lado de vista metabólico, Lee et al. (2017) realizaron un estudio transcriptómico 

en hembras L. vannamei con APO, donde encontraron un aumento de genes que sugiere 

un mayor requerimiento de energía para transferir sustratos de energía en el 

hepatopáncreas como resultado del estrés agudo inducido por la APO, por lo tanto, si la 

aplicación de 5-HT y SPY provocan un estrés producto de un aumento de las reacciones 

glucolíticas, es probable que se observe la expresión de algún gen relacionado al estrés 

oxidativo, tal como LvcMnSOD, LvGPx o LvTRx. 

Justificación 

Para poder implementar protocolos de mejoramiento reproductivo en una especie es 

necesario caracterizar sus efectos en ambos sexos, puesto que el éxito reproductivo 

depende de la respuesta de ambos. Por lo que en el caso del protocolo de la 

administración de 5-HT y SPY, donde ya se ha demostrado ser una alternativa a la APO 

viable en hembras L. vannamei, es crucial examinar los efectos de la administración de 

este protocolo principalmente en la calidad espermática y estrés oxidativo de los machos 

L. vannamei antes de implementar esta técnica a nivel industria para cumplir con los 
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estándares internacionales del cultivo de camarón y evitar impactos negativos en el 

mejoramiento de la etapa de reproducción controlada. 

Hipótesis 

Machos L. vannamei tratados con el protocolo de manipulación de serotonina (5-HT) 

y espiperona (SPY) mediante cuatro inyecciones consecutivas con 5-HT y SPY (5-HT – 

SPY) presentarán mejor calidad espermática (tasa de ausencia de espermatóforos, tasa 

de espermatóforos melanizados, peso del espermatóforo, número total de 

espermatozoides y tasa de espermatozoides muertos) inclusive después de sucesivas 

regeneraciones de los espermatóforos inducidas mediante su extracción manual. Así 

mismo, al final de dicho protocolo, se observarán niveles de expresión altos de genes 

relacionados a la espermatogénesis (LvDmc1) en el testículo y niveles bajos de genes 

de respuesta a estrés oxidativo (LvTRx, LvcMnSOD y LvGPx) en el hepatopáncreas. 
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Objetivos 

Objetivo general  

Evaluar los efectos de un protocolo de manipulación de serotonina y dopamina 

mediante la inyección de serotonina y espiperona (5-HT – SPY) en la calidad espermática 

y los niveles de expresión de genes relacionados a la espermatogénesis y estrés 

oxidativo de machos L. vannamei después de regeneraciones sucesivas de los 

espermatóforos inducidas por su extracción manual.  

Objetivos específicos  

a. Evaluar la calidad espermática de machos inyectados con 5-HT – SPY a lo 

largo de cuatro regeneraciones sucesivas de los espermatóforos. 

b. Evaluar el nivel de expresión del gen LvDmc1 (Homólogo L. vannamei 

DNA meiotic recombinase 1) en testículo a través de PCR en tiempo real. 

c. Evaluar los niveles de expresión de los genes LvTRx (L. vannamei 

Thioredoxin), LvcMnSOD (L. vannamei Cytoplasmatic Manganese 

Superoxide Dismutase) y LvGPx (Glutathione Peroxidase) involucrados en 

el proceso de estrés oxidativo en hepatopáncreas de machos a través de 

PCR en tiempo real.  
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Introducción 

De acuerdo con la FAO (2020), el cultivo de L. vannamei es una de las industrias 

más importantes a nivel mundial al aportar el 52.9% de la producción acuícola de 

crustáceos, y se prevé que siga creciendo esta producción debido a que es parte del 

objetivo 14 del Plan de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030 de la ONU, el cual 

propone impulsar la acuacultura gracias a que esta ofrece diversas oportunidades para 

reducir el hambre y mejorar la nutrición, aliviar la pobreza, generar crecimiento económico 

y salvaguardar el ecosistema marino (ONU, 2015). Sin embargo, para que exista este 

crecimiento, el cultivo debe ser más eficiente y estar acorde a los lineamientos 

internacionales, lo cual se logrará con la aplicación de innovaciones tecnológicas acordes 

a los nuevos lineamientos en puntos clave o de mejora del cultivo en concordancia al 

bienestar animal (Kumaran et al., 2017; Birch et al., 2021; FAO, 2020; Albalat et al., 2022; 

Pimentel et al., 2022). 

