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RESUMEN

Sanchez, K. 2006. Procedimientos técnicos para produccion de nauplios de la empresa
TEXCUMAR S.A., Ecuador. Proyecto especial del Programa de Ingeniero Agronomo,
Zamorano, Honduras. 30 p.

TEXCUMAR S.A. se dedica a la produccion y venta de nauplios y post-larvas de
camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei). Es el laboratorio de maduracion
con mayor capacidad instalada en Ecuador, con una produccion que supera los 200
millones de nauplios por dia. El objetivo del trabajo fue elaborar un documento de
procedimientos técnicos para el laboratorio de maduracion de TEXCUMAR S.A,,
identificando los materiales a utilizar y describiendo los procedimientos a seguir. La
toma de datos se llevo a cabo durante los meses de enero a abril de 2006. El
laboratorio de maduracion es manejado en ocho éreas o salas, éstas son: recepcion y
reserva de futuros reproductores/adultos, maduracién de los adultos, copulas, desove,
aclimatacion de los huevos, incubacion y eclosion, resiembra de nauplios y despacho
de nauplios. Se detallé un total de 22 actividades realizadas en la produccion
comercial de nauplios en TEXCUMAR S.A. Se elabor6 un manual de procedimientos
técnicos adecuado al sistema de produccion. Se recomienda que el documento sea
utilizado en programas de capacitacion del personal del laboratorio.

Palabras clave: Cultivo de camardn, maduracion, reproduccion.
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1 INTRODUCCION

En Ecuador la mayor parte de la acuicultura esta basada en el cultivo del camaron
(Litopenaeus vannamei). En el afio 1998 Ecuador alcanzd la cifra de 114,000
toneladas de camardn exportadas, siendo esta la mayor produccion registrada en la
historia de Ecuador. Esta cifra bajé drasticamente en el afio 2000 a una produccion de
37,700 toneladas debido al fuerte impacto del Virus de la Mancha Blanca. Para finales
del afio 2002, gracias al desarrollo de técnicas de cultivo de camardn, la produccion
llego a ser de 46,800 toneladas exportadas (FAO 2005).

En el 2006 TEXCUMAR S. A. se dedica exclusivamente a la produccion y venta de
nauplios y post-larvas del camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei). Inicid
sus operaciones en 1999 y ahora cuenta con la mayor capacidad instalada de
produccion de nauplios en Ecuador. En agosto de 2005 se unid a las operaciones de
TEXCUMAR S.A. el laboratorio de maduracion Acuatecsa ubicado también en San
Pablo.

La compaiiia tiene como meta distribuir un camaron de alta calidad, libre de patdégenos
y mantener su posicion como lider en la industria. Para lograr esto, cuenta con un
programa de mejoramiento genético de reproductores y de seleccion intensiva por
parametros de sobrevivencia, crecimiento y reproduccion.

Un manual de procedimientos describe los materiales a usar, la infraestructura
requerida y las actividades a realizar para lograr una produccion eficiente en una
granja. En cada actividad productiva se busca mejorar los indices de desempefio,
reducir los costos y maximizar el uso de los recursos y tiempo, para obtener mayores
margenes de ganancia y poder competir en el mercado en precio y calidad.
TEXCUMAR S.A. no cuenta con manuales de procedimientos para la operacion del
laboratorio. Por tal motivo existe la necesidad de detallar los procedimientos y
estandarizar los procesos realizados en las actividades de cada etapa de produccion
para facilitar la capacitacion del personal de la empresa. El objetivo de este trabajo fue
identificar y organizar los procedimientos a seguir para lograr una mejor produccion
de nauplios de Litopenaeus vannamei que cumplan con los parametros de calidad de
TEXCUMAR S.A.y las exigencias del mercado ecuatoriano.
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Figura 1. Diagrama de flujo de reproductores y nauplios por salas en el
laboratorio TEXCUMAR S.A.




2 METODOLOGIA

2.1 LOCALIZACION

TEXCUMAR S.A. se encuentra ubicado en el kilometro 5 1/2 de la via San Pablo-
Monte Verde, Provincia del Guayas, Ecuador, a una elevacion de 4 msnm, una
temperatura promedio anual de 26 °C y una precipitacion anual maxima de 500 mm.

2.2 TOMA DE DATOS

La toma de datos se llevd a cabo entre enero a abril de 2006 mientras el encargado del
estudio trabajé realizado en una pasantia en el Laboratorio de Maduracion
TEXCUMAR S.A. Durante la pasantia, el autor trabajé en cada una de las actividades
y realizd cada uno de los procesos que forman parte del ciclo de produccion de
nauplios en el laboratorio de maduracion. Ademas, consulté con libros, revistas
cientificas e informacion publicada en Internet sobre el proceso de maduracion,
reproduccion y produccion de nauplios de L. vannamei.

