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RESUMEN 

En ~l. ·pres.ante traba.jo =e ut1li:aron c:amarones peneidos 

de cuatro espec: ies. como donadot·as de tejidos la 

implementación de. una técnica de c:ulti•10 CC?lular. Dos de las 

especies son representantes de la población dE" estos iln1m.J.!es en 

el Pac:lfic:o, '/·las dos re!;;tantcG representan la5 <;::s¡:;ecics n."l':::.vas 

del Golfo de Mé;:ic:o. El propósito de establec:er la téc:nic:.3 p:;n·a 

cultiv'"'r las c:élulci.: dE> origc;:; peneido in 1•1tro. fué abtene1· Lma 

poblac:i6n celular homogénea. 

L.:,s c:ólulas para elabo1·.:w lo~ .:ul t.i.vcs ceL1! .. 1res se 

obtu•lieron a partir• de hepatopanc:reas de c::amat·ones de! géne1·0 

Pe11aeus, ~n est.Jdios postlar•1al '/ JUven11. Esta-a c:élulü'3 in vitro 

presentan las ~iguiontes =arac:teristicas: redondeadas, 

nucleadas, y ve1cuol i ::ad,;:.i.s; que c:1·cc:en en SLl!:';pens1ón. 

Inic:1almcmtc, se ob=.t:rvaron por lo mEmos cuat1·0 tipos celulares. 

Sin embarQo, .:'11 subcult1var. estas se redujoron a dos. Al cuarto 

y quinto pase se observaron células •:ac:uol i;:<.;das c:on núcleos 

periférico~ y rodeadas poi· una capa 1·.o!fr1ngente qLtt:: ~e identificó 

como una cap.:\ proteica <la ::1...1.:1.l no se abs~r·•1a en l•:is pt"imc:r·cs 

pases). La d1\•is1ón c:elula1• es amitótica. 

Se utili::aron cuatro diferentes medios de c:ulti.vo: MEM, 

L-15, RpMI 1640 y M199. De ellos, el M199 1 resultó ser el único 

qLte s~ acercó a lus requerim.1.i::nto=; ch:.! los h~patuparn:re.:..c:1tos. 
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INTRODUCCION 

El Cultivo Celular. 

El cultivo celul.:.l.r es una de las herram1enté'.\s mc\s 

uti l i:::adas dentro de las ciencias que requieren del uso de 

organismos vivos 1 como sujetos de e::per1mentación. Las cultivos 

considerados asi, como ree\ctivos biológicos, al 

igual que los animales de laboratorio y embriones de pal lo. Se 

ut1li::an gencralrnente, paru sustitL1ir al hombre, o a an1m.:i.:es de 

laboratorio cuando por r~a=ones ética~, económicas, prácticas o 

politicas la$ lnvestic1.:1.c1ones no se pueden llev.:it· u c.:\bo en el 

animal a estL1d1ar. 

El culti~o celula1~ t1ane tres variantes: el cultivo 

primario, el secLmdario y las l ineüs celulares hete:~oploides 

<lineas establecidas) (5, 7, 18. 20, 22, 23. 39, 4~, /1.3). 

El cultivo primario cons1ste en células obtenidas pm~ 

la disgregación de un tejido, que se siembran o cultivan por 

conservan <::>1 

número cromosómicc de 1~5 células del tejido de origen, tienen 

una amplia susc:eptib1lidt1d v1ral, no son m<.'1lignas, re+.ienen la 

crom<:1tini1. se::ual y normalmente no crecen en sL1sp~nsión, ya que la 

mayoria tiene la capacidad de ·formar una monocapa, QLle se sujeta 

la $Uperficie del envase 12n el que se mantienen. Se utilizan 

para el aislamiento ·1i1·al, investiga.ción, producción de vacLmas, 

constatación de !a..s mismas, etc. C5, 7, 18, 20, 2:2, 23, 3'71 4.:, 

431. 

Los CL1ltivos secund.:i.ri(JS son aqL\t?llos que 3e deri·1an 
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del c:ultivo pr"1mario, cuando se hacen st.\bcultivos ·del m(smo. Las 

caracterist1cas de las células, son esencialmente la~ mismas, 

aunque con el paso del tiempo existen· ciertos cambios, tanto 

mor-rol6gicos como funcionales. Tanto los culti'.·os primarios como 

secundarios suf1··en degeneración entre los 30 y 50 subc:ultivos 

(pases}, ccnsecuencia de lo c:u.:al dejan de dividirse. Se ut1lizan 

en la investigación y produc:cion de vacunas <5, 7, 10, 20, 2:;:-, 

........... , 39, 42, 43). 

Las lineas celulares heteroploides consisten de células 

que pueden set· subc:L1ltivadas indefinidamente, aunque es dificil 

su obtención. La población celular c:orrQsponde a un sólo tipo de 

célL1la 1 obteniéndose as! una población homogénea. Las células son 

poliploides o aneL1ploides, y pueden ser de origen ma~ igno y 

sobt·eviven más de 20 sL1bcul ti.vos. s~ ut i I i ;;3n el diagnóstico 

virológico, producción de vacunas e investigación (5, 7, 18, 20, 

22, 23, 39, 42, 4;:.). 

Las lineas c:elular!?S pueden adquiridas 

cornerc ialmente de la American Type Culture Col lect ion (7). 

El cultivo celular se facilita c:Qn el d~sd1·rollo do los 

medios quimicamente definidos, que contienen casi todos los 

nutr-it:mtes requer1dos para el crecimiento celular. Uno de ellos, 

es el medio desarrolladd por• Eagle en 1959. Este es una solución 

isotónica de s~les, ylucosa, vit~minas, coen:imas y aminoácidos 

quo se ajusta -:\ LU- pH de 7.4; contiene además a;·1tibi.óticos para 

inhibir la prollteración de bacteria~. Otros medios comúnmente 

utili=ados son: el M199, pat"a células linfoides y sanguineas; 
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RpMI 1640, que contiene una i;iran variedad de sales <7, 18, 20, 

39), 

Todos _los n1edios si: enri(\uecen ·con un cferto or.:li:e:ntaje 

de suero. - ESte puede se1' suerü fetal bovino, o de cL1alqu1e1~ 

anim~l, p~eviamente inactivado por calor y esterilizado por 

filtración. El porcenta,1e· de =:.uero en el medio vari. .. •rá dP- acL\et·do 

a la finalidad del mismo. Asi encontr~rnoS'.". machos ql.lc f,:wot·ecen L\ 

división c:eluté.u·, llamados de cr2c:imiento y que contienen de 5 a 

::o 'l. de SUE!ro; generalmente se trabaJan con un 1(1 f. de suero. Los 

medios de mantenimiento, que sólo permiten lns céluL:~s 

sobt;evivi1·, cor,tH~nen entre 2 y 5 :~de suero, GicmdG l.1t1lizado el 

:! /.; grmeralmente todos contienen roJo de fenal como indic'3.dor• 

de pH. Al metaboJ i<:i'w, 1-::i.s i.:é-lL1la!;; libEt"'an sL1bstanciu~ que 

acidifican el medio, haciéndolo cambiar da color roJo <pH 7.2 

7.6), .:1 un .;.1marillo bdllante {pH <·,".(!).Esto también indica el 

momento de h.:1cer un cc:tmbio de medio. Por otra parte, un c:olu1· 

magenta indica que el m1c:;J.io eGtt1 muy alca.lino, lo cual puede 

debto.•rse la muerte d'? la pobl8ci.ór. celular, o a que sólo un~ 

pequeña parte de esta, sr:: encuentra metabol i ::ande•. Ur, pH 

alcalino, también puede debe1•se .::. que las botnl las o tubos dG 

Hoy E?n dia, l=is me:dios nutriti'1os se consiguen 

comert:ialmente, en diferentes concentraciones (1>:, 5;: ó 10:{). 

est~rilizan por medio de filtt·C\c:ion, 1L1:= U.'.'. y radiución gamma; 

de manera que no se e~:pangan al calor~ y;.1 que contienen 
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FALLA DE ORIGEN 



- 4 -

substancias termolábiles <7, 18, 20, 39>. 

Ciertos aminoácidos y vitaminas son ese~ci~tes para el 

crecimiento y supervivencia de los ·cultivos celulares. Los 

requerimientos nutricionales vari~n de acuerdo al tipo de tejido 

que se trabaje. Es por el lo, que es necesat"'lo conocer los 

req1.1erimientos de las células eri cuestión. Además, se necesitan 

ciertos nutrientes aLin no bien definidos que suplementen los 

medios. Los q1.1e generalmente se adicionan como suero o eHtractos 

tisulares. El suero 1 contiene una gran variedad de promotores del 

crecimiento, y substancias nutt .. itivas que ayudarán que las 

células se estable::can (7, 18, 20, 24, 42). 

Todos los medios que se uti 1 i::an en c1.1l tivo celular, se 

manejan con una dosificación de antibióticos; rar,:i ve::, se les 

añade antimic:6tic:os, ya que estos tienden a ser mu¡ tóxicos para 

las células. Los antibióticos que se utili=.an con mayor 

frecuencia son: penic:i 1 ina G sódic:a <en una concentt"ación de 100 

1000 UI/m1) y el sulfato de estreptomicina (en una 

concentración de 1(1 a 100 mq/mll; c:omo ant imicót ices o 

~icostéticos se utilizan la anfotericino By l~ nistatina (en 

concentt"ac:iones de 10 C:1 100 mg/ml> <5, 7, 18, 2Ct, 22, 23, 39, 42, 

El primer paso en la pr'epar-':\ci6n de los cultivos 

c:elulare;;, es la disociasión de los tejidos o de una monocapa de 

cultivo celul€\r. La dispet~sión e5 necesaria de maner~a que las 

células. como una LtnidaU, se adiet"an la superficie del 

recipiente quC' las contenga y empiecen a divit111~se (18, 4.3). 
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ENisten tres métodos cara 13 dispersión celular, 

dependientes respectivamente de: la digei::;tión con unu enzima 

p1~oteol i t1ca, la tr1psina; la quelac1ón con verseno <EDTA); y la 

separación mecánica. Para la dispersión de lineas c:elulan~$, se 

usan mezclns de tripsina-verseno. La d19est16n con trips1na, es 

utili;:ada en la pn:!par¿..ciOn de c1_1ltivos pri1nc.i.rios 08, 43). 

El U50 de tripsina pat~a la dispe1~sión celular depende 

de su capacidad para digerir el material pro"teico intercelular, 

permitiendo asi que las células adyacentes se separen l.:t una de 

la otra, manteniendo su integridad estructural individual. Esta 

enzim.:\ es muy eficiente por lo que se ha e:~tendido mucho su 

aplicación. La tripsina es L1ti li;:ada en la preparación de 

cultivos celulares de peces, artrópodos, aves y mamifcros (18, 

43). 

Aunau~ l~ tripsina tiene una alta eficiencia en 

producir la d1spe1~sión celular, a su vez, puede causat~ daños a 

las célUli\S vivas. F'or lo que las células se e>:ponen a su acción, 

sólo el tiempo minimo necesario en logr~i.r la disociación celular. 

Para cont1~0J.ar su acc1ón, se milne.jan ciertas c:ondic1ones de pH y 

temperatura. La tripsina es comúnmente Lltili;:.ada al 0.25 r., 

- 7.4). La digl?stión se llova a cabo dentro del rango de 

temporatura:. comprendido entre 4 y 37 ºC <5, 7, 18). 

E.l ver-seno es .n~nos ver!:Jtlti 1 sa util1::a una 

concentración de 0.02 1.5 'l., preparurJo en :3uluci6n salina 

amortiguadora de fosf,::,tos con un pH 7. 2 - 7. 4, libre de c:alc:10 y 
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magnesio, ya que su acción se basa en la captura de ior1es calcio, 

que juegan un papel importante en la adhesión intercelL1lar'. L'l 

me:cla tripsina-verseno, se utili;:a generalmente pa.ra desprcmdor 

monacap.:ts celulares. t'lientras que l.3 sep.::wación mec~rnic"'-, ~ólo se 

utili::a en aquellos casas donde los órganos o tejido5 a dispers¿1r 

tienen un101ii:.:-s 111t.::rc~lular~s déblles. A.si, s;; evita 

2::posición a reactivos potEmcialmente tó>;icos C20). 

Para el man8jo de las células, además de los medios de 

cultivo se utilizan soluciones balanceadas de sales que ayudan a 

proveer a estas de tonicidad, pH y minerales (7 1 18, 20, 22, :?3 1 

24, 4º2, 43). 

Debido a los diferent~s requerimientos de salinidad 

para el cultivo de cé1L1las de peces teleósteos marinos, Siegel en 

1973 C43), sugirió que se modific~r¿:\ la salinidad de la solución 

amorti¡;¡uadora que se utilizara, asi como tamb:ién la de la 

tripsina y la del medio. La modificación sugerida por este auto1~, 

consiste en elevar la concentración de sal en 0.06 M, 

obteniéndose asi soluciones 0.26 M (las SOlLIC: ión salina 

fisiológica tienE: Lma molaridad de 0.2) C4'.2, 46, 47'. 

Otro factor que es de suma importancia en el 

establecimiento de población celular in vitro, es la 

temperatura a la que se mantienen los cultivos. Asi, se dice que 

la temperatura Optima de crecimiento para las células de mamifero 

es de 37 "C, mient1-ils que para las células de artrópodos es de 28 

ºC, SlQndo la de las peces de ~5 ºC (18, 39>. 

En realidad no e::iste literatura acerca del cultivo 
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c:elul,:!.r en c:rustác:aos. Se ha reportado que c:on medio :...eibowit::-15 

(L-15), las células cardiacas y hematopoyét1c:a~ de camarones 

peneidos crecen formando Ltn monoestrato. Esto fué reportado por 

Chen en 1988 (14), donde menciona también, que las c.:élL1las que 

crecen con mayor e·ficiencia in 11itr11, son las hematopoyéticas. 

Sin embargo, el ·or. Je.:in Robert Bonami-11, asegLll"a que $e 

intentó el est.ablecimiento de li\ técnica de cultivo celular para 

tejidos de origen pcneido, durante la década de los 70's, pero 

que al no hdber obtenido resulte.dos satisfdctorios, el grupo que 

lo trabajaba en la Universidad de Mcntepellier, Franciw y otro en 

Estados Unidos. abandonaron los proyecto:s. 

La Camaronicultura en México. 

En los \Htimos años, se ha 'listo aumento 

considerable del cultivo de camarones del género Pe~aeus, a nivel 

mundial <4, 4~). 

prodLtcción mundial de i:am .. 'lrones penr.=ido:: 1 

sostenida principalmente pur tres especies, que en su conjunto 

reorescnt2.n r~l 71 ;'.. del total y que corresponden al camarón tigre 

gigante <Per1aeu3 mor1odon), con el 33 /.; i::l camarón blanco chino 

~Pn·:vr·~ ch1ner1s1~, tamllién conocido como Penaeus urientalis), 

con el 28 %; y el camarón blanco d1;:.• accidente <Penaeus ~1 rtririamei), 

con el 10 i'. <4>. 

La c::.:pansión del cultiva de cama.rones pene idos, a ni'lel 

mL1nd1,_~1 y en nuestro pa!s, impli.r:a el dominio de 1...1 tecnologia 

util1::able en c,,;i.da Lma de sus fasE:~ <4l. 

*Comunil..'"'..3.Ción p.:-:>rsonal 
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Er1 México, se esta impulsando el c:ultiva de camarón, 

debido a que la produc:ció11 a través de las pesquerías en lagunas 

costeras, bahias y mar 3bierto en los Ltltimos ocho año: se ha 

mantenido estable. Siendo las posibilidades de lot;war aL1mentos en 

los volúmene$ di? captura cada dia menores, debido en parte 

al deterioro de las embarcaciones por· falta de manten im1ento, el 

alto costo del avituallamiento y a que se ha alc:an=ado el máximo 

rendimiento sostenible de la c:aptLwa, lo qLte hac:o menos rentable 

la ac:ti•1idad. Como una alterni\tiva para aumentar la producción, 

desde 1985 inició Lm proceso de c:onstrl.1cción de granjas, 

principalmente en los estados de Sinalo¿-¡, Nayarit y Sonora. 

Actualmente, este esfuer=o es significativo y poco a poco, se han 

empe:;::ado a aportar volúmenos de camarón cultivado a la 

p·roduc:c:ión. Siendo las especies más cultivadas en nuestro pais 

Penaeus vannamei y P. stylirostris (4, 41>. 