Asimismo, al ser nombrados los crustáceos decápodos como seres sintientes por 

parte del Parlamento británico, a partir de la revisión publicada por Birch et al. (2021), se 

enfatizó la necesidad de técnicas para el mejoramiento de la reproducción acorde al 

bienestar animal, tales como la terapia de hormonas, feromonas, RNA de interferencia, 

la inversión sexual, la hibridación, la fertilización in vitro mejoramiento genético y la 

manipulación de neurotransmisores (Tsukimura & Kamemoto I., 1991; Feijó et al., 2016; 

Alfaro et al., 2019; Gutiérrez, 2022), siendo obsoletas técnicas invasivas como la ablación 

del pedúnculo ocular (APO) la cual ha sido la técnica más extendida y efectiva, al ser un 
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procedimiento simple y efectivo, esto debido a que proporciona tasas de maduración y 

desove mayores a la reproducción natural (Palacios et al., 1999).  

De las técnicas anteriormente descritas, destaca la manipulación de 

neurotransmisores con serotonina (5-HT) y espiperona (SPY), antagonista del 

neurotransmisor dopamina (DA), al ser una técnica exitosa en hembras L. vannamei al 

obtener una inducción de la maduración y rendimiento de nauplios similar a lo obtenido 

con la APO (Alfaro et al., 2004). Sin embargo, esta técnica, así como las anteriormente 

mencionadas, se han centrado en el desempeño reproductivo de las hembras, con poca 

atención al desempeño reproductivo de los machos, a pesar de que la contribución 

genética paterna es fundamental para lograr altas tasas de fertilización y producir 

descendencia de buena calidad (Aquino et al., 2022; Duangjai et al., 2023). 

Al respecto, solo se han realizado dos estudios en machos, el primero fue realizado 

por Sarojini et al. (1995c) con Procambarus clarkii donde encontraron que los machos 

tratados con la aplicación de 5-HT y SPY, presentaron una mayor madurez testicular y 

glándulas androgénicas más desarrolladas, además detallan que es debido a que la 5-

HT libera la hormona estimulante de las gónadas (GSH) mientras que la SPY bloquea la 

acción de DA la cual es la encargada de la liberación de la hormona inhibidora de las 

gónadas (GIH) y la inhibición de la GSH; por otro lado, en el segundo estudio donde se 

aplicó esta técnica a machos L. vannamei, Alfaro & Vega (2011) describen que su 

aplicación no benefició la calidad reproductiva, sin embargo el objetivo de este estudio 

incluye la influencia del efecto medioambiental en los parámetros de calidad espermática, 
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por lo que la influencia de los neurotransmisores pudo verse alterada, además, este 

efecto no se evaluó tras sucesivas regeneraciones. 

Aunado a lo anterior, cabe señalar que en programas de reproducción inducida, 

debido al manejo y condiciones de cultivo implementadas en los reproductores, se puede 

ocasionar una alta demanda metabólica, la cual puede desencadenar la producción de 

especies reactivas de oxígeno (EROS) por parte de las mitocondrias como subproducto 

de la producción de ATP, con un consecuente desequilibrio entre la concentración de 

EROS y los sistemas de defensa antioxidante, lo que puede inducir estrés oxidativo (OS), 

provocando daño celular (Metcalfe & Monaghan, 2013; Almansa et al., 2020). Por lo tanto, 

para evaluar de forma integral el impacto de una técnica para la mejora reproductiva, es 

necesario evaluar el estrés oxidativo resultante, de forma particular, en este estudio, se 

evaluaron los antioxidantes endógenos tiorredoxina (TRx), superóxido dismutasa 

citoplasmática de manganeso (cMnSOD) y glutatión peroxidasa (Gpx), debido a que 

estos dependen de las condiciones fisiológicas del organismo (Montalvo et al., 2022). 

Si la administración de 5-HT y SPY se tecnifica a otros métodos, como la inclusión 

en la dieta, como lo describen Ohs et al. (2006) para DA y (Aktaş et al., 2014) para 5-HT, 

será indispensable evaluar el efecto que tiene la manipulación de estos dos 

neurotransmisores, 5-HT y DA mediante SPY, en machos L. vannamei particularmente 

en los rubros de: (1) la calidad reproductiva, incluyendo su relación con expresión de 

genes (Duangjai et al., 2023); y (2) el estrés oxidativo ocasionado por el aumento de la 

demanda metabólica de la reproducción (Almansa et al., 2020), para que esta técnica 

pueda aplicarse y extenderse dentro del cultivo del camarón de forma confiable. Por lo 
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que el objetivo de este trabajo fue la evaluación del efecto de la aplicación de 5-HT – SPY 

en la calidad espermática y estrés oxidativo de machos L. vannamei. 