Se entrevisto a los operarios, técnicos de produccion y personal administrativo sobre
los detalles de la infraestructura del laboratorio, los materiales y procedimientos
realizados en cada sala.



3 RESULTADOS

TEXCUMAR S.A. es una compafiia privada, dedicada a la produccion de nauplios y
larvas de camardn Litopenaeus vannamei. En la actualidad es el laboratorio de
maduracion con mayor capacidad instalada en Ecuador con una produccion que supera
200 millones de nauplios por dia.

TEXCUMAR S.A. distribuye nauplios y post-larvas de camaron certificados libres de
IHHNV (Virus de la Necrosis Hipodermal y Hematopoyética) y NHP
(Hematopancreatitis Necrotizante) todo el afio (Johnson 1995). La compafiia tiene una
politica de no utilizar antibi6ticos en ninguno de los procedimientos.

El laboratorio de produccion de nauplios esta dividido en ocho etapas en siete salas.
Este manual ha sido dividido en ocho éareas.

Sala 1. (Maduracion). Es el area de recepcion y aclimatacion de los camarones adultos
ya seleccionados en una finca camaronera asociada con TEXCUMAR S.A. y suplidor
de adultos. También se lleva a cabo la maduracion de los reproductores por medio de
la ablacién ocular unilateral de las hembras. Ademas, se extraen las muestras para los
andlisis de laboratorio para virus IHHNV y NHP, se hace el analisis para detectar
distanciamiento genético y consanguinidad.

Sala 2. (Copula). En esta sala se colocan en tanques hembras y machos a razén de
1.25:1 respectivamente.

Sala 3. (Desove). Los camarones hembras ya copuladas pasan a la sala de desove
donde se colocan en tangques pequefios en total oscuridad y silencio para evitar aborto
de huevos.

Sala 4. (Aclimatacién). Una vez desovadas las hembras regresan a los tanques de la
sala de copulas y los huevos pasan a la sala de aclimatacion de huevos. En esta sala los
huevos son aclimatados y son desinfectados con yodo.

Sala 5. (Eclosion). Nauplios recién eclosionados son recolectados y seleccionados por
fototropismo.

Sala 6. En la sexta etapa los nauplios pasan a la sala de resiembra donde se hace la
segunda seleccion por fototropismo.

Sala 7. La ultima area es la sala de conteo y despacho de los nauplios.

A continuacion se describen los materiales, la infraestructura y los procedimientos a
usar en la produccion de nauplios de Litopenaeus vannamei como es practicado en
TEXCUMAR S.A.



3.1 ABASTECIMIENTO DE REPRODUCTORES

3.1.1 Seleccion de reproductores

Introduccion

En TEXCUMAR S.A., los reproductores son renovados al cumplir 120 dias de
produccion de nauplios. La seleccién de los nuevos camarones adultos para ser futuros
reproductores es un paso muy importante. La seleccion de los camarones para futuros
reproductores se realiza en fincas camaroneras asociadas con TEXCUMAR S.A. Se
tiene que realizar una buena seleccion de camarones para futuros reproductores
siguiendo los parametros de calidad de TEXCUMAR S.A. para alcanzar la calidad que
se le ofrece al cliente. La seleccién de los camarones para futuros reproductores en la
finca camaronera se realiza examinando cada animal, con el fin de escoger s6lo los
que tienen todos sus miembros completos y no presentan deformaciones ni manchas
en su exoesqueleto.

Materiales

Para realizar la obtencion de reproductores de buena calidad se debe contar con los
materiales y condiciones necesarios para su captura en finca camaronera, evitando
provocar el estrés y disminuyendo el niamero de animales con heridas y lesiones.

Los materiales que se deben utilizar son:

Chinchorro o atarraya
Cilindro de oxigeno
Hielo en bolsas de plastico
Vehiculo

Tanques para transporte
Tubos de plastico (PVC)

Procedimientos

El personal encargado de la seleccidn y transporte de los futuros reproductores son
empleados de TEXCUMAR S.A. Trabajan en un equipo conformado por un técnico y
cinco o seis operarios. El procedimiento para el transporte de camarones se detalla a
continuacion:

1. Lacosecha se debe realizar de preferencia en la noche y en aguaje.
2. Los animales son capturados por medio de una atarraya, chinchorro o por una red
puesta en la caja de monje al momento de bajar el nivel de agua en la piscina.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Se seleccionan individuos con un peso minimo de 26 g. En L. vannamei este peso
se alcanza aproximadamente a los 180 dias de desarrollo.

Los operarios realizan una inspeccion visual de cada individuo sosteniéndolo en su
mano. La inspeccion incluye revisar las antenas, pereidpodos, pledpodos,
urépodos, telson y rostro del camardn en el momento de su captura.

Los camarones que tengan defectos fisicos obvios como: golpes, manchas en su
exoesqueleto, muda reciente, miembros incompletos y deformaciones, son
descartados. La falta de actividad fisica o letargo es razon para descartar el
camaron.