El potencial de especies nat1vas con el qL•e cuenta 

nuestro pais es muy grande. De ellas, ocho especies de camarones 

pene idos de los subgéneros Farfar1tepenaeus y Litoper1aeus, son las 

que tienen mejores posibi l idi.tdes de manejo, entre éstas cabe 

destacar en las costas de la vertiente del Golfo de Mé>:ico a: P. 

duo,..arum <camarón rosado), P. setit"erus <camarón blanco) y P~ 

aztecus) (camarón café>; y en el Pacifico a PenaeU$ vannamei 

(c.amarón blanco>, P. stylirostris <camarón azul) y P. 

califorriiensl_'I:. (cama1~ón café) <4, 41) w 

A partir de la instalación y puesta en marcha de las 

granjas, nivel mL111d1.oll, se tia observado el desarrollo de 
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di vet"'sas enfermedades que ü f ectan ? 1 os camarones en CL'. l t:. vo y 

que merman la oroducc1ón al tinal del ciclo (gener¿i,lmente de 4 ¿\ 

5 me5es). Muchas de estas enferm~d.:.rles, empje::an a tenr.w c.1 fectos 

sobre los camarones cuando lo::. mi~mas ya h3n alcanzado L\n cierto 

tamaño, lo cuC\l implica pérd1d.;s económica::; proporc:ion;;üei;::. <ll 

tipo de cultivo eniplcado (4;. 

Los factore~ que han propiciado el des<lrrollo de las 

enfermedades en los estanques, han sido las condicione~- del 

cultivo <densid.sd di:..' los organismos, alimentación, p1~oc:~dcncia de 

la semilla, etc.). Las enferm12dades observadas son causadas por 

muy diver~rns i'l.gentes etiológico=;, entre los que encontramos <:o.: 

virus, bacterias, hongos, etc. j además de las qur,! son producto de 

deficiencias nutricionalcs y estress (13, :21, 27, 28, 29, ~ .... , 

35). 
Los virus qui;! a afectan los t:ameirones pene1dos, 

pertenencen Q. l.;.1s s1i;iuh~nt.r.::: f.nmi 1 i.::1s: Reoviridae, Bac:uloviridae 

y ParvoviridaG (13 1 :1, :7, 28, 35>. 

Las eniermedades v1rales que son de mayor iinportanc:ia a 

nivel mundial, en cd cul t1va du pene idos se pL1eden agrL\par en 

isei$ grBndes grupos, que son: enfermedades provocadas por un 

-;i1·u.;0; ~-tD\.J ~,:i..;ul:.n1 iru3 penaei <BP>; enfermedade.,;, c:ausadas por 

~irus tipo Honodon baculc1virus CMBV>; necrosis baculoviral de la 

Ql~ndula del intestino medio <BMtD; virosis tipo-Parvo que at.:\can 

al hepatopancreas <HPV); virosis del tipo-Reo (Reo-1 H:e); la 

necrosis infec:c:iosa hipod~rrnica y hEmatopoyética (lHHN> (13, 21, 



El Hepatopancreas de los Crustáceos Decápodos 

El hepatooanc::1·cas es un órgano vit.:.;l para los 

crust~c8UZ. decáoodos, ya qLle t1P.ne funciones glandulares, de 

abs.orc:ión, d1q1::·st1v<:'IS y de almac:cn.01.m1ento nuticional; asi como, 

de C?::creción mate1·ial d12 desecho (1, 19). 

E,;tructL1ralmente es un compli=:!,io compacto de dueto~ './ tL1bL1los 

ciegos que ocupa 9ran pa1•te del cefalotóra::. Se h~ demo$trado, la 

prcsenci.:1 de una red n2rv1osa e::t1?nsa que lo cubr':?. Además, de 

l-<.\~ func1ones antes mencionada$, está implicado en el ciclo de 

muda, el .:ilmacenamiento de rese1·va~ inorgánicas y el metabolismo 

de lipidos y c:~""rbohicirc'.\t;::.i:;. Mo queda duda de que al menos una 

parte de sus funciones, est~n bajo el control neuroendócrino. 

Ei:iste controversia sobre las funciones de c:ada uno de los tipos 

celulares que lo conforman; pero todos los aut.::wes están de 

acuerdo en qL1e el epitelio hepatopatopancreátic:o se encuentra 

formado por cul\tro tipos c..:elulat'to"='>; lac cél•_1las-E o embrionaria$, 

las c:élL~las-R o de absorción, las cél•..1las-F o fibril3res y las 

célL1las··B o en forma de ampolla. Al-Mohanna Colaborado1·es, 

describiert:m en 1985 un quinto tipo celular al que llamaron 

c:élulas-t1 o enana<:.:: (1, 2l. 
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El estudio de las enfermedades vit"ale~ .:iue afco::tan '11 

c .. 1ma1•ón p~neido de nuestro P•'lls, hacE indi.spcmsable el des;;.1~·rol _o 

de técni'c.::iS-de cultivo de células ir1 ~ 1 .:trn, que ayuden .:ll estud10 

y_diagnóstico de qsta;; infeccion<?s. 
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HlPOTE515 

Las células ··de camarones .del 9énero Penaeu-~, pueden 

cLtlliv~rse y ~ma11t!i?ii~r·il.~~:··~;d;V;t:~:~,~ ~~~~ficando E?l medio !Jura 

ajus.tarlo a loS. r~qu_~r~~T~-~·~·os :n~;.t;~·i:i·r~-n-.Ú-er.: de las mism¿\,s. 

OBJETIVO 

Desarrollar una técnica de cL1ltlVO celular, para e-1 

mantenimiento de células vivas de camarones peneidos. 
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MATERIAL V METODOS 

Se trabajó con cuatro difi;;irentes espaci2s del género' 

Penaeu~. Dos de las CLtales corresponden a especies nativas de 

las castas del Golfo de Mé::ico (P. s~tit"erus y P. aztccu;.;)*: las 

otras dos representan especies del Paclfico CP. cali~orniensis y 

P. var1nan1ei)**· 

Se llamara población A a aq•_1ella qt.1e representa las 

especies del Golfa de Mé::H:o, y población B a la qL1e representa 

las especies del Pacifico de nuestro pais •. 

Todos los ejemplares fueron puestos en observación 

durante un periodo de un mes, antes de ser utili::ados, bajo 

condiciones de estress (alta densidad, manejo, conc:entraciOnes 

altas de amonio, nitritos y nitratos>. 

Para preparar el agua de mar de los acuarios se 

utili~aron sales Instant Ocean *~~. Los parámetros quimic:os del 

aQUC\ se midieron con "kits" de la marca AqLtarium Pharmaceuticals, 

!ne:. 

La población A se mantuvo en un acuario de ct"istal de 

4(1 litros. La población total consistia en 29 jndividuos (16 P. 

a:tecus y 13 P. seti1erus>. Asi, la densidad del acua1•10 era dG 

1.4 individuos /litro. Los parámC"o-tras fisicoquimico~ del agua 

que se utilizaron para pro•toc:ar estress en .la población ·fueron: 

amonio ('.2 ppm), nitratos <60 ppm) y nitritos (4 ppml. 

Los camat·ones dt: l~~s especies del Pac:i f ico <P. l'annamei 

y P. caliior1den~i,;-) o población 8. se mantuvieron en L1n acuario 

de 150 lts. L¿1 densidad en este acuario era de 2.5 c:amarones/lt. 
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Ya que se c:ontab::. con 31 individuos de P. ~·aririamP.i y 28 de P. 

cal;Tornit?n$is. Los parámetros d~l agua ;;¿ manhivit:ron t:?n las 

mismas constant.c-s, antes especificadas para las especies del 

Golfo de Mé>:ico. Estos cmimales tuvieron qL1e pasa1~ por L\n periodo 

de acli¡natación de 48 hrs., debido a que las c:aracteristicas del 

agua Bn los estanqut-:.- de lo:.1 granja t?n í-'uerto Peñasco, eran 

distintas a la:. manejadas en este e::perimento. Los animales 

estaban '"'costumbrados a una salinid¿1d de 38 ppm y :9 ºC. 

Sólo aquel los ejemplares que no mostraron signos de 

enfermedad, se utilizaron dentro de las siguientes metodolog:fas 

Clos animales utilizados par.:i. el cultivo celular, eran pesados y 

medidos antes de comen::ar a trabajarlos): 

Método A 

Se tomó al ejemplar y se le lavó externamente con 

solución salina ·fisiológica CSSF) estéril, de~echando después de 

c:ada lavado la solución uti 1 i::::ada. Se procediO a separar el 

c:efalotóra:: del abdomen, conservando sólo el c:efalotóra>c en una 

caja de Petri estéril. Con la ayud¿ de pin::::as y tijeras 

estériles, quitó el exoesqueleto se e::trajo el 

hepatopancreas, el cual se colocó en otra caj13 de Petri estéril. 

Ah!, ·se l~vó con Lm poco de SSF e::3téril. Se cortó &n peda::::os mLly 

peqLH:ños (1-2 mm2 >, en 2 ml de tripsina 0.25%.. Se vacía el te,iido 

ya cortado, Junto con la trip5ina a un trip5in1=ador, donde se 

le añaden 8 ml más de trip~.1n,,. La tripisización se 11'2Vó a cabo 

en agitación mQdia (con la ayuda de un agitador m;:i.gnético y una 

b.;ila 1i1i:19nétic:a estéril colocada denti·o del tripsinizador>, 
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durante 15 minutas.El t1~ipsini:::ado se '.'1erte en dos tubc~ de 

ensaye con tapón de baquelita estériles, dond1:: es cent1~i fug.:.\do 

15(.10 rpm durante 15 minutos. Después de lo cual. se desechó el 

sobrenadante, y se resuspendió cuda Lino de las paquetes c2lulare= 

en 5 ml de medio esencial de Eagli.:i (l'lEl'l) 1 cor, un 15 'l. de suer"o 

fetal bovino (ver Apéndice A>. La SL1spens1ón cc:lLtl:H" de uno de 

los tubos, se sembt•ó en una botella Falcon de plástico. Mientras 

el contenido del otro tubo se s~mbró cm una botella de vidrio 

plana. Los c:ul ti vos se incubaron en un.o'. estL1fa a 37 "C. 

Método B 

Se preparó Ltnu solución balancei.\da de sale$ de Hank 's 

al 0.26 M, utili:::ando además para cada litro de esta solución 2 

ml de quinolan.::.. Con esta solución sP llenan tres cajas de Petri 

estériles. El camarón se l.:ivó eaternamente con SSF estéril 

<que c:ontenl3. 500 Ul de penic:ilina/ml y 5(l mg de 

estreptom1c:ina/ml >, tres veces. Se: separó el c:ef.3lotórax del 

abdomen ;e procedió a quitar el e;:oesqL1eleto. Se extrai:: el 

hep.:.,tc.,p.:mcTeaF., el cual se dt=plJSi tó cri un3 de las cajas de Petri 

con solución de Hank · s, por un lapso de ,;. minutos. A 

solución de Han~' ·s, donde permaneció por otros 3 minutos. Después 

se pasó la t•~t·ce1~a ca,1a d~ Petri conteniendo solLición de 

HanL '5, donde se la'ló du1~ante 5 minutos. A continuación se le 

colocó en una e¿\ ja de F'etri estéri 1, t;:on donde 5e L? añacHeron 2 

ml de tripsina (l,:;5 .. (0.26 M de salinidad). El órgano :;e cortó 
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L1.n tripsinizador. A9regándoseles, 8 ml más de 

pt-ocediendo a tripsinizar durante 15 minutos en ª'":1i taciór. media. 

La acción de la tripsina se neutrali::O con 1 ml de suero fet4l 

bovino, que se añadió al final de la trips1ni=Ztci6n. El 

tripsiniZ?do 1 se dividió en dos tubos de ens¿\ye con t.;:,pa de 

baquel"ite y se cantr~ fugó a 1500 t'pm durante 15 minutos. Se tiró 

el sobrcnadante, y el paquete celular se resu!:::ipendió en 5 ml de 

RpMI 1640 0.26 M o en l1EM <).26 M. Se sembró el contenido de uno 

de los tubos en una betel la de vidrid o en 5 tubos Leightwn ( 1 ml 

en cada uno), la suspensión celular del otro tL\bo se sembró en 

una botella Falcan de plástico, Los cultivos se incubaron a 37 

·c. 

Método C 

Los camarones se anestesiaron, introduciéndoseles en el 

refrigerador C4 ºC>. durante 5 minutos; utili=ando una caja de 

Petri estéril. Posteriormente se tomaron de la caja de Petri con 

pinzas estériles dándoles un baño de 10 seg. en una solución de 

yodo al J... Inmediatamente, se colocaron en un frasco 

conteniendo solución salina estéril 0.47 M, donde permanecieron 5 

minutos. Enseguida se le pasó, por un baño de 10 segundos en 

ben;:alconio al '.2(1 /.; sumergiéndole$ inmedi¿tamentc después en 

otro frasco, con solución salina estéril 0.~7 M, limpia, donde 

permanecieron otros 5 minutos. A continuación. se le sumerqió en 

solución salina 2stéril o.47 11 limpia, conteniendo 1000 Ul/ml de 

penicilina, 11)0 mg/ml de estreµtom1cina y 100 mg/ml de nist~tina. 

En esta soll1cion de antibióticas, permaneció dur.:1nte 20 minutos. 



- 17 -

El si9u1ente pá.so,·.consistió en un bai'ío de 5 m1nL1tos .:n solución 

salina o. 47 M estéri 1. 

Habiendo terminado de lavar al camarón e>:te .. namente, se 

separó el cefalotóra:{ con pinzas y tij~:ras estéril'2S, coloc<'mdolo 

en una caja de Pe tri estéri 1. Se removió el e;:oesquelcto, y se 

e::trajo el hcµatapanc:t·eas, el cual 5e pasó a !Jtra c:aJi:'. de Petri 

estéril, más p,squeña. Se le añadió solución sal1n<:~ balanceada de 

Hank's 0.26 11 estet~il, con antib¡óticos <lúl)(I UI/ml d~ penicilina 

y 100 rng/ml de o'3treptomicina). Utilizando esta solución, sa lavó 

tres vece;: el órqano completo. L1...1ego, se dec.:mtó la solución se 

c.:or•tó al órgano. 1:-n tro::os 1::. mas pe.1ue1=íos r:~~,1t.le~:. le 

añadieron 10 ml de una so1L1c1ón du tripsina (1:250 de :UIFCO) al 

0.:25 p1~epar.:ida con PBS <solución amortiguadora de fosfatos 

0.20 M a un pH de 7.4); virtiéndose a continuación en un matraz 

Erlcnmeyei· du ::5 ml con tapón estéri le?s, q1.1e ya c:ontenia L\na bala 

magnética. Se tripsini.::ó du1·ante 20 minutos, en agitación a una 

\'Cloc:idad media. 

Al concluir lo~ 20 minutos, el t1·ipsini=Ddn se fil~ró á 

travós de das capa.'=> de gasa estéril, recibiendo el fi:trado en 

donde pt•eviamente se colocó 1 ml de sue1·0 fet~l 

bt:i\llno. El filtrado $~ v.:lció ;;. una::; tubos de- en:;~y2 con t~pón de 

ro~ca. Se procedió entonces a c€ntri fL1gn.rlo 15 minutos a 1500 

rpm. 

El sobronadantc se decanto y el paqLtcte celula1· 

obtenido, =:e resuspendió en 5 ml de mE!dio 1'1199 <Grand Island 

Biol.::igical Compnny), preparado con un 20 'l. de suero fetul bovino. 
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Se tomó 0.1 ·ml .de- la suspensión celular, c:olocándosele 

en un tubo estéril. El resto de la suspensión :w sembró en una 

caja , Falcan de plástico nueva. Añadiéndosole 5 ml más de medio 

M199 (se utilizaron además medios MEM, L-15 y RpMI, siguiendo 

esta misma técnica>. 

La caja se incubó a 34 ~e, observando el desarrollo 

celular cada 3 a 5 dias. 