 

Materiales y métodos  

1.1 Animales y aclimatación 

Se obtuvieron postlarvas del laboratorio comercial Maricultura Vigas, 

Campeche, México, y fueron mantenidas en el Laboratorio de Producción de 

Camarón del Instituto de Investigaciones Oceanológicas de la Universidad 

Autónoma de Baja California (IIO – UABC).  

Una vez que las postlarvas alcanzaron la fase adulta, se seleccionaron 60 

machos con un peso promedio de 32.47 g y ausencia de necrosis en el 

exoesqueleto, presencia de todos los apéndices, tracto reproductivo y 

espermatóforos íntegros (Braga et al., 2010). Los machos seleccionados se 

colocaron aleatoriamente en 4 tanques cuadrangulares (Anexo 1), 15 camarones 

por tanque, con un volumen útil de 800 L y un área de 1 m2 de fondo.  

El recambio de agua fue del 18.73 y 35.91%, para la primeras cuatro 

semanas y las ultimas semanas respectivamente de acuerdo con el incremento de 

la biomasa, mediante flujo continuo de agua de mar con una salinidad de 34.37 ± 

0.25 ppm. Se mantuvo la temperatura en 27.64 ± 1.14 °C, el oxígeno a 6.28 ± 0.14 

mg/L, el amonio 0.15 ± 0.06 y un fotoperiodo natural de 13 h luz: 11 h oscuridad. 

Los organismos fueron alimentados ad libitum y alternadamente cuatro 

veces al día con el alimento comercial BumperCrop® (VIMIFOS®, México), el cual 
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fue enriquecido con los ingredientes: paprica, lecitina granular, ácido ascórbico, 

mejillón y calamar, todos molidos, lo cual se absorbió por el alimento comercial 

considerando las recomendaciones descritas por Braga et al. (2010) y con una 

composición proximal final de 33.1% de proteína cruda y 10.1% de lípidos. 

Los machos permanecieron en estas condiciones por una semana previa al 

inicio del experimento para su aclimatación. 

1.2 Diseño experimental  

El experimento tuvo una duración de 58 días y se realizaron 5 muestreos 

cada 15 días. Las condiciones de alimentación, calidad de agua y fotoperiodo se 

mantuvieron iguales a las del proceso de aclimatación. 

Se establecieron un control y dos tratamientos experimentales, Control (C), 

Solución salina fisiológica (SSF) y Serotonina y espiperona (5-HT – SPY). El 

control y cada tratamiento contó con 4 réplicas integradas por un total de 20 

machos distribuidos en los 4 tanques, 5 machos de cada tratamiento en cada 

tanque, por lo que cada tratamiento tuvo un marcaje por corte de urópodo. El C 

consistió en pesaje y extracción de ambos espermatóforos de forma manual  en 

cada muestreo, siguiendo el procedimiento descrito por Nakayama et al., 2008. 

Los tratamientos SSF y 5-HT – SPY siguieron el protocolo descrito por Alfaro et al. 

(2004). El tratamiento SSF consistió en el pesaje, extracción manual de ambos 

espermatóforos y dos inyecciones intramusculares (Anexo 2) con 0.075 mL de 

solución salina fisiológica (pH de 7.4). El tratamiento 5-HT – SPY fue la inyección 
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intramuscular de 5 HT a una dosis de 25 µg g-1 peso total y SPY a una dosis de 5 

µg g-1 peso total. 

1.3 Calidad del espermatóforo y espermática  

El espermatóforo y la calidad de los espermatozoides se evaluó mediante 

los siguientes parámetros: porcentaje de ausencia de espermatóforo, porcentaje 

de presencia de melanización, peso del espermatóforo, conteo total de 

espermatozoides, tasa de espermatozoides muertos e índice espermatosomático. 

Estos parámetros se midieron en los machos en etapa de intermuda al inicio del 

experimento (Día 0) y posteriormente en los días 15, 30, 44 y 58.  