Son aceptados como futuros reproductores los individuos con su anatomia
completa. Los camarones seleccionados en la finca tienen que ser transportados al
laboratorio. El tiempo de transporte puede durar hasta ocho horas.

Los tanques para el transporte de los futuros reproductores son tipicamente de
1000 L (1 x 1 x 1 m) de capacidad y montados en camiones.

Se separa por sexo a los camarones, para facilitar el manejo en recepcion.

Para reducir el estrés en los camarones los tanques de transporte son llenados con
agua de la piscina en la cual se realiz6 la captura.

Se ajusta la temperatura del agua de transporte a 26 °C agregando bolsas con hielo
picado. A esa temperatura se reduce la actividad metabdlica de los camarones y el
estrés.

Los camarones seleccionados en finca son colocados individualmente en tubos de
PVC de aproximadamente 30 cm de largo y 5 cm de diametro. Los tubos de PVC
tienen orificios que permiten la entrada y circulacion de agua.

Los extremos de cada tubo son tapados con una malla fina para que el camaron no
escape.

Se colocan los camarones, ya dentro de los tubos de PVC en los tanques de
transporte, segun su sexo.

Mientras hay camarones dentro del tanque de transporte se subministra oxigeno al
agua por medio de un cilindro, manémetro, manguera y una piedra difusora de 5
cm. Se recomienda manejar el sistema de oxigeno en 1.6 kg/lcm?
aproximadamente.

Se tienen que revisar cada dos horas la temperatura del agua y la cantidad de
oxigeno en solucién en cada tanque durante el transporte. Este trabajo es
responsabilidad del técnico de TEXCUMAR S.A.

Resultados.

Después de seguir todos los pasos y parametros de seleccion se obtienen camarones de
calidad para futuros reproductores a la puerta del laboratorio.



3.2 RECEPCION DE REPRODUCTORES

Introduccion.

La recepcion de los futuros reproductores en el laboratorio de maduracion es una etapa
muy importante. La recepcion de reproductores se realiza cada 15 dias para mantener
una poblacién de camarones constante en el area de reserva y asegurarse de no quedar
en escasez de nauplios. Después de su transporte de la finca camaronera al laboratorio
los camarones estan debilitados y se los debe manejar con mucho cuidado. La
recepcion de reproductores se la realiza en la sala de reserva. TEXCUMAR S.A.
cuenta con dos salas de reserva y en ellas 39 tanques circulares en total. En esta etapa
se coloca el camardn previamente seleccionado en la finca camaronera en tanques,
colocando los machos y las hembras por separado.

Materiales.
Para la recepcion de reproductores se necesitan los siguientes materiales:

e Redes de mano de 1.5 m de largo con malla rectangular de 0.5 cm de luz

e Tanques circulares para reproductores con capacidad para 12,000 L (diametro de 6
m y una altura de 1 m)

e Sistema de aireacion

e Gavetas o pailas de plastico (0.5 x 0.5 x 1.0 m)

Procedimientos.

Es muy importante que antes de la llegada de los camarones el agua en los tanques del
area de reserva tenga la misma salinidad que la piscina de donde provienen. Esto se
obtiene agregando a los tanques agua dulce de pozo y luego agregando agua de mar
hasta llegar a la salinidad requerida. El agua es tomada directamente del mar por
bombeo. La fuente de agua de mar utilizada es isotérmica (26-28 °C) y tiene una
salinidad que oscila entre 25,000 a 36,000 ppm durante los doce meses de afo.
Durante el proceso de llenar los tanques con agua se hace la medicion de la salinidad
del agua con un salinémetro optico. Los tanques son manejados con un recambio de
200% diario de agua.

La aireacion se provee con un soplador de 4.5 hp conectado a un sistema de tubos de
PVC que termina con tres piedras difusoras por tanque. El flujo de aire a cada tanque
es regulado por una vélvula de pelota de 12 mm de diametro. Se requiere mantener
una concentracion de oxigeno en solucién mayor de 5 ppm. Si la concentracién de O,
es inferior a 5 ppm el operario tiene que ajustar la valvula para incrementar el flujo de
aire. Cualquier malfuncionamiento o anormalidad debe ser comunicado
inmediatamente al técnico de la sala. Es importante evitar cualquier sonido fuertes o
movimientos bruscos de los operarios en el area de reserva para no estresar a los
camarones. Sintomas de estrés en los camarones son opacidad muscular y limitada
actividad fisica. Los tanques son tapados por un plastico negro y la sala tiene un techo
de saran de 30%.