Se tomo 0.1 ml de suspensión celular, se le agregó o. 1 

ml de Nigrosina 0.2 'l... Se montó Llnü cámara de Newbauer, donde se 

coloco la suspensión celular teñida con nigrosina, para conocer 

el nümero de células viables sembradas pot~ ml <las células 

muertas sufren cambios en la permeabilidad de su membrané'., 

tiñéndose de negro, mientras que las vivas no absorben el 

colorante pet~maneciendo incoloras). Si9uiendo la siguiente 

fórmula: 

total de c:ólulas vivas " Factor H 104 tt cél 's/ 
mi total do cuadros util}=ados de di lución CZ> 

Las células se subcultivaron cada 5 dias. E:to se hizo 

tomando la mitad del contenido de la caja Falcan, ns decir 5 ml, 

y pasándola a otra donde se le añadieron otros 5 ml de medio M199 

nuevo. 

Para los dos primeros pc?ir:;~s se uti ~i:::aron cajas Falcan 

de plástico con capac1dad total de 25 ml; en el tercer pase se 

Ecmbt~ó en tu~os de LeiCjht.:...1-, '..is cristal (en c,_"'da uno ;;e colocó 

0.5 ml di:: suspensión celular y 0-5 ml de medio nuevo>, o en 

botellas de cristal planas (5 ml de suspensión celular+ 5 ml de 
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medio nuevo>. El ci.tar·to s~· · sembrO en botellas o tubos de 

Lelghton de cristal; mientras que el qi.tinto pase se sembró en 

microplacas de 96 pozos de fondo plano y plástici:\s, o en ca.las 

Falcan de este material. 

Antes de utili=ar, cualquiera de los medies y 

soluc:1ones se verificó su' esterilidad, sembr~-,ndo una aliquota de 

los mismos en medio l lquido de tiogl ic.:olato, ~gar cerebro-corazón 

y Sabouraud, para detectar la presencia de bacte1·ias y hongos. 

Ya hab12ndo obtenido los cultivos celulares se tomarán 

fotografia.s de los mismos, en microscopia óptica. 

* Donados por el Dr. Carlos Rosas, Jefe del Departamento de 
Ecofisiologia de la FL'\cLtltad de Ciencias. UNAM\ fueron 
proporcionados 10 P. a:=:ter:us y 6 P. ::eti·ferus. El resto de los 
ejemplares fueron capturados con atarraya en lé\ Laguna de 
Mandinga, Vcracru;:. 
** Donados por el M. en c. Her:!.be:rto DLt21rtE MorE..'no, Rc:iprescntanti:J 
de la Granja en F'Ltcrto Peñasco, Sonor.:i... del Centro de 
Investiqac:iones Cientificas y Tecnológicas de la Universidad de 
Sonora ( C l CTUS) • 
*** Marca comercial d~ sales cara la preparación de agua de mar 
ar·tificial. 
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RESULTADOS 

Los ejemplares a los que se h.ac:e referencia dentro del 

tErnto de material y métodos, consideran sólo a aquellos. que 

sobrevivieron las condiciones de est~~ess a las que fueron 

sometitios. 

Or-iginalmente se contó con 12ó indivíóuos dentro de la 

población A, y 100 en la población B. Durante el transporte de 

Veracru:;: a la Ciudad de Mé>:ico, la pobl~ción A sufrió una 

mortalidad del 1(1 %. La población a cnnsistia de 50 P. 

caliior-riierisis y 51J P. var1r1amei, esta presentó una mor-tal.idud del 

S '% en el transcurso de su transporte desde Puerto Peñasco, 

Sonora hasta la Ciudad de Mé::ico, que requirió de 18 hrs. 

apro::imadamente, lapso durante el cual la temperatura del agua 

bajó de 29 ºC a 18 ºC. 

La.s mortalidades alcan;:adas dentro de las acuarios "/ 

producto de las condic:iones estresantes fueron de: 75.8:1. para la 

población representante del Golfo de Mé::ico y de -:.7.9 7. para la 

población de camarones del Pacifico. 

Método A: 

Los E!jcmpl~re>s que se trabajaron utili=:ando el método 

?), fueran e>:c:lLJsivamente representantes del Gol fo de Mé::ico, e.en 

una talla promedio de 44 .. 6 mm de longitud total y un peso hUmedo 

promedio de 1. 6 9rs <ver cuadro l >. Dentro del método A sólo se 

trabajó con MEM. 

Los cultivos obtenidos por este método, presentaron 
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todos contaminaciones bacterianas qLle no se loQraron con':1~01ar 

aún con·el uso de antibióticos <en las ::oncentraciones más alta: 

permisibles; 1000 Ul/ml de penicilina y 100 mg/ml de 

estr"eptomicina>. Se hi::o una tinción de Gram, observándose 

bacilos 9t"am negativos polares en gran cantidad. 

As1 en ningunb de los cultivos hechos siguiendo el 

método A, se loQró observar a las células de hepatopanc.reC\S 1 

salvo, justo después de sembrar·. Est.:\S son células grandes y 

redondas, que presentan un ni.kleo y ali;,unas vacuolas. 

Método B: 

En los métodos A y B, se tuvieron problemas debido a 

que el manejo de los camarones durante el lavado es bastante 

dificil. Estos son animales muy resistentes, a menudo saltaban 

saliéndose de las caja5 de Petri, o mediante contracción brusc:a y 

fuerte del abdomen se soltaban al estarlos sujetando con las 

pin;:as. 

En este método se utilizaron también, e~~clusivamente, 

P. azteCU$ y P. seti~erus (especies nativas del Golfo de México>. 

La talla promedio de estos individuos fué de 67.5 mm de longitud 

total, y su peso hó.medo promedio era de 3. 2 grs. Para es.te 

método, se usaron los medios MEM y RpMI (vet~ cuadro 2). 

Los resL1ltados obtenidos c:on el método B, fueron 

CL1ltivos contaminados con bacterias, y lev01duras. 

Para controlar el crecimiento de L.\S levadur;;i.5, se 

aRad1ó ~l medio nistatina a un~ concentración de 100 mg/ml. Junto 

con la nistatina 5e añadieron también los antibióticos 
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(penicilina-estreptom1cina>, en la misma concentrución antes 

mencionada. ALtn con la aplicacion del ant í micótico, e! 

crecimiento de las l~vadu1·as no se modificó. 

Sólo en una ocasión se observaron célul -i.s de camarón 

que sobrevivian, aL'tn en la presenci.:\ de contaminación tanto 

bacteriana c:omo por levaduras. Esto sucedió en Lln tL1bo de 

Leighton, donde la población celular de hepatopancreacitos era 

muy pequeña. Se intentó t·escalar. ob~c>rvándose, que al realizar 

varios lavados de las células con solLlción de Hanl~ 's ccm 

antibióticos y n1statin<.'\ 1 la población de bacterias y levaduras 

disminuyó, observándo5E? una lento. recuperac: ión de los 

hepatopancreaci tos. 

Método C: 

La población B, representante del Pac 1 fice fué 

Ll ti 1 i =ad a en ter amen te para real i ;:ar este método. La talla 

promedio para P .. calif'ornien:si;; fué de 70 mm de longitud total 

y peso húm~do promedio de 3.5 qrs <ver cuadro 3). Para P. 

~·cn1r1a111ei, la ..... ~l la promedio era de 7'.2 mm y el peso hl.'.imedo 

promedio de 4.() grs {ver· cuadro 4). Los medios utilizados dentro 

de esta mctodologia fueron: MEM, RpMI, L-15 y M199. 

En este Ultimo método se maneJó al animal anestesiado 

por fria, aden1ás de un conteo de células 2.l hacer el cultivo, dr-

manera que st=: conociera el nüme¡~o totol de •:élulas viables por 

mililitro sembradas. El promE!dio obtenido de esta-:; para P .. 

calzior~ien~1~ como para P. vannamel, fué de 1.9 x 10
6 

c:élulas/ml 

<ver cuacJrus 3 y 4). 
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Los 1~esul tadt:is observci.dos en el cuadro 5 \nt:1mero de 

células viables sembt•adas/ml). se relacionaron con los medios 

utili~ados, observándose que se obtiene un mayor número de 

células viables por ml utili::ando medio M199, que con cualqLliera 

de los otros medic1s empleados d1.1rante la in'1estigac:ión <Cuadros :;:; 

y 4; tigLlras 1 y '.:!). E:.n los cuad1·os 5 y 6 se muestra la relación 

entre el peso humedo en gr.=.1mos de los cama1·ones -.·ivos y el número 

de células viables semb1·ada:;.'ml di= acuerdo al medio utili;:.ado; 

las gráfic.J.S correspondientes se mL1estran en l.?.s figuras 3 ¡ 4. 

En e5tas 1.Htimas se pL1ede observar que no sólo hay Llna relación 

en cuanto a la variación del número de células viables/ml / el 

medio util1::ado, sino que tc;1.mbién hay L1na relac1ón entre el peso 

húmedo de los camarones vivos y el número de células obtenidas. 

Siendo esta última, el qLte hay una variación en el número de 

células, aumentando conforme aumenta el peso húmedo de los 

individuos. 

Se empe::aron a ver resultados sati::.fiic:t.o:·ios ct..1~ndo las 

poblaciones de bacterias y de levaduras disminuyeron 

significativamente. Asi. se observan células grandes redondeadas, 

con un núcleo y algunas vacuolas. Se observ3n a menudo células 

que se encuentran unidils, pero siempt•e el nl.'.1cleo de lils dos 

células se encuentra bien definido. E1:1ste &videnc:a de que 

ex13te una constricción celul~1·, lo cual s~g1nr~ división 

am1tótica. El cr·ecimicntn de la ooblación es lcGto y se necesita 

de ur1 buen nt'.1mero de es-.;as .:élulas ¡:-.;;ir ... 1 que ec:.to St:?'l perceptible. 

~as cólul~s QLu.; crecen en st..1spensión, en t..ino de los 
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ensayos, se c:ompor-turon de manera diferente. Al hacer un 

subcul t1va ,;1 partir de un tL;bo leiqhton, a una mícroplac:a 

plástica de 96 pozos de fondo p.lano1 las células que 

correspondían a un quinto rn1 se fijaron al sustrato pero no se 

observó que la población aumenta>~a. 

Las cólulas obtenidas por este método son grandes, 

vacLrol izadas y con grandes Mücleos. Al ser sembrada<.::. 

observaron redondeadas al microsc:opio óptlco, ndentras que a 

aumentos mayores se ven c1 l indric:as con m'.u::leos ligeramente 

despla::ados hacia la periferia~ Su citoplüsma es heterogeneo, 

vacuoli~ado y al9un~s presentan gotas lipldicas SL~jetas a las 

células como si estuvieran siendo sccrott=1:das. 

observar 

En los primeros pasos Cprimera a tei~cero), podemos 

una población celular más o menos homo9enea, las 

células son redondas, alq~nas con m:1cleos periféricos. Mue.has se 

observan secretando la mitad de SLl contenido celular. En estos 

también se observaron a células juntas, con L1n cierto grado de 

constricción, es decir, dividiéndose amitOticame,:inte. Algunas de 

estas c::élul<:\~, p1·esentan una capo?. refrigente. 

La mayoria de las c:éluias en los ú!timos pases 

(cL\arto a quinto}, presentan núc:leos peri fér~i.cO$. Ob~t::wvadas a 

1000 >: son redondeadas, vacuol i ::ad as y c:on un c:itopla.sma 

heterogeneo. Se tomaron 'fotograf!as gin las ~Ll~.\lc.;!5 ce observa el 

final de la division celular. Asl tamb1én, l.ln~ e.le l~s fotografías 

presenta una céll-1la ton nücleo periférico~ V<:lcuoli:.:ada~ una de 

la~ vacL\ol.:,s se enCL1entra abierta hacia el medio. Tt:Jd~~ l.:..~ 
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células obse1~vadas se encuentran rodeadas por una c:e.pa 

refringente. Las fotografias tomadas en microsc:opio óptico son de 

célLtlns vivas sin teñir (vet' flquras 7 a 12). 
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DISCUSION 

E:dste una gran variedad de en·fermedades que ¡::\tac:c."\n a 

los cam.::i1·ones pencidos .n3, 24, 31,- 3:!, 33, 36, 38, 3<1', 5:"., 56. 

57) .. Estas pl.leden ser causadas por ~Ultiples agentes et1ol6g1c:os 

como son virus, bacterias· y hongos~ además deo enfo~~mc:dc:i.dc~ 

llamadas ambientales sin relac:iOn con aq~ntcs mi::·:Jbiológic:t:J!: 

espec i f ic:os J' que se m¿,n i f ~es tan cuando e::i s ten c:.amb ios Gn los 

parámetros f1sicoquimic:os dal agua. Otras 

importantes son l<:\S r~elacionadai:: con los .=1spt=ctcs nL1tric:tonales 

(deficionci..'\s a 1nto::icac1onC?s). 

Estos factores deben de considerar.:ase en los di fcrente~ 

pt'ocesos de investigación y cont~w con animales sdnos. Un2 

.=.lternativa es el empleo de camaronE.•s SF'F tspecific: patcgen fr·ee

libres d~ pu.tóc.eno=.. espcciiicas), pero estos son d!O? dificil 

adquisicion. Sin embc'.\ryo, ·fué impresc:ind1ble demostrat' el estado 

de s:dL1d de las donudcwus de tejidos con los c;ue se contaba, qu~ 

r::ira.n ~nimaie.:: cwnvenc1on.:des. La p1·-?se-r.c1u de enfermedades 

subci!nir.:.:..,:::; ·11.:..1ni f<-:?st;ar!' ..:u,:1.ntio los ;:::amar·ones '$1'.": somo:::t;i~ran a 

t~111peratu1·a~ subóptima~ o supr~óptimas: bal~ o alta c:oncentrac1ón 

c:a l ... ~boi•adores) . 

sometP1' ,:\ i.~ potJl.-cion estado~ dt· ~ans~ón que fueron: 

de compL\l:::to~ 
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clinica. .de los camarones. ·s·e esperaba la mani fest;ac:ión de signos 

c:linicos y l~~oioñes como serian anore~:ia. camt1os 2n al 

comportamiento, ablandam1ento de la· c:uticula, cambios de 

c61a·rác:ión, presericia de Z'?nas necróticas y mortalidad. 

El equipo disponible permitió controlar algurios de los 

paráme'tros antes mencionados que ·fueron: temperatura, sal iniciad, 

fotoperiodo y pH. El mantener concentraciones al tas, pero no 

letales de compuestos nitroc;it:mados se facilitó debido a la 

sobrepoblac:ión de los acuarios. Esto también causó algunos 

problemn=., los n1•1eles de estos compuesta5 se incrementaron hasta 

concentraci.ones varii:.IS rJcasiones, controlándose 

mediante recambios de agua hasta del 8(1 'l. del volumen total del 

acL1ario. Periódicamente, cada tercer dia, se hacian re:::ambios del 

20 'l., para mantener las ccincenl:rac:iones de compuestos 

nitrogenados. Moe y Spotte <44. 53), recomiendan que cuando 

e:tisten concentraciones tó::icas o letales de e$tos compuestos, s~ 

con+.rolen mediante recambios de por lo menos el 50 f. del volumen 

total del acuario. 

No se trabajó con salinidad y temperatu1 .... 1, porque esto:=. 

ei;;tan intimctmente relacioni:.1das con 

enferrnedt.1,des ambientales. CU<)ndo e>:iste un cambio paulatino y ne. 

brusco de est:os dos paré.metros~ r10 ~e prE:s~nt.:.n prablem~'="·· Sin 

embargo, ei cambio brusco de cualquiera de el lo:>. o de e.mbos, 

pu~du dL'.'ton.,_.u.. algLma de las en·fe1"'mt1dadcs .:\mbienta:us, como la 

necrosis muscular c'5pontt,nea (28). 

Otra r2.::ón pa1·u no utili::ar a la salir.idad como f;,.Ktor 
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estresar.te, es que les nivl:::les subóp+:imos o !3Upraóp1:imos ca1t:;o:1n 

problemas en la osmorregulao.ión de. los org.::101·~m1Js m.:11'ino5; 

debilitando en eNt1•emo B los animal~=;. aé.::;mác:; de na ser el .:1nico 

factor estresante que se iba a manejar, ya que se ha c:ompt·obudo 

que es una combinilclón de vario$ facto1·es loi;; qL1e provocan l.:\ 

apar1c1ón de en fe1·me.Jade~. La tcmpcru tura in tc:ract·:1a c:on la 

salinidad, modific..:indo 1-=- c.;ip.:.\c:idad osmorregulildo1·a de los 

crustáceos dt::cápodos r.ipero~mcticos moder.o,do~ (lT;; cua.i.es .:.d1T,1ten 

dilL1c.iones dpl mr:odio e::tP.rno hasta de 1/3 de la. salinidad 

normal>, como son lo<:=> 1:.:1m.:\t'ones del gé11er·o Penaeu__:- : t'1~. 