Mediante un examen externo visual se determinó y contabilizó la ausencia 

de espermatóforo y la presencia de melanosis en las coxas del quinto par de 

pereiópodos y en los espermatóforos extruidos (Nakayama et al., 2020; Braga et 

al., 2018b). Ambos espermatóforos de cada macho fueron extruidos manualmente 

siguiendo el protocolo descrito por Nakayama et al., 2008, uno de ellos fue 

seleccionado al azar y pesado, mientras que el otro fue homogenizado en 1.8 mL 

de solución salina fisiológica. El conteo de espermatozoides, así como la 

mortalidad espermática, se realizó contando las células presentes en la solución 

resultante utilizando un hemocitómetro bajo un microscopio óptico de acuerdo con 

el método descrito por Leung-Trujillo & Lawrence (1987). Por último, se calculó el 

índice espermatosomático (IES) utilizando la siguiente formula (Nakayama et al., 

2008).  

𝐼𝐸𝑆 =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡ó𝑓𝑜𝑟𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙
 𝑥 100(1) 
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1.4  Material biológico, extracción de ARN, Tratamiento con DNasa, y síntesis 

de cDNA 

Los organismos fueron anestesiados mediante técnicas de reducción 

térmica (4 °C). Se realizó la disección y colecta de hepatopáncreas y testículos 

almacenados en tubos Eppendorf de 1.5 ml con buffer NAP (Camacho et al., 2013) 

y se almacenaron a -40 °C. 

El ARN total se extrajo de 50 mg de tejido, hepatopáncreas y testículo, de 

cada organismo experimental (C, SSF y 5-HT – SPY). El tejido fue homogeneizado 

en tubos de 2 ml con 500 µl de TRIReagent ® (SIGMA-Aldrich®, EE. UU.) y 200 

mg de perlas de zirconia de 1.0 mm (BioSpecproducts®, EE. UU.) en un 

homogeneizador de tejidos FastPrep-24®5G (MP Biomedicals®, EE. UU.) durante 

un ciclo de 30 s a 4 m s-1 y dos ciclos de 20 s a 4 m s-1, para hepatopáncreas y 

testículo, respectivamente. 

El pellet de ARN se eluyó en 50 – 100 µL de agua libre de nucleasas. La 

integridad se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El buffer de 

carga fue preparado con GelRed® (Biotium®, EE. UU.) para la tinción de los 

fragmentos de ARN total, mientras que la concentración y pureza se midió con un 

espectrofotómetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific®, EE. UU.). 

Posteriormente, se trataron 8 µg de ARN total para remover ADN genómico 

con el kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega®, EE. UU.) siguiendo el protocolo 

del fabricante con pasos de purificación y precipitación adicionales (López-Galindo 

et al., 2019). La purificación se corroboró mediante electroforesis en gel de 
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agarosa al 1.5% y PCR punto final, utilizando el gen LvrpL8 como control de 

amplificación.  

El cDNA se sintetizó con el kit ImProm-II® Reverse Transcription System y 

el Oligo dt15 (ImProm-II®, Promega®, EE. UU.) con 1 µg de ARN total purificado 

en un volumen de reacción total de 20 µL (50 ng µL-1) siguiendo el protocolo 

establecido por el fabricante. El cDNA obtenido se almacenó a -40 °C hasta su uso 

para las reacciones de qPCR. 

1.5 Expresión génica relativa  

Se evaluaron los niveles de expresión de los genes LvTRx, LvcMnSOD y 

LvGPx en el hepatopáncreas; y LvDMC1 en el testículo de camarones macho L. 

vannamei en los grupos experimentales C, SSF y 5-HT – SPY mediante PCR 

cuantitativa en tiempo real (qPCR) en un termociclador en tiempo real 

StepOnePlus® (ApliedBiosystems®, EE. UU.). 

Los cebadores específicos para los genes blanco se diseñaron con las 

secuencias de ARNm disponibles en la base de datos nucleótidos de GenBank del 

Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/;Tabla 2) empleando el software Primer3 

(Kõressaar et al., 2018) y Oligoanalyzer® de Integrated DNA Technologies (IDT) 

(Owczarzy et al., 2008) para la identificación de formación de dímeros y estructuras 

secundarias.  
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Se evaluaron tres genes de referencia: proteína ribosomal L8 (LvrpL8), 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (LvGAPDH) y factor de elongación 1 alfa 

(LvEf1α), los cuales fueron validados en cada tejido y condición experimental. 

Tabla 2 Lista de oligonucleótidos utilizados durante este estudio para análisis de expresión 
relativa en qPCR.F: Oligonucleótido Forward; R: oligonucleótido reverse; pb: pares de bases; e: 
eficiencia; H: hepatopáncreas; T: testículo; NA: no evaluado en el tejido. † Primers diseñados en 
el software Primer3 para este estudio. 