El supervisor tiene que estar presente para la recepcion de cada lote de nuevos adultos
provenientes de una finca camaronera. Los pasos a seguir para realizar una
transferencia eficiente de camarones desde el camidn de transporte a la sala de reserva
son los siguientes:

1. Se saca las piedras difusoras de los tanques de transporte.

2. Un operario saca los tubos con los camarones y los deposita en una gaveta o paila
de plastico llena de agua.

3. Dos operarios llevan la gaveta o paila hacia los tanques de recepcion con cuidado,
tratando de no hacer movimientos bruscos.

4. Los mismos operarios deben sacar las tapas de malla de los tubos y soltar los
camarones en los tanques asignados.

5. Los camarones se depositan con mucho cuidado ya que el transporte desde la finca
camaronera los estresa y son muy delicados.

6. Se colocan de 200 a 300 camarones por tanque, esta cantidad depende del tamafio
en que vengan los reproductores.

Una vez terminado el proceso de recepcion los camarones son aclimatados hasta
alcanzar la salinidad de agua de mar. Después de transcurridas 12 horas de haber
Ilegado al laboratorio, los camarones son alimentados. Los detalles de la alimentacion
aparecen en la seccion 3.5 del manual.

3.3 MADURACION

La maduracion sexual en el camarén blanco del Pacifico comienza a un peso
aproximado de 32 g, mientras los adultos seleccionados permanecen y crecen en los
tanques de la sala de recepcion. En esta etapa los camarones permanecen
aproximadamente de ocho a diez dias dependiendo del peso en que se recibieron de la
finca camaronera. En las hembras maduras se observan los ovarios de color
amarillento en la zona dorsal del cefalotérax. En los machos maduros se nota la
presencia de espermatoforos de color blanco o crema, en la parte posterior y ventral de
su cefalotorax.

La intensidad de la luz debe ser baja en la sala. La fuerte luminosidad tiene un efecto
negativo en el proceso de maduracion y perturba el comportamiento de los camarones.
Esto se logra utilizando tela saran como techo en la sala de reserva y maduracion,
también se cubre los tanques con plastico negro.



3.3.1 Ablacién del pedunculo ocular o epedunculacion

Introduccion

Esta es una técnica que se realiza para acelerar el proceso de maduracion de la hembra
consistiendo en la extirpacién de uno de sus 0jos. Con la ablacién ocular unilateral se
elimina la mitad de la fuente de hormonas inhibidoras del proceso de maduracion
sexual procedentes del érgano x-sinus glandular (Kawahigashi, s.f.; Treece y Yates
1993).

Materiales.
Los materiales que se utilizan para la ablacion son los siguientes:

Bisturi

Hilo desinfectado con alcohol etilico al 75%
Redes de mano

Gavetas o pailas de plastico

Tubos de PVC

Para efectuar la ablacion unilateral del pedinculo ocular de las hembras se deben
respetar estrictamente las siguientes condiciones:

e Realizar la ablacion en todos los tanques preparados para la produccion, 2 6 3 dias
después de la recepcion, para evitar la acumulacion de estrés de los camarones.

e No se debe efectuar la ablacion en los animales que hayan tenido la muda la noche
anterior.

e La manipulacion de los adultos tiene que realizarse con cuidado para evitar el
estrés y dafio fisico.

e Se debe efectuar el trabajo lo méas rapido posible, sosteniendo firmemente el
camaron en la mano para evitar un estrés muscular.

e Se requiere tres personas para realizar la ablacion ocular de manera eficiente y sin
provocar estrés en los animales.

Procedimiento.

El procedimiento para realizar la ablacion ocular unilateral se debe realizar de la
siguiente manera:

1. Un operario atrapa las hembras y las deposita individualmente en tubos de PVC.

2. Los tubos con las hembras son depositados en una gaveta o paila con agua y una

piedra difusora.

Otro operario saca una hembra y la sostiene con las manos con cuidado.

4. Se acomoda la hembra en la mano de tal forma que un pedunculo ocular quede
expuesto.

w
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5. Luego un técnico experimentado en el proceso realiza la ablacion amarrando un
pedazo de hilo desinfectado de unos 15 cm de largo a la base del pedinculo
haciendo un doble nudo con fuerza.

6. Se corta el excedente de hilo y se vuelve la hembra al mismo tanque.

El tiempo para lograr el desarrollo de los ovarios de las hembras epedunculadas es
aproximadamente de 3 a 4 dias. Después de la ablacion se suspende la alimentacion
durante seis horas, para reducir la posibilidad de infeccion.

3.3.2 Anadlisis de laboratorio:

La principal amenaza para el desarrollo de la industria camaronera son las
enfermedades infecciosas especialmente las causadas por virus (Lightner 1999). La
implementacidn de programas de reproduccién adecuados permitiria desarrollar stocks
domesticos libres de enfermedades o resistente a ellas (Wyban et al 1993). La
industria del cultivo de camarones marinos es la rama de la acuicultura moderna que
mas se ha visto afectada por los efectos de agentes patdégenos causando hasta el 90 por
ciento de las producciones en los paises afectados (FAO 2005).