La mortalidad resL1llado de las condicioni::~s de tensión 

en la=> pobl.:1ciones con las que sG trabajó fu1;1ron ~l';as. AunqLle, 

debió de:te1·m.Lf1"-H's~ 1"1 c.:1Ltsa de la muerte de los individL1os, no se 

reiali;::ó, ya que el fin de este trat~mier.to fué seleccionar sólo 

aqL1el lo: un1males que se ene.entraran sanos, fueran re-::.istentes y 

presl"'n taran sieinos de enfermedad, deb i 1 id ad o conductas 

anorm'°'les. 

El aspt-"'C t;o nutricional de los camarones se cuide, 

dándoles co1110 alimento a l.:1s poblaciones de P. ~:tD•;u::: y P • 

.:-'2t~·1-cr·u:. camat•ón conynl:.:1do, .3lme.1a 1 osti.ón y pescado frescos. 

alinientaba dos veces .:11 dia noche), 

pe1•mttiéndalc:s comer' clurante dus horas antr!s de rütirar lo;; 

~·estos de alim¡;mto~ La ~11rnuiac:ion do re.:;-cos de comid2. s:e hi:::o, 

pare:, no íJl'ovocar un auM~nto .:n la conce11t!'.:1Clón de c:oir.pu~sto~ 

n: •.:r-:c.c:r.or:c:<2. En est.:1s poblaciont::s~ ne se det~ctaron dcficienci<:ts 

·: ¿>.t: t :~nd ami ~r. ta de la cL1tic:ul.:., cambio de 
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t.:olorac:ión~ caniba.lismo), siendo un indicio de c¡ue se cumplió c:on 

1os retluITrimientos m1tricL:males de los c:an .. arones. 

Las poblaciones de P. californien:is y ~ van~amui, se 

alimentaron también dos veces di.:wias (mañana y noche), pero 

utili=ando alimento balanceado comerc:iül comprimido. A esta 

poblac:.ión se le dió una rac:16n cot-respond1ente ci.l 5 í'. del peso 

promedio de la población mL1l tipl icado por el número 

individuas. Al igual que para las especies del Golfo de Mé>:1co, 

se les p~rmitió come1~ dur.:int~:: dos horas antes de rel:lrar los 

restos de ._=¡l imento. Para estas dos poblaciones tampoco se 

o!Jservaron deficiencias nutr1cional<Js, hc.sta el té1~minc d~l 

enper1mento, ya qL1e algunos c:amaronl?S blanc:os, demostraban una 

coloración azul-ve1·dos..:~, lo C:L1al se ;:i.tr1buy6 

carotcno1des y ::antofi las dentro de la dieta. 

la falta de 

F'ara r•ealizar el trabajo se utili=aron postlarvas 

tat•d1a$ ¡ jL1vcn1les de cuatt·o e$pec:ies de pe::neidos. Los estadios 

pos"tlarval y juvenil fueron esc:ogidos debido a qLie es en 

el los, qLte> l~ci, mayoria de las enfermedades ·• i1'<.1lc~ ci:'usan 

las m0t-t~l idadi:s mé.s <ll tas <9, 13, .:,:4, ::1, 33, J6, 38, 39, 49, 

55, 56, 57). La ventaja de util1::ar individLIOS jóvenes E!S QLto son 

más rc:is:-..stentes d,l transporte, pr2rmiti11ndo qLtG se contara con un 

bLmn nüm<.:>t·l.l de ejemp1:;1.res para trabajar. Además, sus tejidos 

tienen Llna rnayoi· C<1pac1dad de división, es pos• esto 1.Htimo que en 

c:ultlvc: c:elul~r se p1•e1ir:-'t'e utilizar individuos jól/enes 

emorionE:Z como iuentes dwnado1~as de células. Sin embargo, 

cualquier ind1v1duo sano puede ser donador. A lo anterior hay qui::! 
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añadir, que los camarones entre más jóvenes o más pequeños \~n 

tamaño y peso), son má5 susceptibles; al .:.\taque de c:L1c:tlqu1er· di:! 

las enfermedades virales <9>; s1endo sus células 141 meJot' opc: ión 

para ra replicación de e'3te ttpO d'2 "/lt'LIS:.. 

El órgano que se seleccionó p~~ra trab:.\jac en este pro

yecto fué el hepatapancreas. Aunque tiene funciones glundul¿\rcs, 

las células d~ oue s;:;o c:oinDont: son epitelL:"tleG, y se ha observado 

que este tipo do C•':.>lulas c:n:•cen adecL1adamente in ~·itro, aunque 

pueden !?;~ i gen tes en cuanto a SIJS 

nutric:ion.:.iles. El hepatapanc:rC?as, es Llll órgano fácil de 

identif1cur por s.u tamaño, es¡:ic.·ci..=..lmento en postlarvc.1s tarc!las y 

juveniles. Cs un órgano vi tal para. el ccunarón, además de ser 

el órgano !;!.1ª-.Q.i;;..Q 12.!:~l_L_l_Q d1-:? c1nco de los sois c;irupos de virus de 

los camarones pene1dus y sacundar10 del se::to ce, 11, 12, 1~ 1 17, 

Este órgano, y ios cambios morfológicas que> sufren :;us células, 

se utili:an par•a monitor•Qar El v~lot• nut1·icional de dietas o 

al imen Los pr:i.ra c~ma.rones peno idos (58). 

Entre 1 a:: des ven tajas de 1 hepa topanc1~Eas coma fuente de 

·~élulas oara ul cult¡vo in v1tr\>. están: el hecho d~ quG las 

.::élul.:1s QlanduL: '."U~ PI ;:_:,cnt:cs-, f2r, ~:l <-~Ji do (c.ólLtlas-·[I) c2, :~}' 

·10 ;ácilE""s de 1n"u1ten?·" iri ~·Jt:"',:,: es u1 ór~-0:1no en el qLte 

cncor.t1·cunos bact~r1as y :1ongo::: (lev¿duras p1·inc:ip<:1.lmente). en su 

1L1me::n qua ¿~cc1npc:ú'ían .:il .. -.11m12;-1to ..::s-:odt.• 21 e::::;tórr,ago; dos de las 

:¡r,t.:r-~ !:1p1'E '-· lLllai·s;:- pt·er;cntt:2s en el hf:.>patopanc1·eas al final de 

1~1 d.iyE!st:c11 \q:_1e dur•c:i <1pr·o~1'.rn:~d.'.1nentE :·-1 ~~rs), d~gen:.?r'an y 
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mL1eren ~iendo desech,;i,dos en las heces jur1to ,,;::m el matc:i1·1al no 

procesado. Otro f.:.\ctor muy importante es qL1e e::~sten vurlilS. 

apoyadas por d1:;;tintos autores (A 1-Moh anna 

Col abat·-adores; Gibson Barlter), de la existencia de 

y 

la 

transformacion de un tipo celular a otro con distintas funciones. 

Dentro de estas, el único punto OLU? tienen en común la m~i.yoria de 

ellas es que las células-E son el inicio de esta serie de 

transformaciones. 

F'.:>.ra reali::.:1r cultivo=: celL1lares, es importante el 

conocer los requerimientos nutr1cionales de las células a 

culti'1ar. Si no e::iste inform¿¡ción al r1~·.:..pectc:i, como en este 

caso, el conocer al menos los requer1n1ientos n1_1tricionales cie los 

animales donadores (como grupo), puede ser un buen principio. Aún 

mejor resulta el conocer los requerimientos por especie. En 

general, las diet.:i.s de los camarones peneidos se han elaborado 

tom .. ,ndo como patron l.:\s dict.J.:; utili=adas en el c:u1tivo de pec:es. 

Aunqu~ e::istcn algunos trabajos sobre los requerimientos de 

ciertas especies como P. vanriamei 1 en él se basa la formulación 

de alimentos comerc:1ales que se Lltilizan hoy en d!a, para P. 

monodon, P. schmitti, etc. Al igu~l que todas las otras .espec:ieG 

animales, estos requerimientos varian dependiendo de la edad {en 

este caso estadio), del o da los animales (4, 18). Como todo 

organismo Vl'/0 sus t'eqL1er1mient.os son de: proteínas, 

c.::i.rbohidt·.:'ltos, l:!pidus, minr.:rale•; y vit::im1rias. 

Las dietas pa1·a postlarvas tardias y juveniles 

contienen apro:dmatlarnente> el ~Q t. de proteína animal, e!3tas ~r~ 
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Proporcionan princ:ipalm~n.t~ _i=n forma dE h.::,rina de pescado, de 

camarón o de calamar, o combinaciones. At:h~;nés, se L1san proteinas 

·1e9etales que se adicionar. gene1~u1mente en forma de soya .• Se- ha 

comprobado en varios estLtdios, que los requerimi\?nto~ de 

aminoácidos comprenden todas las sL1bstanc1as de este tipo, y que 

dependiendo de la especi<: es la cant tdad N~querida de cada uno da 

ellos (::50). Una parte importante de las dieta$, qUE'.' c:onsti tuye 

entre el y 9 %, son los ac:idos r;,ra!:$O'~ pol linsatLtrados, los 

fosfolipidos y el col~sterol. En cuanto a los carbohidratos se ha 

demostrado que la glucosa obtenida de la digestión de 

polisacáridos es me.1or as:.imilad¿¡ que l:o'. glL1cosa pura; se les 

agrega también glL11.:osam1na en una proporción del o.:::::.~~, y.:~ que 

es necesarii?. para li?. síntesis de qLtitina. Aunque e::isten pocos 

estudios en cuantci a los requerimientos vitaminicos, se ha 

determinado que los crustáceos r~quienm de la mayoría de las 

vitaminas del grupo B, así como de las vitamin¿¡s C y E,. ya que la 

v:itamin.:t íl puede ~~r' &int;e-c1:::ada por el camarón partir de 

precLirsorc!:5 como la:; cat otenoides. Los estudios que se relacionan 

con las necesidadE's de minerales, también son E?scasos. Se S.:\be 

que lo~ requerimientos dq fó~foro '=º" altos (alrededor del 1.5 'l. 

de lci d1~t~). También, se conccQn como m1ne1•ales e~enciale~ al 

mognesio y al potasio C18). 

L¿1 literatura .:::¡ue e::1ute en lil actualidad con respecto 

al cultivo de células de erigen peneido, se limita el reporte 

hc>cno ;:ior Ch Pro :::n ~ 98G ( l ·I 1 
• S:n ~:=; t~ n Q se mene LOn¿i u qL!e ¡:.H '.::;r~ 

m.:..nejó el medio. n1 t...'lmpoc.o la tc:mpL'1·atura a la qL\G s~ incubaron 



lo~ cultivos. Metselaar en 1982 (43), menciona que la temp•~ratura 

óptima para la inc:ubac:1ón de ::L1ltivos celL1larcs de artrópodos es 

de 28 ºC; mientras que Sie9el (51}. dice que la temperatL1ra 

óptima en el caso de los cultivos de teJidos de peces es de 

25 ºC. La salinidad del medio depende de la especie que se vaya a 

trabaiar. Las soluciones y medios utilizados en el cultivo 

c:elular t1enen una c:oncentrac:ión de sales de O. '.2 M, que es 

isotónica pc,ra las células. Sie9el <51, 5:2>. recomienda añadir 

suficiente cloruro de sodio a los medios y soluciones utilizadas, 

para el c:ul tivo de células de peces teleósteos marinas, para 

elevar su concentración de sales en 0.06 M, obteniéndose as! una 

solución al 0.26 M. En el caso de elasmobranquias hay que 

aumentar más la sal iniciad. Aunque el pH dol ,;1.gL1a de mar es al to 

(alca! ino, 8.2-8.6}, no se hace mención, dentro de las 

metodologias utili:::adas para peces marinos y artrópodos, del pH 

utilizado. Las substancias utili::adas en el cultivo celular de 

teji.dos de origen mamífero tienen un pH que oscil;~ entre 7.2 y 

7.4. 

En el método A se siguió el mismo esquema de la 

metodolo~ia utilizada en el CLtltivo prima1'io de fibroblastos de 

embrión de pollo <5, 7, 23, .... ...i, 26, 28, 43, 47, 48). Aunque fué 

obvio el que las células de hepatopancreas tendrian 

reqL1erimientos nutric:ion·ales distintos al de los fibroblastos, se 

decidió trabaJ=ir con medio .:.-:;,encial de Eagle (f"lEMJ, ya que este 

se utili:::.?. no sólo pura m.~mtener fib1-oblastos sino muchos otros 

tipos colulares. Gcnr~r<llmentt":. se usa con un 10 'Y. de suero fetal 



- 34 -

bovino enriqueciendo los medio?-. utili;:?:ados en cultivos primarios, 

como el que se iba·~ intentar, en este caso se decidió adiciona1· 

un 15 ·r. de suero fetal bovino, propo1•cionando asi un medio más 

rico a las c:éfulas. La salinidad de n1ngu11a de las soluciones: 

utilizadas ~n este método, se modificó, de manera que se pudiera 

observar como se comportaban las células trr:onte a nnu solución 

salina fisiologica. 

Al ser los c.=.>m¿'lrones organismos acLtát1co::., se s~;.b1a que 

el riesgo de contamir.ac1ón era mLtcho mayor que al trabaja1· con 

organismos terrestres. Debido a que el agLta que los circunda es 

un ambiente en donde E':ncon tramos qran variedad de 

microorganismos. F"or esto se considePO n12cesaria liw.:.ir primrn•o a 

los c~mat•ones c::tornamente, y luego al órgano a~slado. A manera 

prQventiva se util1::.aron antibióticos, pero sólo en el medio 

nL1triti'10. Cabe mencionar que todos los c:ama.1'ones de cada una de 

las poblaciones utili::adas, estuvieron compartiendo el mismo 

estanque-, ast :;r. parte de que !:>Lt mic:1·o·flora y microfauna s2a la 

misma. Y por lo ti'..\nto, lo.: contaminantes encontrados en !"os 

cultivos c:ehtlari::•= t.::1mt1Cn sean los mismos. 

El result._i.do, en !os p1•imeros intentos hechos siguiendo 

nl método A, "fLtó ~l mismo~ .-r.uc-1'Lc d<J l.:ls céluld5 por 

cont.?.minac:ión bacte1·ia.:--1a. Sólo en un caso, ~e obsE-rvaron 

formacione~ seme,iantes a coloniC\s ccluiares. pero al hacer una 

tinción de G1"-1msa -;;e identific,:~··on .::;.:.1:.i coloni.J.!3 b,:J.c:terL:mas. Se 

corrió ontoncr-s una tinción d~ Gr-."'.\m, lo cual permitió clasificar 

lacz:. bacte1·1as c1•mo b~cilos yr.:tir1 negativos polareo::.. Con el iin 
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de encontrar un antib1ótic:o que pltdiera err·adicarlos se hi:::o un 

antib1ügr.:~ma Lltlli:::ando antibiOticos de amplio t:spec:tro como 

c:loramfenic:ol, gcmtamic:ina, penicilina y estreptomicina. Ninguno 

de ellos inhibió totalmente el crecimiento bacteriano. 

De esta e~:perienc:ia sa c.:onc:luyó lo siguiante: 1) Que 

era necesario el hacer más lavado~, o igual número de> lavados 

pero mas prolongados, de rniólnera que ~e eliminara el mayor nt.'.1mero 

de micrcorganismos contaminantes. :!) Aún habiendo lavado 

repetidamente al camarón e;:ternamente, el lavado del órgano ante!3 

de someterlo a la acción da la tripsin3 era necesario. 3) Las 

soluciones con las cuales 5e lavar!'°\ al camarón e:::ernamente, 

asi como 1 a u ti l i ::ad a pdra lavar al órgano, deber 1 C\n con tener 

antibióticos y antimicótic:os (estos últimos para evitar las 

contaminat:ionE:!s por levaduras y hongo5, que aLtn no habian sido 

detectadas> • .lll A las soluciones L1tilizadas se les debia 

modificar la salinidad, según la propuesta de Siegel (51>, en 

0.06 1'1 1 obtcniéndosi:= as! solucione::. 0 .. 26 M <l.=i. molaridad de una 

solución fisiológica e5 O.~). 