Gen/Cebador 

No. de 
acceso 
en el 

GenBank 

Secuencia del cebador (5’→ 3’) 

Longitud del 
producto 

(bp) 
 

℮ Referencia 

    H T  

LvrpL8 DQ316258 (F) ATGAACCCTGTAGAGCATCCT 141 1.8209 1.7354 (López-Galindo et al., 2023) 

  (R) CCTTTGTACCACGGATGAGACCA     

LvGAPDH MG787341.1 (F) TCGGCAAGGAGTGCTCTTAT 151 1.7963 1.7071 (López-Galindo, 2014) 

  (R) GCCTTAGCGTCAAAGATGGA     

LvEF1α GU136229 (F) GAAATCCGACAACATGGGCT 162 1.7211 1.9258 (López-Galindo et al., 2023) 

  (R) CCAATCTTGTACACGTCCTG     

LvTRx EU499301.1 (F) CCTCTTCCCACATTCGCCAA 135 1.6877 NA † 

  (R) GATCATTTTGCACGGCCCAC     

LvcMnSOD DQ005531 (F) CGTAGAGGGTATTGTCGT 153 1.7465 NA 
(Wang et al., 2009; Zhou et 
al., 2010) 

  (R) TTGAAATCATACTTGAGGG     

LvGPx AY973252 (F) GGACTTCCACCAGATGAACC 154 1.7525 NA (López-Galindo et al., 2023) 

  (R) CTCGAAGTTGTTCCCAGGAC     

LvDmc1 HQ116385.1 (F) ATCAGCGAGGAATACAACGTGT 107 NA 1.8465 † 

  (R) TGTCCTCCAATCGGTTTCTTCG     

 

Las reacciones de qPCR se realizaron por triplicado con un volumen de 

reacción final de 10 µL con 1x SYBR® Green PCR Máster Mix 

(ApliedBiosystems®, EE. UU.), cebadores forward y reverse  0.2 µM, 3 µL de 

cDNA (dilución 1:10, lo equivalente a 15 ng de cDNA) y 1.6 µL de agua estéril libre 

de nucleasas.  

Las condiciones del programa de amplificación fueron 95°C durante 10 min, 

seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 s y 58° C (LvTRx, LvGPx, LvGAPDH y 

LvEf1α) o 60 °C (cMnSOD, LvDmc1 y LvrpL8) durante 30 s, además se incluyó 
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una curva de disociación a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 60 s, 95 °C durante 

15s, con una rampa de 0.3 °C.  

Posteriormente, se realizó un análisis de estabilidad utilizando el programa 

RefFinder (Xie et al., 2012) el cual integra los programas Genorm (Vandesompele 

et al., 2002), NormFinder (Andersen et al., 2004), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004) 

y el método comparativo Delta-Ct (Silver et al., 2006). Se utilizaron los genes 

LvEf1α y LvrpL8 como genes de referencia en hepatopáncreas y LvEf1α y 

LvGAPDH en testículo. Los valores de eficiencia para la curva estándar de cada 

gen (℮ =  (
101

𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒−1
) ∗ 100) se obtuvieron a partir de una dilución inicial 1:10 y 6 

diluciones seriadas 1:3 a partir de un pool de cDNA. 

 

1.6 Análisis estadísticos  

 

Para la calidad espermática, se realizó la transformación de los datos de 

porcentaje con arcoseno, sin embargo, solo se presentan los valores no 

transformados. Para los parámetros evaluados, se comprobaron las premisas de 

normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (Prueba de 

Levene) para posteriormente realizar un análisis de varianza bifactorial (2-ANOVA) 

para identificar diferencias significativas entre los valores medios de los 

parámetros de la calidad del espermatóforo y calidad espermática entre 

muestreos, tratamientos y su intersección. En los casos donde hubo diferencias 

significativas, se realizó una regresión lineal de los tratamientos en el parámetro 

identificado. De igual manera, en los tratamientos donde la significancia fue P < 
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0.05 en la regresión lineal, se ejecutó un ANOVA para identificar diferencias 

significativas entre los valores medios de los muestreos. Por último, se aplicó la 

prueba post hoc HSD de Tukey (P < 0.05) en el caso donde hubo diferencias 

significativas en el ANOVA.  