Durante el tiempo que el camaron alcance la maduracion sexual se realizan tres tipos
de anélisis. Estos son para detectar presencia de los virus responsables de IHHNV y
NHP, pruebas realizadas en TEXCUMAR S.A., y la prueba genética realizada en
CENAIM (Centro Nacional de Acuacultura e Investigaciones Marinas), San Pablo,
Ecuador. La prueba genética sirve para evaluar el nivel de consanguinidad y la
distancia genética entre los reproductores nuevos.

3.3.2.1 Extraccion de muestras para analisis de virus y genético.

Los materiales que se utilizan para la extraccion de las muestras se detallan a
continuacion:

Redes de mano de 1.5 m de largo con red rectangular de 0.5 cm de luz
Jeringas de un cc numeradas (se ocupa una para cada muestra)

Hielera con hielo

Tubos para muestras de ADN

Anillos numerados para colocar en el pedinculo ocular de cada individuo
Alcohol al 75% para desinfectar los materiales

Anticoagulante

Tijeras

Gavetas o pailas de plastico
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Procedimiento.

Para la toma de las muestras para los analisis de IHHNV, NHP y genético se debe
seguir los siguientes pasos:

1. Se necesitan tres operarios para hacer la extraccion de las muestras.

2. Se captura los animales por medio de una red de mano.

3. Se deposita cada adulto en un tubo de PVC, y estos son guardados en una gaveta
con agua y una piedra difusora.

4. Se toma de cada tanque 50 animales escogidos al azar para analisis genético.

Cada animal es tomado en la mano exponiendo su lado ventral para poder cortar

con una tijera desinfectada la mitad de un pleopodo del segundo segmento

abdominal. La muestra es depositada en un tubo de ADN para su envio al
laboratorio en una hielera.

6. Para detectar presencia de virus se toma una muestra de hemolinfa con una
jeringa, insertandola en el primer segmento abdominal de cada reproductor. La
extraccion de hemolinfa se realiza teniendo cuidado de no tocar el nervio central
del animal ya que este puede quedar paralizado y morir.

7. Se coloca un anillo alrededor del ojo que cuenta con un ndmero para fines de
identificacion y se devuelve al mismo tanque.

8. Se registra el numero de anillo y de la jeringa para llevar un seguimiento con los
resultados y hacer posibles descartes.

9. Se colocan las jeringas con las muestras en una hielera para mantener las muestras
en frio hasta llegar al laboratorio para ser analizadas en TEXCUMAR S.A.

o

Los examenes de virus para IHHNV y NHP son realizados por medio de PCR
(reaccion en cadena de polimerasa) en donde se determina si los animales son
positivos o negativos al virus. Este examen es realizado en el laboratorio de analisis de
TEXUMAR a toda la poblacién con el objetivo de que los nauplios y larvas a vender
estén exentos de dicho virus y asegurar al cliente la calidad que se le ofrece. Los
animales positivos a cualquiera de los virus son simplemente descartados, mientras los
otros son llevados a la sala de copulas cuando han alcanzado la madures sexual.

3.3.2.2 Andlisis para virus IHHNV

El virus IHHNV se transmite de manera vertical (padres a hijos) y horizontal (animal a
animal). En Litopenaeus vannamei, el sindrome de la deformidad del rostro (RDS) y el
enanismo son atribuidos al IHHNV (Johnson 1995).

3.3.2.3 Andlisis para virus NHP

El NHP (hepatopancreatitis necrotizante) presenta los siguientes signos: anorexia,
letargo, atrofia muscular abdominal, exoesqueleto blando, crecimiento retardado,
coloracion café de las branquias, musculatura opaca, textura terrosa (desmenuzante del
hepatopancreas). Conduce a mortalidades del 20 al 95% (Lightner 1999). EI NHP se
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transmite horizontalmente por medio de vectores o canibalismo y afecta
principalmente a los camarones mayores de 5 g de peso.

3.3.2.4 Examen de consanguinidad

Para este examen son elegidos al azar 100 muestras (50 hembras y 50 machos), por
cada tanque. Con los resultados de este andlisis se puede determinar que grupos de
machos se pueden copular con otro grupo de hembras para evitar la consanguinidad y
obtener nauplios de mejor calidad. Se analiza la variabilidad genética, inbreeding y
distanciamiento genético de los reproductores por medio de microsatélites.

3.4 CALIDAD DEL AGUA

La ocurrencia de patdgenos en sistemas acuaticos esta relacionada con parametros
ambientales tales como la salinidad y temperatura (De la Pefia et al. 1993; Bray et al.
1994; Jiménez et al. 2000). Para TEXCUMAR S.A. la salinidad del agua debe tener
un promedio de 31,000 ppm. Por el continuo recambio de agua en el laboratorio las
Unicas variables monitoreadas son O, disuelto, temperatura y salinidad del agua.