Asi, en el método B se siguieron los rniJmos pasos que 

en el método anterior; em:epto que los lavados fueron más 

prolongados, Lltili::é.ndoso para ello una solución al 0.26 M con 

quinolona {ác: ido 1-cic lopropi 1-7-(4-eti 1-1-piperar.: ini l J-6-f luoro-

1, 4-dit'd dro-4-o;:o-'3-qL1inolr.?in-carbo:d l icol • El espectro de ac:ción 

de este ¡:wodlu:to incluye gérmi=nes gram negativos~ gram 

positivos y micopl,'3.smas, actuando tanto en condic1ones aerobias 

como anaerob l.!"~s. Como este producto es muy tó~:ico para las 
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células, se utili::ó a una concentr.:,ción de. 1:20,000. Otra 

con respecto al método A1 1 Lié el t.lSO de . ott'O medio 

nutr:i tivo el Rp11l 1640, además d¡;;l MEM. 

Siguiendo ~stl? método t~;r,ooco se pudo observur 

crecimiento de la población de hepatopancreaci tos in ~·itro~ La 

contaminación obServada en este caso no fLlé sólo provoc:ada por 

-bacterias sino tainbión por levadu1"a:;. El desarrc,llo de la 

poblaciOn de levadLtras pudo ·1erse favorec1dc1 poi· ~ ... sal.lnidc.d dEl 

medio ((1.26 M), y la disminución de L.1 poblcJ.ción bacte1~ianu que 

se logró mediante la aplicación de ar.tibióticos. F'.o.ra eliminar 

las levadura: se L1tili'zan en i:::l cL1ltivo r..elula1" n:statina y 

anfotericina B amtios compu~stos '5on mLtY tó::ic~_.5 par¿, l.:i.s 

células, por lo t ... "\nto su empleo es delicado. Dentro de la 

metodologia se L1t:llizó la nista1·ina <?n la concentrat::lón de 

100 rng/ml. La nistatina sólo se añadió .:i.l medio nub'it1vo. 

Hubo sólo un caso en el que se vió que la población de 

hepa topanc 1•et.1,.: 1 tos sabrevi :i6 en l..3. presEmClü de 

c:ontc:.minación. t¿nto b1..."íct, 1·iana como ooi• lev.:\duras. Esta :e 

efecto ;itotó;~1;:0 Caylut1nac1ó1, de las células), que c:uusó su 

:·'.!'""1·t-. /'tl flr· • .:.11, "torJuo:-, los cultivos hecho$ mediante este método 

pt·oblemas: .:1unqui:> la contaminación bi:'-.c:terio.ma ya padia ser 

controlada, el nuevo t•cto ere:. ~l imin2r .. !O'\ cor. t;aminación por 
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adicionar al medio y a las demás soluc:iL1nes en c:onc:entraciones 

al tas. La al terna ti va fué el LISO de desinfectantes como el yodo y 

el benzalc:onio, pet•o sólo para la el im1r.ac:1ón de Jos 

micraori;:¡anismos qLtl:? se encont:t~aran ::.obrE el eimesqueleto. Si el 

hepatopanc:reas se e~:pusiera dirE!ctamente a su acción se 

provoc:'aria una destrLlcc: ión del tejido. Sin ~mbargo, el 

hepatopancrea5 tamblén contiene microorgan1smos ya que pertenece 

al sistema dig~:;;ti·/o. La interrogante entonces fué como eliminar 

nn SLt m.:tyor parte a los contaminantes contenidos dentro del 

órgano. Esto podia ser comprobado por la aparición de 

c:ontamin:01c:ión, de cualquic::r tipo, unos di as después de real i ::ado 

C?l cultivo. A C?ste resp~cto se observó qL1e la contaminación 

bacteriana aparecia de .2 ·?. ""' dias después de hecho el cultivo, 

la de lavadLtras entre ._. y 5 dias, y la aparición de mohos en 8 

di.:.s apro>;imadamente. 

Pi;it a descartar que las fuentes de contaminación fueran 

la~ soluciones, tod~\S se sometieron a pn1ebas de esteri 1 idad. 

Sembrando una aliquot.:\ de ellas en medios nutritivos para 

promover el crecimii:!nto de microorganismos presentes. Se utili;;:ó 

caldo tio9licolato y agat' cerebro-cor¿:i;zón para detect""r bac.:.terias 

tanto anao1·obia5 como a~robias; p~1·a dutectat· la presencia de 

levadura5 y hongos se utilizó medio Sabouraud. De esta manera se 

desechó l-t oosibilídad dC' quo los medios C?stuvieran contaminados. 

Los result.oidos ind1c.:\ron :Jl'e d!...wante el procesamiento de 1.:-. 

muestr3 no se eliminaron los contaminantes. 

En el método C, se corrigieron las deficiencias de los. 
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dos· métodos anter·iores. Para facil1t.;r el manejo d~ los c:.irr1.a1""oncs 

durante su pt"oi;esamiento, estos se ,:.,nestesiaron desoL•.és de ser 

med~c!a:= y pesados. Esto se C•:>nsigL\ió introCuciéndolor: dcmtn:i df.! 

una caja de petri al refrigerador (ll "C), durante 5 minutos. El 

tiempo má;:imo promedl.::· er. qi..11? lo!:; c.lmarone~ lograban sobr::vi•1it'" 

en refrigeración i:.:s de 8 minuto~, despL1é:. ·.:!e este tiempo morían, 

o quedaban demasiado déb i 1 es. 

Era importante que los camarones no estuvieran muertos 

debido a quE? el hepatopancreas. es el primer órgano en 

descomponerse a la íllLle1·te del animal, pradL1cto de la acción de la 

variedad de cn;:imas qL1e se producen en él (:!1, 2~). El animal 

debia est."Jr anesteGiado para facilitar su manejo, pero no debia 

mori1·, ya qLte el proceso entero de lavado toma poc:o m.-'.\s dr. 35 

minutos. Tiempo en el cual las en::.imas que produce el 

hop.:1topanc:reas tendrian condiciones ad2c:L1c,das y tien1pa para 

actuar y lastifJlat' el teji.do. {4demá!:>. entre las en;:imas que 

prod1..11:~ e:.te órgano, encontramos a la ~ripstna .. Como se rn~nc1onó 

antes, v~~::. enzima puede dañc-.r e inc .usive causar la muerte 

celular, o:i 11.:i.-, tejidos son e·,p•.1estos mL1cha t11:::moo a su .:u::::1.!tri

Sn .::-;\~O d~ que el animc.1 8StL1•1ic1·a mLterta, y considet""ando el 

t.1.empo q1..1e se utili::a en la d1~g1~eg'"'c1ón del ór9~1no, El te,11do 

estari.:. e:ipuesto a la .;1.c:c16n enzimátic:.:1 durante más de 50 

minutos .. A conse-:cue:mc1,:; de e~to, el teJ.1do se vci~ia dai~ado, y la 

cantidad de c~lulaE v1~blws cue ~e semb1·a1·a~ 0eria mucho menor al 

obtc;.r. idc;,, Esto si? pLt<JC.• compro:::ic:n- cuando hubo. mLterte de los 

c...:1maron1:!S en el proceso de ~:::wo?.do • .,_,¡ numc1·0 dE célul•·~ <.'.:ables 
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sembradas fué mucho menor como se puede ser en t;. l cuadro 5 

<indicadas por un O. 

El número de c:élulas que se presrmta en los resultados 

corresponde al n(1mE?ro de células viables ttJtales que 

sembraron. Mo se calculó la viabilidad de c:ade. uno de los 

cultivOs. Se c:onoc:e que son células viabl~s porque al hacer el 

conteo en c.>l hemoci tómetro, habiendo teñido oreviamente con 

nigrosina, sólo se cantaron aquel las qu~ na se colorearon (es 

decir, las células vivas). Como se puede observar el nümero de 

células viables sembradas es de 1.9 x 106 células/ml; en este? 

caso no se estandari:::ó el ni:1mero de célule.s viables en cada uno 

de los cultivos, como se hace en el caso de células de origen 

mamífero (por lo general, se siembran er, estos casos de 3.0 a 4 .. <:1 

~: 105 célulc:is/ml >. 

Durante lo:;; lav_ados lo que se hace es primero eHponer a 

los camarones a una soluc:ión de yodo al 1%, este al igual que el 

ben:alconio, tiene poder b~ctc1 icida y fungicid~; además es 

viricida, detergente y removedoi· de gras~~. El manejar ~l camarón 

anestesiado ayuda a qua este no s.;;.l te o se mueva durante los 

baños de yodo y ben::alconio, facilitando en gran medida su 

lavado. Después de cada uno ele los baflos mencionados en la 

metodología, se lavó al camarón dLlrante 5 minL1tos en una solución 

salina al 0.47 M, que permita la eliminación del desinfectante 

anti?s de somet!:.1 t' al ¿1n1mal ¿-¡1 s19L1iente paso. Generalmente, los 

cam::;lronGs al st:::r introdL1cidos en el segundo b=1iío de solución 

::;al ina o. 47 M se 1·ecupc1·aban casi totalmente. Sin embargo, en dos 
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casos el e Jemplar murió durante el Lwado con yodo. El número de 

células obtenidas en c~stos casos fué menor al del resto J' las 

células sobrevivieron sólo al primer p .. ~~!? (ver cu,:-.dros :: y •O. 

Al lavar a los camarones en una solución salina con 

antibióticos y nistatina durante '.:O minutos, pretendió 

eliminar a los contaminantes que se enco1)tt·<='t .. in úfl 1...:.. lurnt::n del 

hepatopáncreaz <muchos de ellos pertenecientes a lo. f.:1una natLwal 

de los camar'ones), d~,ndolcs tiempo suf J.-:ien te a los medic.:\mentos 

para que pudieran ejercer su acción. Se lava nuevamente c.on 

solución salin .. 1 sin antíb1ót1c:os, para que los 1nicroorqan1smos 

debilitados o muertos se desprendan :l qL1ede11·an en esa solución. 

La solución salina para lavar e:!ternamente al camarón 

se utilizo a una concentración del 0.47 M debido a que ésta es 

equivalente 

acuario. 

le:-. salinidad en la cual se mantuvieron en el 

Cuando ya se hubo e:{traido el hepatopancrea:. éste se 

colocó en una cd.ja d~ petri más pequeña estéril, de manera qu~ 

los cont¿,m1nantes que se encontrar<ln se diluyeron al hacer los 

lavados solución de HanL·:o; o.:6 M con antibióticos. En este 

c0so, )·a no se le a.Radió nistat1na a la solución para evitar un 

t.dec:to c1tot6::ico. L<l salinid.3d tic: l.:i. ~;:ilLlt:1ón de Han!~ s qL,e 

utili::ó fué de ü.~6 M. es de1:ir, casi la mitad de 13. de l.:i 

solución con qLte se lava el t.:dm<!u-ón e1:ternr1mente. 

La tripsina ut1lL:.:1da, .:.1 igu.:d qlH:> el 1nF.:dio nutritivo, 

contiEmen sales que les dan une. salinidad de ü.2 M. no e::istiendo 

mo1:li·ficaciones 1;:!n est . .-.~ ~CllUi:iones en la metodolar1!a. Se puede 
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L1til l::ar también tripsina con una salinidad de 0.26 M, sin 

observarse cambios en los t•esul tados obtenidos. 

De los medio~ Lttilizados, ;:on el que se obtuvieron 

mejores resultados fué con el M199. Este se util i::a generalmente 

para crecer células sangu!neas, aLtnque puede util i::ar para 

cualquier tipo de célLt:os, el crecimiento de las CU¿\les variará 

si no se cumple completamente con St . .'S requerimientos 

nutricionales. El tac.ter que t-d;:o de este medio el más adecuado, 

fué la presencia de Tween 80 '/ colesterol dentro de su fórmula. 

El Tween 80 es un acPitE! que se Lttili::a entre otras cosas para 

1.:i. fabricación de emul:;iones. El Tween 80 .:;.c.túa como una fuente 

de lipidos, y sustituye algunos ácidos gra~os necesarios para la 

c:élL1las. Además ayLtda a la incarpor.::i.ción de algunos compuestos no 

solubles en agua, debido a que es potente tensoac:t1vo 

sintético formado pat• ésteres oleicos parciales de anhidrido de 

sorbato. El colesterol es Ltna 11poproteina que pertenece al grupo 

de los esteroles. Se encuentra en mayores concentraciones en las 

membranas plasmáticas de muchas célLtlas animales. Aunque también 

es un componente meno1~ de las membranas de algunos or9anelo::::: como 

las mitoc:ondrias y el reticulo endoplásmico, Se ha demostrado la 

importancia de este 1.Ht1mo compuesto dentro de las dietas siendo 

~sencial, y agt•egánciolo forma de harina de cabeza de camarón, 

hurina de calama1~ o en el caso de alimento para larvas en forma 

de alga~ <enriquecidas con él at·tificialmente>, p~ra el adecuado 

crecimiento de los ::amaronu;: cultivados en granjas OS, 16, 18, 
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El contenido de l!pidos el hep¡::¡,topáncreas es a 1 to. 

siendo los fosfolipidos los de má~ alta concentración (2.!.l. Esto 

implica que la presencia de fuente..:; de écidos yra.sos los 

compo.nentes mismos de las células esten disponibles en el medio, 

de manera que la5 células no sólo m~ntengan, sino que también 

cuenten con los elementos necesario!,; p.:wa 1::, división ce1L1lar. 

El resto de la composición qLlimica de los medios es 

adecuada JJar.?. las: células, ya que contienen iones y mint:orales, 

que pueden ser utili.·!ados por las mismas. Todos los medios 

r:ontLtvieron un ~o:·. de suero fetal bovino. Además, se 

suplementaron con v1 tam1nas y aminoácidos esenc:1.3!e!:i, de man!::'r~ 

que éstos no fueran un factor limitante. 

Al ob~ervar que el número de células viables por ml 

obtenidas en los di fercmtes ens~yos hechos eran variables, se 

intentó relacionar estas resultados con el medio util!::ado an 

c:ada caso. Al hacer la relaci6•1 que se mLtestr·a en las figuras 1 y 

2 <con los datos de los cuadros ::: y 4), se obse1•vó que El numero 

do células obtenido.os con medio M199 es mucha mayor' que aquel que 

s~ obhtvo con los otros tres medio: u.til.:.;:ados <MEM, L-15 y RpMI 

1640). 

Sn la comparación anter-101· no se :-ornó ¡;m cLientu El peso 

húmedo de los camarones vivos, qua esté intimamente relacionado 

con el número de células obtt:nidas. Es as!, como 5!? agrupó a los 

camarones en clases de acuerdo a su peso humedo, y en relación a 

obtenid3s, ~eparándolos a su ve::: en relar:1<'m .::.1 mf.:dio utili:ado 



en cada e.aso. Esto permitió la observación má= e.lar.:- de la 

diferencia entre el nürnero de células v1abl~s/ml obten1d.:\s C.'.Jn 

respecto al medio, ya que al c:lasific.arlo$ de acuerdo a su peso 

hUmedo se homogenei=6 a la parte de la población que se estaba 

analizando. Se obtú'liet·\ . .10 ~i,:;i, las gráficas que se muestran como 

figuras 3 y 4. En ellas, también se puede ver que el m'.1mero de 

células obtenidas con los medios MEM, L-15 RpMI 1640, se 

mantiene más o menos constante; aunque s1 hay 1..t.n aL1mento del 

número de células con respi;cto al peso húmedo de los individuos 

ana 1 izados, que se debe a qL1e a mayor tamaño mayor numero de 

células. La diferencia eHistente (mostrada en las figuras 3 y 4), 

debe analizarse estadisticamente para comprobar que realmente se 

debe al tipo de medio utilizado y no al a:::ar. Lo anterior no se 

reali:::O debido a que no estaba c:omprendido dentro de los 

objetivos de este trabajo. 

El énito del cultivo c;elL1lar se debió a que el medio 

M199 es más rico que los otros tres medios empleados tver 

apéndice C>, y c.umple más eficientemente con los 1•equerimientos 

de las células hepatopanc:reáticas. Como lo sugiere el hec.ho de 

que todos los cultivos celulares e~:i tesos, fueron real i ::ados 

utilizando M199. L3S células se dividieron hasta el quinto pase, 

degenerando paulatinamente en pases subsecuentes. Se observó un 

a\.1mento dt> l .. ". población celular de apro::imadameryte el 100/., es 

por esto que se 1'9i.'\li=aron los subcultivos. Pa1·a el quinto pase 

la pobl.:;.c:ión ya no s~ divide de esta maner"' (figuras 5 y 6). Sin 

emb¿n·go, ¡Jueden permanecer v1ablt:?s por tt~es meses, siempre y 
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cuando se les sumini,stt'e con nuevo medio. Lo anti:H~ior se coniprobci 

observan-do -~l comporta1niento de las célúlas; las células ·1ivas 

que crecen en susPensión sedimentan rápidamente, mientt~as que las 

muer_:t?~ tienden a flotar y a aglutinarse. 