 Para los datos de expresión relativa de genes, el valor de la expresión 

relativa se calculó por medio de la aplicación del método delta-delta-Ct (∆∆Ct), el 

cual considera la eficiencia de amplificación de cada gen. Además, este modelo 

estimó las cantidades de expresión relativa (NRQ) normalizadas a partir del ciclo 

de cuantificación utilizando genes blanco-normalizados con genes de referencia 

estables (Hellemans et al., 2008). Antes de los análisis estadísticos, los datos de 

NRQ se transformaron a Log10, y se realizó la retransformación de las medias 

para su graficado (Zar, 1999). 

Se evaluaron las premisas de normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y 

homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene), para posteriormente realizar un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA) para evaluar el efecto de los tratamientos 

(C, SSF y 5-HT – SPY) en los niveles de expresión de los genes blanco-

seleccionados (LvDmc1, LvTRx, cMnSOD, LvGPx) de los organismos 

experimentales. Se ejecutó el análisis post hoc de las medias utilizando la prueba 

de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher (P < 0.05).  

En todos los análisis se empleó el programa SPSS versión 23 de IBM® y 

tuvieron un nivel de significancia de P < 0.05. 
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Resultados  

Calidad espermática y del espermatóforo  

Los resultados de la calidad espermática y del espermatóforo se muestran 

gráficamente en la Fig.4. El conteo de espermatozoides fue mayor de manera significativa 

(P < 0.05) en el tratamiento 5-HT – SPY en la quinta extracción, donde el valor inicial 

promedio para todos los grupos experimentales fueron 16.38 ± 9.90 millones de 

espermatozoides; mientras que en la 5° extracción el valor promedio para el tratamiento 

5-HT – SPY fue de 36.54 ± 5.16. Por el contrario, el grupo control en la 5° extracción tuvo 

un valor promedio de 25.20 ± 10.62 millones de espermatozoides y el grupo SSF tuvo un 

valor promedio de 24.76 ± 4.26. 
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 Figura 4 Parámetros para evaluar la calidad del espermatóforo y calidad espermática del camarón blanco 
del Pacífico Litopenaeus vannamei bajo dos tratamientos experimentales y un Control: C, 5-HT – SPY y 
SSF. Diferentes letras en superíndice indican diferencias significativas (P < 0.05). Los valores medios se 
muestran en barras junto con su desviación estándar. 
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Los resultados de la regresión lineal se resumen en la Tabla 3, donde se observa 

una relación significativa en el tratamiento 5-HT – SPY y el parámetro CTE. 

 

No hubo diferencias significativas (P > 0.05) en la evaluación de los parámetros 

tasa de espermatozoides muertos, peso del espermatóforo, melanización, ausencia de 

espermatóforo ni en el índice espermatosomático, entre tratamientos ni extracciones (Fig. 

4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Regresión lineal del parámetro conteo total de espermatozoides 
(CTE) evaluado en el camarón blanco del Pacífico Litopenaeus vannamei 
bajo tres tratamientos experimentales: C, 5-HT – SPY y SSF. 

Tratamiento  Ecuación (Y = B0 + B1X) R P 

C CTE = 14.14 + 1.60 (Extracción/aplicación) 0.122 0.132 

5-HT - SPY CTE = 8.73 + 5.18 (Extracción/aplicación) 0.500 0.000 

SSF CTE = 10.12 + 1.991 (Extracción/aplicación) 0.156 0.085 
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Expresión génica relativa  

La expresión relativa del gen LvDmc1 no presentó diferencias significativas entre 

tratamientos (P > 0.05; Fig. 5). Sin embargo, se observó una tendencia de disminución 

de la expresión de este gen en los tratamientos SSF y 5-HT – SPY en comparación con 

C. 

 

 Figura 5. Expresión relativa (medias retransformadas a partir de logaritmo) de 
LvDmc1 en el testículo de adultos L. vannamei bajo tres tratamientos 
experimentales (C, Control; SSF, solución salina fisiológica; y 5-HT – SPY, 
Serotonina espiperona). Los valores medios se muestran en barras. 
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No se encontraron diferencias significativas en la expresión de los genes LvTRx, 

LvcMnSOD y LvGPx, entre tratamientos (P > 0.05; Fig. 6). 