Para la oxigenacion hay que estar siempre al tanto de:
e Que no se tapen las piedras de difusién del aire.
e Que los flujos de aire no sean demasiado bajos.

35 ALIMENTACION

En maduracion de camarones la nutricion es considerada un factor esencial. La
nutricion animal influye en el adecuado desarrollo ovarico y a la produccion de
nauplios de buena calidad (Kawahigashi s.f.). El alimento ofrecido a los camarones
adultos debe ser consumido en un tiempo no mayor de dos horas. Es importante llevar
registros de las horas en que se alimenta y la cantidad de alimento ofrecido en cada
tanque.

Para la alimentacion se necesitan los siguientes materiales:

Krill

Artemia

Poliqueto

Calamar picado

Concentrado (balanceado) con 55% de proteina

La comida natural y congelada es nutritiva y muy aceptada por los camarones.
Algunas comidas frescas para el camaron son: biomasa de artemia, krill, calamar y
poliquetos. La cantidad diaria de alimento fresco ofrecido a los adultos es de 34% de
su biomasa.
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Utilizar un peletizado de alta calidad y especial para maduracion de camarones es
importante para complementar el suplemento alimenticio de los mismos. El alimento
para los camarones en las salas de reserva es ofrecido cuatro veces al dia, combinando
alimento fresco con un concentrado balanceado (55% proteina). En las salas de
copulas se alimentan los adultos seis veces al dia con la misma proporcion entre
ingredientes naturales y piensos.

A las dos horas de haber ofrecido el alimento se revisa cada tanque para ver si hay
sobrante. Al encontrar comida sobrante en un tanque el operario saca el alimento con
una red de mano e informa al técnico de turno.

3.6 MEDIDAS DE LIMPIEZA'Y AJUSTES

Es importante después de cada ciclo que los tanques de reserva, maduracién, cépulas y
de desove sean limpiados para evitar que los animales sean contagiados con patdgenos
del ciclo anterior. Los materiales que se deben utilizar para realizar la limpieza de los
tanques son los siguientes:

Cepillos
Manguera
Agua potable
Cloro

La limpieza de un tanque después de un ciclo de produccion se hace de la siguiente
manera:

1. Se limpian las paredes y pisos del tanque con cepillos y agua clorinada (50 ppm).

2. Después de una completa limpieza, se enjuaga todo el interior del tanque con agua

potable.

Se deja secar el tanque antes de usarlo nuevamente.

4. Todos los materiales del tanque como las piedras difusoras y tuberias siguen el
mismo proceso de limpieza.

5. Se revisa la calibracién de las valvulas de entrada de agua en cada tanque.

w

3.7 REPRODUCCION

Para la reproduccion es importante que sean elegidos solo reproductores maduros, las
hembras tienen que tener sus Organos reproductivos desarrollados. Los lotes de
animales seleccionados para la copulacion son escogidos segun los resultados de la
evaluacion genética para evitar problemas de consanguinidad.

El area de reproduccién o copulas cuenta con 11 salas dando un total de 100 tanques
cilindricos de 12 toneladas. La temperatura en los tanques de reproduccion debe estar
entre 28y 29 °C y la salinidad debe estar alrededor de 30 ppm.
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Para transferir los animales de los tanques de la reserva a la sala de copulas se
necesitan los siguientes materiales:

e Redes de mano
e (Gavetas
e Tubos para transporte de PVC

Los procedimientos de transferencia de los reproductores a la sala de cépulas se
detallan a continuacion:

1. Se atrapan todas las hembras maduras con redes de mano.

2. Se deposita cada reproductor en tubos de PVC individualmente y estos se los
coloca en gavetas con agua y una piedra difusora.

3. Trasladar con cuidado y sin hacer movimientos bruscos hacia la sala de copulas.
Depositar 90 hembras y 80 machos en cada tanque con una relacion
macho/hembra de 1.25:1 dando un total de 170 reproductores.

3.7.1 Pesca de hembras copuladas

Este es un paso muy delicado y se debe realizar con mucho cuidado para evitar
estresar a las hembras y evitar la caida del espermatéforo que lleva adherido al
abdomen. El objetivo de este paso es colectar todas las hembras copuladas y llevarlas
a la sala de desove para realizar la colecta de huevos y evitar pérdidas.

Los materiales necesarios para realizar la pesca y revision de las hembras para
identificar las copuladas son los siguientes:

e Linternas de haldégeno de 55 W con baterias de 12 V
e Redes de mano
e Baldesde15L

Para realizar la pesca se debe seguir los siguientes pasos muy cuidadosamente para no
estresar a las hembras.

=

La pesca se inicia diariamente a las 18:30 horas trabajando en la oscuridad.

2. La pesca debe estar a cargo del técnico supervisor de turno ayudado por dos
operarios que se alternan en la captura y el transporte de las hembras.