El número de célul~s viables obtenidas con los medios 

MEM, L-15 , v Rpt'II 1640 fué menor•. lo que indicó que l~~s 

necesidades inm~diatas de la:; células no se ct...1mplieron por lo que 

murieron en pocos minutos. 

El nümero de pases o subct...1lti·1os realizados y l~ 

frecuencia de los mismos en todo c•Jltivo celular depende de el 

desarrollo de las células y los fines para que se vayan a 

utili:.:ar. En este caso, los sllb·.:ultivos se hicieron cadi:\ cincu 

dias debido a que en ese tiempo hubo un aumento de la nob:iJ.ción 

a casi el doble de la misma. Si se hubieran dejado més tiempo es 

probable que llegara un mom~nto en que se produjera un efec:ta 

t:.itotó::ic:o y las células empe=aran a morir poi' falta de 

nutriente~. El monito1·eo mediante microscopia óptica y el no 

observar un aumento de la población, estableció qL1e el nümero de 

pases rt?ali=ar erto1n cinco; el seguir subcultivando las 

células no era necesario ya que la p.Jblación no aume.1taba 

considerablemente. 

Es importante 1·ecalc:ar que duranti:;: ~ste e~:perimento no 

se estimuló el crecimiento '/ di•11sión celular con hormonas. 

Aunque no sl:· pudieroil locali;:ar esct•i tos sobre las 

1nve5tigacione·3 hechas en E·.;;tados Unidos y Ft·ancia, el trabajo de 

Chcn (1111, demue~tra que él utili;:ó e:-:.trac:tos de OV"arios y 

ml.'.tsculo~ En el O:J'/i:1rio podr~1nos encontrar c:onco:ntraciones de 
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hormona5 GUe varian de acuerdo al estado de m.::i.du1·~r.:1ón de los 

individuus utilizados para reali;:ar el extracto. Algunas 

investigaciones en las que se 1.1tilizan cultivos celulares no 

parecen ser afectadas por la presencia de hormonas en el medio. 

Sin embargo, e;-:isten otras en las cuales el medio debe de estar 

libre de estas substancias, por lo cual los c:L1ltivo5 que se 

estimulan con hormonas no serian de utilidad. 

~l cultivo celular de hepatopanc:redcitos inuestra 

células grandes. Al inicio dentro de los primores pa!:::e!3 (1 a 3>, 

se pueden distinguir por lo menos cuatro tipos celulares 

distintos. Las células er. general son redondeadas, algunas con 

grandto-s vacuol,;i.s que parecen se1· lipidicas (figu1·a 8), otras no 

mue:.tran mkleo, algunas presentan muchas vacuola~ pero pequeñas, 

y aquellas que muestran núcleos ligeramente de!';;pla::ados hacia 

la periferia (figura 8). Al hacer preparaciones frescas del 

segundo pase, se pueden observar a algunas células que se 

encuentran liberando al medio secreciones de forma merócrina 

Ct1gut'a 9), estas células pueden ser consideradas como células-F. 

Sin. embargo, conf:Jrine se les subcultiv.:i los tipos r.:elulcires 

observ~1dos se reducen a dos, a partir del tercer pase se observan 

células nucleadas periféricamente (figuras 10, tl y 12), y otr~s 

un poco más peqL1eñas y vacuoli::adas. En e;l quinto pase se observa 

a una población dominada por célul¿.,s redondeada:=;, con c:i toplasma 

heterogenco. VclCUoli;::Bdüs, c'.:m Ltn núcleo perifér1r.o y rodeadas 

por una capa n:ifringentE' <figLu·r:,s 10, 11 y 12). A lo largo de la 

vida 1n vitro do la~ c~lul~m, no se observa división mitótica de 
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las c:élLllas. Estas parecen dividirse amitótir;amente, 

muestra en la figLtra 10. La figura 7 mues:;tra un corte Lle:: 

hepatap<:1nc.:reas incluido en parafin.r1 y teñida con 

<Hematox i l 1na- Eosina). que se uti 1 i ;::6 c:omo c::ont.rol, p¿¡_1~a poder 

comparar a la~ células y asegurar que se trata del mismo tejido. 

!:::dsten numerosas desc:r1pcinnes de las células que 

c:on·forman a.l hepatopancreas. Estas están compuestas 

princ:ipalmt?ntE: por descripciones detalladi\s de la morfología 

c:itológica de cada Ltno de los tipos celulares para diversas 

especies de decápodos. En el ca5o de los peneidos, también 

podemos enc:ontn"i1~ en la 1 i teralut'a la descripción del cambio 

morfológico de cada LlnD d~ los tipos celulares a lo lar"go d¿ la 

digestión, asi como en relación al estado de muda en el que se 

encuentre el animal (1, 2, 3, 58>. La recopilación hecha por 

Gibson y Barker en 1979 (19), junto con trabajos de Al-mohanna y 

colabor¿:i.dores (1, 2>, m~ncionci.n que las célul:1s-B pre~ent.:tn una 

capa entérica que recubre su superficie apic<il, y que en un punto 

•je la d-!.gestión el núcleo se encuentra en la perifel'ia 

comprimido en usta pos1c1:m pot' la apar1c:1ón de una i;wan vac:u..:ila. 

Sin embar~io, en lo observado al microscopio óptico y como lo 

mLl~$t1·an las figuras !CI, 11 y 1::!, las c:é1Ltlü5 fotogndiadas;: no 

presentaron esa vacuola, pero en toda5 el núcleo se enc:uentraba 

loc:ali;:.ado per·iféricamente:. Una estructura que era desconcertante 

en princ:1p10 era la observación de una capa refringt?r~t~ que 

rodea c:ompletamentfr a !as células. Esta capa re-fr·1ngente 

ccrrespor.de a la C.01pa entérica de las células-B. Hasta el momento 
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dE tomar e interpretar fotografi~s tomadas en microscopia 

elec:trOnic:a, de las células qL1e se obtienen en los 1.'.ll timos. 

pasm:., sólo se puede suponer que la'S células presente!:. son 

c:élulLis-B, ya que son las Lmicas que en la literatura 

describen como ooseedoras, en una etapa de su vida, ?e un núcleo 

perifé-rico. Asi, la célula que se presenta en la figuru. 12, en la 

cual se observa un par de vac:uolas abiertas al e>:terior, 

puediendo ser vacuolas pinociticas q1.1e la identificarian como una 

c:élula-B; o quizá se encontrándose? en un oroceso de m:ocitosis, 

en cuyo caso se podria decir que la célula es una célula-F, ya 

que est¿is son las que s1.tpuestainente secrotan por e::ac:itosis 

en~imas al lumen del hepatopancreas. 

En la literatura <1, 2, 2:2), se habla de que las 

célL1las B F se encuentran recubiertas por una capa entérica, 

pero sólo en su superficie apical; en lo observado en el 

microscopio óptico de las células recien sembradas, se puede 

constatar que no sólo estos tipos celulares poseen esta capa 

entérica, sino que también todos los otros tipos celulares la 

poseen, y que E.'.<n algunas la misma recL1bre a toda 121 célula. 

Antet~iormonte so mencionó que el CLtltivo celular es una 

herramienta muy utilizada dentro de las ciencias biolóQicas. La 

ventaja de ésta reside en el hecho de que se proporciona un medio 

muy homogéneo, r-equieren de una inversión económica relativamente 

baj,:>, 1 y oc:i_1pari poco espacir:'. 

Su aplic.:lci6n no sólo se limiti...._ a su utJ.li::ación en la 

produccJ.ón ele diferentes substanc1as útiles en las cJ.encias 
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biomédicas (como en la produccic.i~ de vac:Lmas, inter•feron, 

anticuerpos, ~te.); sino qLle también es un valioso instrumento en 

la ~nvestigac:ión. Se utili;:a, asimismo, para el diagnóstico de 

enfermedades, la replicación y multiplicación de m1crooryan1smos, 

el estudio de los mismos y su relación con las células, como 

reactivo biológico en la e::p;::ir-1mentac:1ón con fármacos, en 

investigaciones de ciencia básica (poi~ ejemplo en: fisiología 

celular, biología celular y molecular, genétic:~>; en la 

producción reactivos con fines y de 

investigación, ent1~i....: otras apl1cür:iones. 

En el caso e::puesto en esta tesis, el cultive c:~lu!ar• 

de hepatopanc:reac:ltos, puede dilucidar la polémica e:dstente en 

torno a la función de cada unu de las células; si se encuentr:.. 

bajo in-fluencia de neurosecreciones, cuales son estas y su 

e"fecto; se podrán comprobar las teorias existentes sobrE? !a 

transformación de un tipa celulur a otra; que es lo que promueve 

la di "ferenciación celular; porqué di fi:H'Cnciacitmdose a partir de 

un 5ólo tipo célular (células-E), e::isten diferencias en cuanto 

al número de cada uno de los tipos c:elL1la1~e!;; del hopatopanc:reas, 

etc. Al-mohanna y colaboradores (3), mencionan que las c:élulas-R 

pueden ami tóticamente, estn p~.1ode comprobarse 

cultivándolas Hi 1•itro, también se podría ver si esto sucede para 

otr·os tipos CE.'luJ z1•e5. 

Por ot:'a parte el ~ultivo de hepatopanct c:-.tc:i';os set·á 

una herramienta muy llt1 l en la investigar.:ión de los diferentes 

"':1po~ de ~nfermcdad1:!s vi:·.o>.les, permitiendo tarr,::¡ien tener ur; medio 
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de repl icacióli que lleve a conti:i.I" con Ltn lota di? virus d~ al t3. 

calidad para estL1dios posteriores. El ob5ervar la ~1voluc1an de l.:t 

enf'?rmedad i11 ~·itr¡.1 pued8 revelar detalles clave que ayuJen en la 

pr·~venc:ión y control dt? dichas enfermedades. Se podr~~ conocer si 

ol agente causal de una enfermedad es Lmo sólo o var10s; 1 y cual 

es el papel d~ ~ada uno de ello~. 

Este estudio aporta nL1evas e:;periencias qu~ SC!ré.n 

útiles para diseña1~ una técnica de cultivo de tejidos d8 las 

camarones peneidos, que en un momento pueda e1:trapolarse l1acia un 

conocimiento m3yor de los cru..:.táceos decápodos qu12 301"1 

importantes económicamente. así como de.• olr-o:; invertebi~actos 

mürinos. 
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CONCLUSIONES 

1) Los re~Ltltados obtenidos en esti= tt~·:?.bajo di?muestrat~on que el. 

cultivo de células h~p.::.topancr~eáticas e= posible; obteniéndose 

hasta cinco pases en lo:. cuales se observó un aumento marcado de 

la pob,lac:16n celular Cc.wro::imadamente 100 /.). 

2) El nOrncro de células viables obt~nidas Cl.9 H 10 6 células/ml>, 

es el suficiente como para e:.tandar1:::ar· esta técnica con 

cualquiera de: los métodos utili:::ados en el cultivo celL1lar de 

células de origen mami fcro. 

3) La división de las cólulas es amitótica. 

4) Las céhtlas puedQn sobrevivir in i 1 itro dut~ante tres meses, 

c:L1ltivo en suspensión. 

5) Al ~er cultivo primario este consta dE: varios tipos 

celulares. En los prim_eros dos pases se observan cuando menos 

cuatro tipos celulares. ;~ partir del tercer pase, uno de ellos 

empieza a dominar, mientras que los otros empiezan a degenerar. 

En el cuarto y quinto p."\se se ob~erv.:1.n dos tipos celulares, 

aunque con una marcada dominancia de uno de ellos. 

6) Las células dominantes, observadas a partir del tercer pase, 

son: redondeadas, con núcleos periféricas, muy 

vacuol izadas y rode.:.;d.:.1s por una cubierta qLle podría ser proteica 

<tal ve::: equivalonte a aquella descrita en· la literatura, que 

protege a li'\S células hepatopancreáticas en su superficie 

apical) .. 

7) Con fundamento en lo anterior, y al descubrir vacuolüs 

al medio, p1~obablemente las células dominantes 
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observadas pe1•tenezc:an al tioo B o Cll F. 

8) El medio M199, fué 101 más adE·CL\"1.do para ~l cu.1.tivo de 

l ipidic:as, colesterol y T\.'Jeen 80, lo cual parece deter•mina1" el 

éxito de la supervivencia de las células in vitrc1 • 

9) Una innovación d-.;¡ la tt'-'cniLa. durant.:: t::ste t1·,~i1.JaJc.:. es el 

lavado ettterno sucesivo del cam.::.rón con desinfectante~ como parte 

esencial d~ la mismc:'" Lias técnic¿1s desc1~itas para ot1~os cultivos 

celulares, pueden recomendar una de3infecc:ión profunda de la ::ona 

donde 58 haria 1.::i incisión pat'a obtener el tejido a cul-.:i.var; 

pero nunc:.:i en forma de lavados sucesivos. 
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RECOMENDACIONES 

Al Se ha.ce necesario continuar con este tipo de investigaciones y 

obtener una linea celular, tanto como estudio5 de microscopia 

electrónica. 

Bl Ad.icionar colégeno a los tubos o botellas de C:Ltltivo, para 

favorecer que las célLllas se adhieran a la superficie de los 

mismos. 

Cl Preparar medios de cultivo que contengan diversos ácidos 

grasos, de manera que se cubran los requerimientos nLttric:ionales 

de lci.s célula5 más ;;oific:ientemente, favar!:cienda el crecimiento 

celL\lar. 

0} Real 1:::ar pruebas de control de calidad de las células en 

cultivo, como por ejemplo: cariotipos, pt'L1ebas de susceptibilidad 

a agentes virales, detección de microorganismos contaminantes 

<mic:oplasmas, clamidias y virus aberrantes o latentes unido~ al 

ácido mu::leir:o), hibridación del ácido nucleico para lü detección 

de mutaciones, entre otras. 



APENDICE A 

FORMULAS DE REACTIVOS UTILIZADOS 



- 53 -

!) SqluciOn ?~illrut Fi~1ológica J..§.?.EL 
NaCl 
1-120 tridcst. c:.b.p. 

a. 5 grs 
1000 ml 

EslE.'1'i hZ',"'\t' en autcic:lave a 15 lbs de preElión durante 1~ 

minuto~. 

2) ~ Amortl~L~tjJ?l:i! 9.i1 Fo~.:f.fil..2.~ (PBG> 
a) Solución Stock A 
NaH2P04 
H20 tridest. c:.b.p. 

b) Solu=iOn Stoc:\' 8 
Na2HP04 
HzO tridest. c.b.p. 

e> Solución Stoc:t C 
NaCl 
1~20 tridest. c.b.p. 

2.8 gr5 
100 ml 

14.2 grs 
500 ml 

B.5 grs 
1000 ml 

Primero se prepara la solución salina a la molaridad desec1da .. 
La prepa1·aci6n de las soluciones stock es la sit;iuiente: 

Soluc: ión Stocl~ A 95 ml 
Solución Stock B 41)5 ml 

Se hace la me;:c:la y se ajusta el pH a 7.4. Luego se afora a un 
litro con la soluc: ión salina. 
Se esteri 1 iza en aL1toc:lave a 15 lbs de presión durante 15 
minL\tos. 

:!.) §.9..1.!M;..l.9.!l Q.§. Tt·ipsir1.:. 
Tripsina 
PBS pH 7.4 o.b.p. 

25 qrs 
1000 ml 

Se distribLIYC en cantidades de 100 ml. Se mantiene a -:?O 
"C. Pari\ su LISO se d1lL1yen 10(1 ml de esta solució1i stock en 
90(1 ml di:? PBS sin c:alc10 ni magnesio. Antes de usarse se 
filtra para ~$tct•ili=3t'l& • 

.:~) filJ;ju·banato P..!1 Sod_!.Q ~ 
NaHCO·-; 
H~o tridest. c.b.p. 