 

Figura 6. Expresión relativa (medias retransformadas a partir de logaritmo) de a) LvGPx, b) 
LvcMnSOD, y c) LvTRx en el hepatopáncreas de adultos L. vannamei bajo tres tratamientos 
experimentales (C, Control; SSF, solución salina fisiológica; y 5-HT – SPY, Serotonina 
espiperona). Los valores medios se muestran en barras. 
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Discusión  

La inyección periódica y prolongada de 5-HT – SPY indujo un aumento en el 

conteo total de espermatozoides a partir de la quinta extracción del espermatóforo y 

cuarta aplicación en L. vannamei, a la misma dosis que induce maduración ovárica (Alfaro 

et al., 2004), esto no coincide con lo reportado por Alfaro & Vega (2011), quienes 

realizaron tres aplicaciones de 5-HT – SPY, sin extracciones periódicas, en esta misma 

especie y no encontraron diferencias significativas en el conteo total de espermatozoides. 

Asimismo, se han observado resultados similares en otros crustáceos decápodos. 

Sarojini et al., (1995a) demostraron que la 5-HT y los bloqueadores de los receptores DA, 

SPY y pimozida, indujeron la maduración testicular y de las glándulas androgénicas en 

Procambarus clarkii. De igual manera, en Uca pugnax la maduración testicular se ve 

afectada en un patrón dosis dependiente por la serotonina y dopamina, siendo que la 

inyección de 5-HT indujo la maduración testicular y el desarrollo de glándulas 

androgénicas (Sarojini et al., 1993; Sarojini et al., 1995c).  

Lo anterior sugiere que en L. vannamei se requiere de un estímulo prolongado de 

5-HT, amina biogénica responsable de la liberación de la hormona estimulante de las 

gónadas (GSH), lo cual desencadena el desarrollo y estimulo de las glándulas 

androgénicas, lo que a su vez induce la liberación de la hormona androgénica, la cual a 

su vez es responsable de la maduración testicular y la espermatogénesis en crustáceos 

decápodos (Farhadi et al., 2020; Fingerman, 1997; Sarojini et al., 1995a). 

Por otro lado, la DA tiene acciones antagónicas con la 5-HT, tal como la liberación 

de la hormona inhibidora de las gónadas (GIH) y una reducción de la síntesis de la GSH 
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y, consecuentemente, detiene la síntesis de la hormona androgénica de la glándula 

androgénica, por lo que un bloqueador de este neurotransmisor, tal como lo es la SPY, 

permitió la acción de la 5-HT sin una regulación negativa (Ohs et al., 2006; Sarojini et al., 

1995a). 

Sin embargo, el resto de los parámetros de calidad del espermatóforo y 

espermática evaluados en el grupo experimental 5-HT – SPY, así como el grupo SSF y 

control, presentaron el comportamiento esperado tras sucesivas extracciones atribuidas 

al agotamiento reproductivo (Pérez-Rodríguez et al., 2019; Pascual et al., 1998b; Alfaro 

& lozano, 1993; Leung & Lawrence, 1987). Braga et al. (2018a) describen una 

disminución del número total de espermatozoides, un aumento de la melanización, menor 

peso del espermatóforo, así como un aumento en la tasa de mortalidad espermática 

después de realizar tres extracciones. Una idea similar puede encontrarse en lo descrito 

por Nakayama et al. (2020) quien menciona que la melanización aumenta a partir de la 

segunda extracción, esta melanización podría ser una de las responsables de la 

reducción de la calidad espermática al existir una reducción progresiva del conteo de 

espermatozoides y un aumento de las tasas de espermatozoides muertos y anormales 

de acuerdo con lo reportado por Díaz et al. (2001). 

A pesar de que el gen LvDmc1 es un potencial indicador del desarrollo de las 

células germinales al expresarse en espermatogonias y oogonias premeióticas (Okutsu 

et al., 2010), no se encontraron diferencias entre grupos experimentales en su nivel de 

expresión génica, sin embargo, es posible que no se haya encontrado transcritos debido 

a que, de acuerdo con lo descrito por diversos autores, la expresión génica se da horas 
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después del estímulo (Fan et al., 2022; Mohamad et al., 2017; Sookruksawong et al., 

2013; Lin et al., 2010; De la vega et al.,2007) y en este estudio las muestras se tomaron 

14 días después de la última aplicación de los tratamientos. 