3. Se deben utilizar linternas conectadas a una bateria de 12 V para observar cada
hembra.

4.  Se revisan las hembras, una por una, a fin de controlar si las hembras maduras
han sido copuladas (presencia de un espermatoforo entre sus pereiopodos 4y 5).

5. Las hembras copuladas son llevadas a los tanques de la sala de desove en baldes
con una identificacion de la sala y el nimero del tanque del que fueron
recolectadas.

6. Las hembras recolectadas son transportadas con cuidado y sin hacer
movimientos bruscos a la sala de desove.

7. Las hembras no copuladas son devueltas al tanque de copulas.
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8.  Un operario recibe las hembras en la sala de desove y las deposita en sus
respectivos tanques ya identificados con el nombre de la sala de procedencia con
el objetivo de que después del desove regresen al mismo tanque del que fueron
recolectadas.

3.7.2 Desove

Hay tres salas de desove en el laboratorio de TEXCUMAR S.A. Las salas de desove
contienen un total de 209 tanques con capacidad para 300 L de agua cada uno. En esta
sala se controla la temperatura y la salinidad del agua ya que la hembra puede abortar
los huevos o perder el espermat6foro si hay variaciones fuertes.

Las salas de desove reciben agua de pozo y agua de mar filtrada para poder ajustar la
salinidad del agua de los tanques a 30,000 ppm de salinidad. Cada sala cuenta con un
tanque elevado que sirve de reserva de agua para cosechas y lavados.

El operario tiene que revisar la temperatura y salinidad del agua. ElI manejo de las
hembras copuladas en la sala de desove se realiza de la siguiente manera:

1. Llenar los tanques de desove a las 8-10 a.m., cuando la temperatura del agua esta
alrededor de 29 °C (£ 1 °C).

2. En la época fria del afio se utilizan calderos para calentar el agua segun las
condiciones.

3. Cuando las hembras copuladas empiezan a llegar, la sala de desove debe

permanecer en completo silencio y en total oscuridad.

Cada tangue tiene que tener una piedra difusora de aire.

Un operario recibe las hembras y deposita de 3 a 4 hembras por tanque.

Cada tanque tiene que tener marcado el nombre de la sala y nimero del tanque de

donde provienen las hembras.

7. Después de depositar las hembras en un tanque de desove, se coloca su tapadera de
fibra de vidrio pintada de negro.

8. Una vez que se trasladan todas las hembras a desovar en los tanques de una sala, se
cierra la sala y se prohibe la entrada de personas desde las 21:00 a la 1:00 horas.

9. En esta etapa las hembras no son alimentadas.

ook

3.7.3 Colecta de huevos

El objetivo de esta préactica es colectar la mayor cantidad de huevos, evitar perdidas,
dafios a los huevos y a las hembras, llevar un control de produccién por salas y por
hembras. El uso de tanques para desove permite sacar las hembras desovadas con
facilidad y recolectar los huevos de forma eficiente. En cada desove las hembras
Ilegan a poner de 250,000 a 500,000 huevos (Meyer 2004).

Los huevos deben ser manipulados con cuidado por su sensibilidad a los cambios
bruscos de temperatura, salinidad y oxigeno. Los materiales necesarios para la colecta
de huevos son:
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Baldes colectores con malla de 100 micras especiales para recoleccién de huevos
Gavetas de pléastico
Jarras de plastico de 1 L

El procedimiento para la colecta de huevos es el siguiente:

1.

2.

w

10.

11.

12.

A partir de la 1:00 horas empieza la revision de las hembras trasladadas la noche
anterior seguida por la recoleccion de los huevos.

El técnico ayudado con dos operarios procede a pescar todas las hembras de todos
los tanques de desove. Se identifica las hembras desovadas por ausencia de
espermatoforo y por disminucion de tamafio y cambio de color de sus ovarios.

Las hembras no desovadas son identificadas por presencia de un espermatoforo.
Para cada hembra revisada se anota en la planilla su procedencia y su desempefio
en la reproduccion.

No se deben abrir las valvulas de los tanques de desove hasta haber capturado la
altima hembra.

Una vez retiradas las hembras de los tanques de desove, se abre la valvula de
drenaje de cada tanque para hacer pasar su contenido de agua a un balde recolector
de huevos.

Los baldes de recoleccion se colocan dentro de una gaveta con agua para
amortiguar fisicamente la caida de los huevos. Al drenar el tanque los huevos no
deben caer directamente al fondo del balde recolector.

Con la jarra se lava las paredes del tanque de desove mientras se drena para
asegurar que no queden huevos pegados.

La temperatura del agua usada en los baldes de recoleccion debe ser igual a la de
los tanques de desove de donde provienen los huevos (30 °C).

Una vez recolectados los huevos son transferidos a la sala de aclimatacion en un
balde de 20 litros de capacidad con el agua del mismo tanque de desove del que
fueron recolectados.