7 ml 
100 ml 

Esta solución 5t? e5terili:::a en autoclave a 15 lb~ de pr2s:>.6n 
durante 15 minutos. 

5) !:lgg_i.Q. Es~ ~ ~.fill.!Jt <MEtD 
MEM 10:: Un Vi tro) 
SL·.et•o ~etal Bovino <In 'Jitro> 
'.'l tan11n.::,~ t:lí sale!::- dl.! Eagl~ lUC•;; 
Aminoácidos ~n ::al~s de E~ ... qle 501: 
Penic1l!na G Sódica 

10 mi 
15 ml 

m~ 

;: ml 
!1)Q(I Ul/ml 



Sulfatu de Estreptomicina 
NaHC03 7 7. c.b.p. 
H20 tridest. c.b.p. 
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100 mg/ml 
pH 7.4 

100 ~nl 

St? esterili::a por filtración utili::ando una membrana estéril de 
(l.22 wm. 

6) Solución Balanceada Q.Q. ~....§. ~ ~ ~ tl 
Solución A~----
NaCl 
l<Cl 
M9S04.7H2D 
Na2HPD4.'.2H2D 
l<H2P04 
Glucosa 
Rojo de fenol 
H:O tridest. c:.b.p. 

Solución B 
cac1., 
H20 i1·idest. c.b.p. 

Solución e 
NaHCD3 
H20 tridest. c.b.p. 

B.O grs 
0.4 grs 
0.2 grs 
0.1)6 grs 
0.06 grs 
1.0 Qt"'S 

0.04 grs 

ªºº ml 

t).14 grs 
100 ml 

0.35 grs 
100 ml 

Cada una de las soluciones se esterili:.:a por separado en 
autoclave a 15 lbs de presión durante: 15 minutos. Antes de 
usarse se mezclan en medio estéril. 

7> Solución Salina al 26 % 
~------

H2D tridest. c.b.p. 
26 grs 

100 ml 

8) Solución Balaceada Qg ~ 9..§. Hank's 0.26 tl con guinolana 
Solución BalC\nc:eada de Sales de Hank ·s o . .: M 10(1 ml 
NaCl al '.26 f. 1.35 ml 
Quinolona al S'l. "" ml 

9) ~~Fisiológica ~ tl.. ~ antibióticos 
SolL1ción Salina Fisiológica ---~ ml 
NaCL 26 f. 1. 35 ml 
Penicilina G Sódica 500 UI/ml 
Sulfato de Estreptomicina 

10) I.t:.if!sina o.~5 ~ 1).29, !::! 
Tr1osina 0.25 % preparRrl~ en PBS 
NaCl 26 ~~ 

11} Mediq Esencial Q.g Eaqle ~g 
MEt'I 1(1}: (Ir, V1 -ero> 
Suero F'etal Bovino (In Vitre) 

50 mg/ml 

!t)t) ml 
1.35 ml 

10 ml 
15 ml 



Vitaminas en sedes de Sagle 1lJ•)H 
Aminoácidos C'!n sales do Ea;¡ le 50:: 
Penicilina G Sódica 
Sulfato de Estreptomic:1na 
NaHC03 7 "!. c.b.p. 
H20 t1·idest. c.b.p. 
NaCl 21> % 

ml 
~ ml 

ti:.100 Ul/ml 
100 1111;;1/ml 
pH 7. 4 
1!)0 ml 
1.35 ml 

Se estt:wili=:a mediante filt1·ación util1:ando Lma membr.?ina 
estéril de (1.~2 um 

1::) B.Qfil l.2:lQ ~ tl 
RpMI 1640 10N \Mlc:rolabJ 
Suero Fetal Do·1ino <In Vitro) 
Vitaminas en sale:J de Eac;¡le 11J0Jt 
Aminoácidos en ::;ples de Eagle 5Qa 
Penicilina G Sódica 
Sulfato de E~treptomicina 
NaHC03 7 % ~.b.p. 
H~o trid~st. c.b.p. 
Nac1 26 "!. 

10 ml 
t5 ml 

l ml 
2 ml 

1000 Ul /ml 
100 mi;¡Jml 
pH 7.4 
100 ml 
1. ::,5 tíil 

Se estcrlliz-=- mad1ante filtración \.ltilizando una mP-mbrana 
estéril de 0.2:: um. 

13) ªoluc:ión ~ ~ t'1 
NaCl 
H20 tridest. c.b.p. 

13.7 grs 
500 ml 

s~ esteri li-:a ~n autoclave a 15 l:Js ciF.! pr~sión durante 15 
minutos. 

14> ª9luc16n p__g YQ.9.Q_ ~ l 
., 
!.!. 

Yodo 
SolL1ción Salina (l, 47 ~ est1!,wi l c.b.p. 

15) Soluc:iL'ln ~ ~~l!;QojQ 
Eienzalc:onia 
Solución Salinc\ 0.47 M estCril e. b. ,.. ~ 

16' §.~illc;J,,én. SalJ..D-ª. ~"l. tl m.!§ Antibióticos 
Panicilina G Sódica 
Sulf,;i,to de Estreptomicina. 
Mistatina 
Solución S~lina 0.47 M est~r~l c.b.p. 

17) Soh.tcióQ QQ l:!.illl!L.§. Q..=...~ !::1 EQQ. 8.Q..t_i. .. Q_iótico~ 
Penicilina G Sódica 
Sulfata de Estreptomicina 
Solución du Hank'!3 0.:26 M c.b.p. 

gr 
100 ml 

:;::?(! ml 
10(1 ml 

1000 UI/ml 
100 mg/ml 
100 mg/ml 
100 ml 

l(l(u) UI/ml 
100 m9/ml 
t.".') ml 



- 56 -

Soluc:1ón 3toc:k A 
NaH2PD4 6.49 grs 
H20 tridest. c:.b.p. 100 ml 

Sol\.\C.ión Stock B 
Na:_:HP04 33. 37 qrs 
H;:O tridest. c:..b.p. 500 ml 

Soluc:1ón Stock e 
NaCl 27.40 grs 
H;?O tridest. c.b.p. 10(1(1 ml 

Primero se prepara la sol\.1ción salina a la molaridad deseada. 
La propo1•c:i6n de las soluciones stock es la siguiente: 

Solución Stock A 95 ml 
Solución Stock 9 405 ml 

Se hace la me::cla y se ajusta el pH a 7 .4. Luego se .:.fara a 
un litro con la solución salina. 
Se esterili::a en aL1toi::lav~~ a 15 lbs de prvsión dL,r?.ntt? 15 
min\.1to-::.. 

19) Medio lli'.B. 

20) 

Medio M199 10>: 
(Grand Island Biological Company) 
Suero Fetal Bovino <In Vitre) 
Vitaminas en sales de Eagle lOOx 
Aminoácidos en sales de Eagle 50H 
Penicilina G Sódica 
Sulfato de Estreptom1c1na 
NoHC03 7 X c.b.p. 
H20 tridest. c:.b.p. 

1(1 ml 

:?O ml 
1 ml 
2 ml 

1QOO UI/ml 
100 mg/ml 
pH 7.4 
100 ml 

Se esteriliza mediante filtración utili;:ando una membt"ana 
estéril de (:.:'.2 um. 

tl~ Esencial Qg_ Eagle J1:1fil1l. SQ!l ~ 
MEM 10}: (In Vitt'o) 
SL1ero Fetal Bovino (ln Vitre> 
Vitaminas en sales do Eagle 1(1(1;: 

AminoAcidos en sales de Eagle 50;: 
Penicilina G Sódica 
Sulfato de Estreptomicina 
NaHCO::;: 7 :~ c.b.p. 
H20 tridest. c.b.p. 

~ ~ ~-º Fotal -ªovino 
10 ml 
20 ml 

l ml 
2 ml 

1000 UI/ml 
100 mt;i/ml 
pH 7. 4 
100 ml 

Se esterili;:::a mediante filt1~aci6n utilizando una membrana 
estéril de (l. 2'.2 um. 
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21) ~..Q. b,eibowi t::-15 c;QQ. ~ ~ gg_ su~ro E§.1§.1. ~9~ 
L-15 10:: <Mic::rolab) 10 ml 
S1.1ero Fetal Bovino Cin 1htro) 20 ml 
Vitaminas en sale5 de Eag le 100;: 1 ml 
A1nin11t,i::.1dos en sale5 de Eac;¡l2 50n '.:! ml 
F~nic1lina G Sód1c.a 1(1•)(1 UI/ml 
51.lliato de Estreptomicina 11)(1 mQ/ml 
NaHC03 ·¡ %. e. b. p. pH 7. 4 
H20 tridest. c.b.p. 100 ml 

Se esterili;:a med1ar1te filtración utili:::ando un~. mEmbran.:;\ 
estéril de o.:~ um. 

:2> t:Jg_Qj_Q B.a...tll 1640 f;_QJl ~ ~ Q.g_ S1.1ero EE.tal Bov1no_ 
RpMI 10:: CMic.1•olabl 10 ml 
Suero Fet.:i.1 Bovino (In Vitro) 15 ml 
Vitaminas en sales d~ Eagle 100:: 1 ml 
ílminoácido~ en sales de Eagle 50x 2 ml 
Penicilina G Sódica 1000 UI/ml 
Su! fato de Estn~ptomicina 100 mg/ml 
NaHC03 7 % c.b.p. pH 7.4 
H2D tridcst. c.b.p. 100 ml 

Se esterilL:a mediante filtr.:1ci6n utili~ando 1.ma membrana 
estéril de 0.22 ua1. 

23) Solución Qg Nigrosina 0.2 ~ 
Nigrosina 
PBS pH 7.4 0.2 M c.b.p. 

0.2 grs 
100 ml 

Se esteriliza por filtración, utili;:ando una membrana 
mi 11 ipore de O. :2 um. 

24) ~Liquido Q_~ Tioglicolato 
Mt!dio liquido de tioglicolato \Bio:~on) 
Agua destilada (c:.b.p.) 

29.5 grs 
1000 ml 

Me;:clar bien hasta obtener una suso~ns1ón uniforme y c.;lentar 
ag:!.t,~ndo frecuentemente. Hervir durante: 1 o .2 minutos o hasta 
~u disolución. Distribuir ~n tubos de ensaye de 15 :: 2 cms, 
·llenándolos hasta li"I mitad ( 15 ml en cada tuba). 
Esterili;:ar durante 15 a 18 minutos a 121 ºC (15 lbs e 
presión). t=nfriar antes de us.:irlo y con!:ervar en la 
obscuridad en un lugar fresco y seco <no refrigerar>. 

25) 6-CJ.fil:. Infusión 9_.g ~·g_rr::ib_t·o-Co!'a:""'.ón 
Agar lnfu=.ion de Cerebro-·Corazón CEtio~:on) 
Agua destilada (c:.b.p.) 

5::!.0 grs 
1000 ml 

Me::.cl"'u~ bien, calentar agitando frcc:1.1entement~ y he1·vi1· 
durante un minuto. Distr1bu1r y esterili;:a1• en autoclave a 
121 ºC (15 lbs de presión>~ durante 15 minutos. Antes de us~r 
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el 1n~dio, ~gitar suavemente para que se distribuya el 
precipitado a través del medio. 

Agar de destrosa Sabouraud (81o::on) 
Agua destilada <c.b.p.) 

65.0 c.irs 
1000 ~l 

Me.:::.clar bien hasta qL1e se obtenga una suspensión uniforme. 
CC\lentar ª':1i tanda lrecuentemente .'/ hervir durante un minuto. 
Distt•ibuir y esterili=ar a 118-121 ºC (no más de 15 lbs de 
presión), durante 15 minutos. Se debe evitar la exposición 
indebida al e.alar, qu~ facilita la hidróliGis de los 
c.ompanemtes quedabdo asi blando el medio. 

27) ~del Material Qg Ct·istale::ria :t. Plt.stico ~ §.!:l Uso fil!. 
Cultivo~ 

1. Lavar el mater1al con cepillo o fibra utilizando una 
solución detergente (7::) al :::: 'l.. 
2. EnJuagar con agL\¿\ c:irriente, 7 veces por lo menos. 
:;. Dejar enjuagando en agua destilada durante una noche. 
4. Enjugur por lo menos 7 veces con agua destilada. 
5. Enjuagar 7 veces con agua bidestilada. 
6. Secar en un horno a 80 ºC (sólo el material de cristal). 
7. Prepara1~ el m~terial para meter a esterili:::ar. 
8. Esterili=ar a 121 ºC y 15 lbs de presión de vapor, durant~ 
15 minutos. 

28> La esterilización de material plástico se realiza mediante 
radiación ioni::ante (lu: U.V., r.:wos gamma> y no ioni:::ante 
(microondas). 



APENDICE B 

RESULTADOS: CUADROS V FIGURAS 
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CUADRO l 

Datos de los Ejemplares Uti 1 i::ados en el Métoda A. 

ESPECIE PESO HUME DO LONG. TOTAL MEDIO UTIL!ZADO 
Cgrs> (mm) 

Per1aeus aztecu.s ,, ~ 62 MEM 
2.3 64 MEM 
2.6 64 MEM 
1.8 59 MEM 
2.9 66 MEM 
1.3 35 MEM 
1.2 30 MEM 
1.3 36 MEM 
1.3 37 MEM 
1.2 34 MEM 

P. setifcrus l. 7 41 MEM 
1. 4 39 MEM 
1.2 35 MEM 
1. 3 37 MEM 
1.3 37 MEM 
1. 2 36 MEM 

PROMEDIOS 1.6 44.6 MEM 

CUADRO 2 

Datos de los Ejemplares Utilizados en el Método B 

ESPECIE PESO HUMEDO LONG. TOTAL MEDIO UTILIZADO 
(grs> <mm> 

P. a;:tecu:: 2.5 61 RpMI 
3.:2 68 RpMI 
2.9 67 MEM 
5.(1 79 MEM 
1.6 41 RpMI 
2.8 68 MEM 

P. setiferus 3.4 73 MEM 
4.3 75 MEM 
6. 7 92 RpMI 
2.2 64 RpMI 
o o 63 MEM 
3.1 67 MEM 
1. 9 59 RpMI 

PHOMEDIOS 3.2 67.5 MEM Y RpMI 
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CUADRO 3 

Datc:is de:)os Individuos de la Esp¡¿c:ie P. c.:Jliiornier1si_~ 
Utilizados en el Método e 

MEDIO UTILIZADO 

MEM 
(6) 

L-15 
(6) 

RpMI 164<) 
(5) 

M199 
e 1 u 

PROMEDIOS 

LONG, TOTAL 
<mm> 
41 
59 
62 
64 
79 
80 
61 
66 
7(1 
69 
75 
81 
71 
73 
74 
79 
82 
64 
68 
67 
l.D 
67 
73 
72 
73 
76 
75 
75 
70 

PESO HUMEDD 
Cgrs) 
!.5 
1.8 
::.o 
::.1 
5.1 
5.5 
2.6 
:..o 

3.5 
4,3 
5.2 
3.5 
3.9 
4.4 
4.9 
5.~ 
2.5 
2.7 
2.8 
::.9 
3.0 
3.3 
3.3 
3.4 
3.5 
3.8 
4.0 
3.5 

Ne. DE CELULAS 
VIABLES/Mi:; 

~: ~ :~ :g ; 
~:~ " ¡g ~ 
7.8 " 10 ~ 
7.9 10 

7.4 10 5 

~:! >: i~ 5 

7. 6 X 10 ~ 
7.7 10 6-
3.2 ~; 10 5 
7.6 X 10 6 
7.9 >! 10 6 
1.2 H 10 b 
l.(1 X 10 

6 
1.0~~106 

7.9 " 10 
1.3 >: 1(1 : 

~:; X ¡g 6 

2.9 10 : 
1.9 >: 10 

Ejemplar que íliurió dur¿¡nte los lav3.dos c:on desinfet:tantes. 
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FIGURA 1 

AELACION ENTRE MEDIOS UTILIZADOS 
Y No. DE CELULAS VIABLES SEMBRADAS 

No. da c61ulaa vlablea x 10 • ¡ mi 

0-"-.--'--.--"-.--'--,--'--,.--'--,--'--,-.L-,-..L..-,-J.--,--'--,-.J 

2 3 4 s e 1 e 9 ro n 
No. de enaayoa de oultlvoa oalularea 

1 - MEM 11\m L-15 . Ea RpMI CJ M199 1 
AE8UL"mD08 PARA P. csllfornlsnsls 
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CUAOF.:O '1 

Datas· de los Individuos Pertenecientes .:.. la Especie P. 
vanriamei Utili:ados en en el Método e 

MEDIO UTILIZADO LONG. TOTAL ·PESO HU MEDO No. DE CELULAS 
<mm> <grsl \! ll~BLES/ML 

11EM 76 4.4 l. 3 X ]06 

(!) 70 5.0 ~--~-
L-15 59 l. 7 7. 7 ;: 1(1.,. 