No hubo diferencias en la expresión relativa de las enzimas antioxidantes 

evaluadas entre tratamientos, por lo que se podría inferir que se conservó la homeostasis 

celular y el equilibrio de las concentraciones de las especies reactivas de oxígeno (EROS) 

y estas enzimas. Metcalfe & Monaghan (2013) describen que un mayor esfuerzo 

reproductivo se asocia con un mayor estrés oxidativo, por ende, un mayor daño el cual 

acorta la vida útil del organismo, esto podría sugerir que la aplicación de 5-HT – SPY no 

ocasiona un sobre esfuerzo reproductivo, por otro lado, no concordaría con el 

comportamiento del resto de los parámetros evaluados en todos los grupos 

experimentales. Almansa et al. (2020) menciona que el desequilibrio oxidativo inducido 

por el aumento de la demanda metabólica en la reproducción podría ser transitoria y 

podría pasarse por alto si el muestreo no se realiza en el momento preciso.  

Además, de forma particular, Fan et al. (2022), Sookruksawong et al. (2013), Lin 

et al. (2010) y De la vega et al. (2007) mencionan que la expresión de genes de enzimas 

antioxidantes se da las primeras 24h posterior al estimulo, ya no encontrándose cambios 

a los 10 días en L. vannamei, M. japonicus y P. monodon, respectivamente. Por lo tanto, 

la ausencia de diferencia del nivel de expresión de las enzimas antioxidantes no descarta 

la presencia de estrés oxidativo en el grupo experimental 5-HT – SPY. 

 



57 

 

Capítulo 3: Conclusión y perspectivas futuras  

De acuerdo con los resultados de este estudio y con el conocimiento hasta el 

momento publicado, el protocolo para la inducción de la maduración mediante la 

manipulación de 5-HT y DA propuesto por Alfaro et al. (2004) para hembras L. vannamei 

mediante la inyección de 5-HT – SPY, es un protocolo adecuado para su aplicación en 

machos de esta misma especie, inclusive pareciera ser favorable para la producción de 

espermatozoides en un plazo de 58 días, con cuatro aplicaciones de 5-HT – SPY, a pesar 

de las extracciones sucesivas del espermatóforo. Estas aplicaciones y lapso son 

importantes debido a que la influencia de estos neurotransmisores parece depender tanto 

de la dosis, como se ha descrito en otros estudios, como del tiempo, como se descubrió 

en este estudio. 

Antes de su aplicación en el alimento u otra vía de implementación a nivel industria, 

se recomienda evaluar otros aspectos de la calidad espermática como lo es la presencia 

de anomalías espermáticas, tasa de fertilización y eclosión, la reacción acrosómica, el 

contenido energético del espermatóforo, así como la integridad del DNA mediante 

florescencia; inclusive, es deseable empezar a implementar técnicas más sensibles, 

aunque sean más costosas, como lo es la citometría de flujo para evaluar la integridad 

de la membrana citoplasmática, o los perfiles transcriptómicos o análisis proteómicos que 

funjan como biomarcadores que describan la composición o proteínas relacionas con la 

fisiología y función del esperma. 

Con lo referente a la expresión génica, aunque los resultados sugieren que no 

hubo un estímulo de expresión génica para el gen LvDmc1 ni para los genes de estrés 
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oxidativo, se recomienda tomar muestras para el análisis de qPCR en periodos más 

cortos a los presentados en este estudio, se sugiere se tomen horas después de la 

aplicación de 5-HT – SPY.  

De la misma manera, se deben considerar otros marcadores de estrés oxidativo, 

como la cuantificación de especies reactivas de oxígeno (EROs), el estado antioxidante 

total, la peroxidación lipídica, la oxidación de proteínas, entre otros. 

Por último, se debe considerar que la salud y el bienestar animal de los peneidos 

es multifactorial, por lo que, al tratarse de manipulación de neurotransmisores principales, 

es importante considerar la ejecución de otros estudios complementarios tales como la 

evaluación de moléculas energéticas en la hemolinfa y estudios etológicos. 
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Anexo 1: Instalaciones 

 

Fotografía 1. Sistema utilizado para la ejecución del experimento. 

El sistema contó con cuatro unidades cuadrangulares de 1 m3 cada uno, con acceso a 

un flujo de agua de mar filtrada y aire. 

Representación gráfica  

 

Figura 7.Representación grafica de la disposición de las tuberías y los flujos de agua 

(verde) y de aire (azul) en el sistema utilizado en el experimento. 
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Anexo 2: Aplicación de inyección  

 

Fotografía 2. Sujeción y aplicación de una inyección intramuscular lateral en el segundo 

segmento abdominal de un macho adulto Litopenaeus vannamei. 
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