(8) 61 2.3 7.5 10~ 
67 2. 7 8.1 10º 
71 3.6 7.8 X 10~ 
74 4.8 7.7 X 10~ 
79 5. 1 7.6 10..J 
80 5.3 7.6 X 10~ 
92 6. 7 7.7 1(1~-

RpMI 1640 69 :.. 4 l.~ 10 ......... 
(2) 73 3.8 6 ++ 

75 4.:: 1. 7 lú ++ 
75 4. :. 

M199 42 l. 4 :::.1 " 10<=' 
(16) 59 l. 8 7.8 10.J< 

59 l. 8 1.6 10
6 

64 2.5 2.9 10
6 

61 2.9 3.9 10
6 

70 3.2 4,4 " 10: 
72 3.2 3.2 X 106 
71 3.3 l. 6 106 
73 '.3.9 1. 7 .. 106 
75 4.5 2.8 a !~6== 74 4.6 2.6 
77 4. 7 1a6--
78 4.9 -~ X 

78 5.1 2.5 :-: 10
6 

80 5.2 l. 6 X 10
6 

82 5.8 3.2 X 106 

93 7.1 :.3 10
6 

PROMEDIOS 72 4.0 l. 9 X 106 -

* Representa las células viables obten idas de un cultivo hecho 
con dos e:j~mplares. 

ReJ:rescnt<;1. las células Vi.:..blt?S obt<?nid.J:=> de un cultivo hecho 
con dos ejemplares. 
++ Representa las células viables obten1das de un cul ";ivo hecho 
con dos ejemplare;. 

Repr•escn ta las células Vldbl~s obtc;:,·, ,ja,,; doc l:n cul !;:·10 hecho 
con dos ejemplares. 

Ejemp L\r que muria du1~ante los Lo.vil.dos can des in f o::!c:t3ntes. 
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FIGURA 2 

RELACION ENTRE MEDIOS UTILIZADOS 
Y No DE CELULAS VIABLES SEMBRADAS 

No. de célula& viable& x 10 
6 

/ mi 

1:~~~~~~~~~2S~~~~~~~':;;?' 
1 2 3 4 o e T a 9 ro tt n ~ M ~ ~ 

No. de ensayos de cultivos celulares 

1-MEM B L-10 EEl RpMI 0 M199 1 
REBUL"D'.008 PARA P. vonnamol 
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CUADRO 5 

RELACION ENTRE EL PESO HUMEDO DE LOS CAMARONES VIVOS Y 
EL NUMERO DE CELULAS VIABLES POR MILILITRO SEMBRADAS DE ACUERDO 

AL MEDIO UTILIZADO• 

A) DATOS PARA P. califc1rniensiz 

1) Rango;:: Dato mayor - Dato menor 
;:: 5.5 - 1.5 
= 4 

2) Nt.:unero de clases (Id 1 + 3. 322 
1 + 3.322 
5.8 aproa 

3) Amplitud f'./R 6/4 o. 7 

109 
log 
6 

Frecuencias relativas en relación al medio 

CLASES FREC. MEM FREC. L-15 FREC. RpMI 
1.5 - 2.1 4 o o 
2.2 - 2.8 (1 1 (1 

2.9 3.5 o 3 1 
3.6 - 4.2 o o 1 
4.3 - 4.9 o 1 2 
5.0 - 5. 7 ~ 1 

n 
28 

L1tili:c::ado 

FREC. M199 
o 
3 
6 
2 
o 
o 

Promedios de peso humecto <grs> de acuerdo al medio utilizado 

CLASES X MEM ~ L-15 RpMI M199 
1.5 - 2.1 7.8 }: 10~ o 

10;:! 
o o 

10~ 2.2 - 2.8 o 7.7 X 1) 5 1. b X 

:?.9 - ::;.5 (1 7.8 10~ 7.4 >: 10 ... 2.6 X ~~b 3.6 - 4.2 o o 
10~ 

7.1 >: 10~ 3.(1 X 

4.3 - 4.9 o 
10

5 
7.7 X 7.6 ~~. i~~ o 

5.0 - 5.7 7.8 7.7 10...J 7.7 (1 



- 65 -

FIGURA 3 

RELACION ENTRE EL PESO HUMEDO DE LOS CA
MARONES VIVOS Y EL No DE CELULAS VIABLES 

POR ML DE ACUERDO AL MEDIO UTILIZADO 

No. de o61ulas viables x 10'1 mi 

1.ll - 2.1. 2.2 - 2.8 2.9 - S.ll 3.6 - 4.2 4.S - 4.9 6.0 - ll.7 , 
ClaÍaa de peao humado (gra) 

1 iiii MEM - L-16 EJ RpMI CJ M199 ; 

DATOS MRA P. csl/fornlonsls 
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CUADRO ú 

RELACION EMTRE EL PESO HlJMEDO DE LOS CAMAROMCS V!'IOS Y 
EL NUMERO DE CELULAS V !ABLES F'OR M 1 L1 Ll TRO SEMBARDAS DE ACUERDO . 

AL MEO ID UTI L 1 ZADO 

B> DATOS PARA P. varinamei 

1) Rango= 7.1 - 1.4 
5.7 

2> K 1 + 3.322 109 ~7 
5. 7 apro>:. 6 

3) A 5.7/8 = 0.95 

Frecuencias rel.;1t1vas en rnlación al mGdio utí.l1=ado 

CLASES FREC, MEM FREC. L-15 FREC. RpMI FREC. M199 
1.4 - 2.2 o 1 o 3 
..;. . ...:. - ...;. ...... () 

., o 4 
3.3 - 4.1 C) 1 1 2 
4.2 - 5.1 1 2 1 5 
5.2 - 6.0 o 1 o 1 
6.1 - 7.1 o 1 (1 1 

Promedios de peso hu medo en relación al medio L1tili:::ado 

CLASES MEM X ~-i~; X RpMI X M199
6 

1.4 - 2.:: o 7.7 o l. 8 )t 1(16 
2.3 - 3.2 o 7.8 X 10;.J .(1 

10~ 
3.6 X 106 

3.::; 4.1 o 
106 

7.8 105 1.5 X 1. 6 X 106 
4.2 - 5.l 1. 3 X 7.6 ;: 105 1. 7 " 10 2.5 X 106 
~ , - 6.(f o 7.6 105 o 3.:? :: 106 
6.1 - 7.1 o 7,7 105 

(1 2.3 X 10 
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FIGUr..;A 1l 

RELACION ENTRE EL PESO HUMEDO DE LOS CA
MARONES VIVOS Y EL No DE CELULAS VIABLES 

POR ML DE ACUERDO AL MEDIO UTILIZADO 

• No. de célula• viable• x 10 /mi 

10 

Q..IO--r~.L..--;...,'--<---ro---""-~-<-~;:;c..,_.___,o;;.___, 

1,4 - 2.2 2.3 - 3.2 s.3 - 4.1 4.2 - e.1 11.2 - 6.o 6.1- 1.1 
Clases de peeo humedo (grs) 

1 - MEM 8 L-10 EJ RpMI 0 M199 l 
DATOS PARA P. wmnsmol 
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CUADRO 7 

EELACION DE NUMERO DE CELULAS VJAE•LES SEMBRADAS/i1L y EL NUMERO DE 
CELULAS VJABLESIML OE1SER\1ADAS DESPUES DE 5 DIAS AL 

REALIZAR EL C'RJMER PASE 

Al Datos para P. caJiforn1en:;i:;; 

No. de CélLllai;; Me. de Célulüs Crecin1iento da 
Viable:s/ml sembrad.:;,~ Vie.bles/ml Obsl::rvadas l• población en Y. 

a los 5 d!.as 

3.2 10 6 
6-'' 10 

6 lrJ(l.0 
7,6 11) 5 1. 5 t•) 6 99.2 
7.9 10 6 L5 1(1 7 98.8 
1.2 10 6 2.:; l•) 6 99.0 
1.0 10 

6 .:.o 11) 6 97.5 
1.0 10 

b 
2.0 10 6 101. 7 

7.9 10 6 1.6 10 7 10(1.9 
6 6 1.3 10 
b 

2.6 X 1(1 
6 

99.8 
3.2 "· 10 6.3 10 97.b 
..) . .::. 10 6 6.4 10 6 99.1 
::?.9 10 

6 5.8 11) 6 
'18.9 

~. í }( 10 
6 

6.1) " 10 6 99.3 

Bl Datos para P. vannamei: 

3.1 10 6 6.1 !•) 6 
98. 7 

7.3 j(' 5 
1.6 11) 6 100.2 

l. 6 X 10 6 - ~ 

" 10 6 
101. 5 

2.9 10 6 5.8 1(1 
6 99.6 

6 6 ."J.? 1(1 
6 

7.8 10 
6 99.9 

4. 11 !(l 
6 

8 ., 10 
6 

98.9 
::..2 10 

6 
6. el- X 10 

6 
1 ~)(). 1 

1.6 X 10 
6 

3.2 10 
6 101. 3 

l.7 10 
6 

3.4 10 
6 97.7 

2.8 10 
6 

5.5 10 
6 '18.4 

2.6 10 
6 

5.1 10 
6 

97.9 
3.:! 11:1 6. 3 11_1 98.2 
2.5 10 6 5.0 ;; 10 6 99.3 6 6 1.6 " 10 

6 
:..2 .'..') 

6 100.ú 
3.2 10 

6 
•I .. 10 b 98.'I 

2.3 10 .. ,. 6 10 99.5 

3.(1 X 10 
6 

6.1 !•) 6 
99.~ 
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. FIGURA 5 

RELACION DE NUN!f;R0 DE CELULAS VIABLES 
SEMBRADAS/ML Y EL NUMERO DE CELULAS 

VIABLES/ML OBSERVADAS DESPUES DE 5 DIAS 

Número de Células Viables x 10 
6 

/mi 

- ~ --~-·--~- ·--·-··· ----, 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Número de Ensayos de Cultivos Celulares 

- Células Sembradas • 5 dlas después 

DATOS PARA P. calitorniensis 
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RELACION DE NUMERO DE CELULAS VIABLES 
SEMBRADAS/ML Y EL NUMERO DE CELULAS 

VIABLES/ML OBSERVADAS DESPUES DE 5 DIAS 

Número de Células Viables x 10 6 /mi 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

Número de Ensayos de Cultivos Celulares 

- Células Sembradas l:B 5 dias después 

DATOS PARA P. vannamei 
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t:::iñt lo r:wn :·l E 

Célula rec1er1 sE-mb1·act.,: ·.:.'l n~1<.l~::i E1=>-:a liqet· ,mente de:::pl<.1::.Jdo 
h¿•ci.;; lil. pet•1te1·1c1, .·,1' .1n11?nh.: /.::.,cuol1:::.2\d.c '1 no ore$entc Lma 
recL1b1""rt:-1 0>'0t.2v.:1. t...:'ITrb11'.>·. :)t'"··.:::nr:a L1r"~ c.-"' v::;.,.;:.1t·)l::.1 l~.pidiccd. 
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F!GUnti 9 

Células secn~tando de mane:r·a me 1'0cr1n.:i (¡::·r1m1.-1·0 y segLtndo pases), 
400>:. 

Células '1epatopanc1-<:!ótlC"
en t?l ter:.::~r ~·.-~:::,~.: (-!((•::'. 

FIGUr..;A 10 



FIGU:..A 11 

Célule del cuarto pase: núcleo de~pla=3~0 a la periferia, 
vac:L1ol1::ada, y c:on L1r • .a LL1b:~t·ta r··'.'·tr :n·;:.:::r~te.• que l.::. 1·ode .. 1 <400::>. 

FlGURí; 12 

Célula del quir.tr..; pase: nL·.cleo de~pLi.::ado hacia la peri fe1"ia. 
altdmente ·1.:i.c:L1ol1:::.:1u.:1 1 .. dyu;1 ... 1~ de: t'.:lld=. ab1et'tas hacia E•l mc:d].-: 
\40•)::). 
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FORMULACJON DE LOS MEDIOS NUTRITIVOS UTILIZADOS (GJ8C0l 
TODAS LAS CANTIDADES SON EN MILIGRAMOS/LITRO 

COMPONENTES MEM RpMI 164(1 L-·15 Ml99' 

2..ales inoraár.ic:as: 
CaCl2 Crlnhidro) 20(1(1 14Q 2000 
FeHN03l 3 9H2D 7.20 
l<Cl 4000 4000 400 4t)00 
KH;zF·04 60 
Mg504 7H;z0 1000 976.7 
NaCl 68000 60000 80(10 68000 
NaH2F'04 H·:iO 140(1 
Na2HP04 c:inhidro) 190. 12 1400 
Na2HP04 7f-!~,I) 15120 359 
MgS04 <anhidro) 976.7 97.67 
Ca(N03>2 4H20 1000 
M9Cl2 <anhidro> 93.68 

Otros !;_Qffifl~: 
Sulfato de 3den1na 1•)0 
Adenosintri fosfato 2Na 10 
Ac::ido adenilico 2 
Colesterol 2 
Deso}:iribosa 5 
D-glucosa 1000(1 20000 10000. 
Gtutationa (reduc lda) 10 0.5 
Guanina HCI 3 
Hipo>:antina Na 0.35 
Rojo de Fenol 100 50 10 200 
Ribosa 5 
Acetato de sodio 500 
Timina ,. 
Tv1eeri 8(1 200 
Uracilo 3 
Xantina tJa 3.4 
0(+) galactosa 900 
Piruvato de Na 5~(1 

Aminoácidos: 
DL-Acido aspártico 600 
L- Acido aspd.rtico 200 
L- Acido glutámico 200 
DL-Ac:ido glL1támico 1500 
DL-Ali=lnina 500 
DL-alfa-Alanina 450 
L-Arginina HC! 1260 7(10 
L-Ar;;iinina .z·,)(1(1 500 
L-Asparayina 5(10 25(1 
L·-Ciste!na 240 5(10 120 500 
L-Ci~teina Na 286.1 
L-Ci steina HCI l+.:_O l. 1 
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CO~IF'ONEtHES MEM RpMI 1640 L-15 M199 

L·-Cisteina 2HC1 260 
Glicin.:i. 200 1QO 
L-glutamina 5000 ~(JO 1000 
L-Histidina HCl H:O ¿¡zo 500 
L-Hidro:ciprolina 200 ::18.B 
L-Histidina 150 250 
L-· l so 1 euc in a 520 500 
OL-IsaleLtcina :?50 100 
L-Leucina 520 500 125 
DL-Leucina 400 
L-Lis1na 75 
L-Lisina HCl 725 400 1200 
L-Metionina 150 150 
DL-Metion ina 150 700 
L-Fcnilalanina 151) 320 
DL-Fenilalanina 250 300 
L-Prol ina 200 500 
L-Set·ina 300 200 
DL-Serina 400 
L-Treonina 48(1 200 
DL-Treonina 600 500 
L-T1·1ptófano l(H) 50 20 
DL-Triptófano 600 
L-Tirosina 200 300 
L-Tirosina ::!Na 2H;c0 519 20(1 
L-Valina 46(1 200 
DL-Val ina 200 580 

Vitaminas: 
Acido ascórbico 0.5 
Acido fOlic:o 10 10 0.1 
Acida para-aminobenzoico 10 0.5 
Biotina 2 0.1 
Calcifei·ol 1.0 
Cloruro de colina 10 30 5.o 
0-Pantotenato de Ca 10 2.5 0.1 
DL-Pantotenato de Ca 
i-lnositol 20 350 2 0.5 
Menctdiona 0.1 
Monoiosfalo de ti amina 
Niacina 0.:?5 
Nicinamida 10 10 0.25 
Pirido}:;;i.l HC! 10 0.25 
F'i ridox ina HCI 10 0,25 
F:iboflavina 2 0.1 
R ibof l av1ne1-5 ·-·Fosfato de N• 0.1 
Tiamina HCl 10 10 0.1 
\/i tamina (\ (acetato) 1. 4 
Vi tamin21 B1: (1.05 
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