Los baldes recolectores deben estar identificados para permitir estimar la
produccion de nauplios del dia.

De cada balde recolector se toma una muestra para estimar la cantidad de huevos
recolectados en el tanque.

3.8 LIMPIEZA DE LA SALA DE DESOVE

El

lavado de la sala de desove se hace cada dia después de su uso con el fin de

controlar posibles contaminaciones. Los materiales necesarios para realizar la limpieza
de la sala de desove son los siguientes:

El

Cloro
Vitamina C
Cepillos

lavado de la sala de desove y los diferentes equipos se realiza de la siguiente

manera:
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1. Se procede a limpiar los tanques, tapas, tubos, filtros, baldes, paredes y piso de la
sala con agua clorinada (1000 ppm de cloro).

2. Después de la limpieza con agua clorinada se lava los tanques con una solucién de

vitamina C (10000 ppm) y un cepillo.

Enjuagar todo muy bien con agua dulce para eliminar residuos de cloro.

4. Las mangueras de aire y las piedras de difusion deben lavarse muy bien con agua
dulce.

w

Es importante que todo el equipo de la sala de desove se seque después de ser utilizado
para evitar la proliferacion de hongos. Para que todo el equipo se seque se lo deja de la
siguiente manera:

e Los tanques de desove con sus valvulas abiertas y tubos de drenaje inclinados
hacia adentro del tanque.

o Las tapas se colocan en posicion vertical entre los tanques.

o Los baldes recolectores de huevos son invertidos en el piso de la sala.

e La sala de desove permanece con las puertas abiertas hasta la llegada del nuevo
lote de hembras.

3.9 ACLIMATACION Y DESINFECCION DE HUEVOS

TEXCUMAR S.A. cuenta con una sala de aclimatacién y desinfeccion con 20 tanques
de 300 L de agua cada uno y sistema de calentadores a gas. La aclimatacion se realiza
para ajustar la temperatura del agua y la desinfeccion para eliminar patdgenos que se
pueden encontrar en el agua o adheridos a los huevos.

La aclimatacion y la desinfeccion de los huevos se realizan desde la 1:00 hasta las
3:00 horas. Para una aclimatacion y desinfeccion efectiva de los huevos se debe seguir
los siguientes pasos:

1. La sala tiene que permanecer en completa oscuridad y en silencio hasta llegar a la
temperatura necesaria.

2. La desinfeccién de los huevos se hace en el mismo balde que proviene de la sala

de desove.

Se agrega al balde 3 ml de solucién de yodo.

4. Se agita con la mano el agua con yodo y los huevos durante 15 segundos. Este
tiempo debe ser cumplido estrictamente para evitar problemas.

5. Se regresan los huevos ya desinfectados a los baldes recolectores. Se agrega agua
salada pura para quitar el exceso de yodo.

6. Luego los huevos son depositados en los tanques de aclimatacion y se agrega
lentamente agua a la temperatura (30 °C) y salinidad adecuadas (30,000 ppm).

w
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3.10 ECLOSION

La sala de eclosion cuenta con un sistema de calentadores a gas para mantener la
temperatura en 31 °C y un foco de 100 W encima de cada uno de los 12 tanques de
1000 L de capacidad con fondo cénico. La sala tiene techo y paredes sélidos y el
acceso a personas es limitado. Esta sala se mantiene en total oscuridad mientras se
encuentre con huevos por eclosionar.

Los huevos desinfectados pasan a la sala de eclosion. Esta sala esta disefiada para
obtener las condiciones necesarias para facilitar el proceso de eclosion. Eclosion es la
etapa en la que la larva rompe el huevo y nace la primera etapa larvaria, el nauplio. El
nauplio se nutre del vitelo y nada libremente en la columna de agua.

El agua de mar utilizada en la sala de eclosion pasa de un reservorio principal a dos
tanques de fibra de vidrio donde se ajusta su salinidad a 30,000 ppm. Luego el agua
pasa por dos filtros (de piolas y de carbén activado) para eliminar su contenido de
materia organica. Finalmente el agua pasa por una lampara de luz ultravioleta para
eliminar bacterias y luego llega a los tanques de eclosion.

Los procedimientos a seguir en la sala de eclosion son los siguientes:

1. Los huevos son depositados en los tanques de eclosion en una densidad de 60,000
huevos/L.

2. Latemperatura en la sala de eclosion se mantiene a 31 °C.

3. En el agua de cada tanque se hace un remolino durante 10 segundos a intervalos de
10 minutos. Durante el proceso de incubacion y eclosion se pierde del 5 al 10% de
los animales.

4. Durante el periodo de incubacién y eclosion que dura de (14-18 horas) se mantiene
el foco encendido sobre cada tanque.

5. A partir de las 10 horas de incubacion se colectan los nauplios que estan nadando
cerca del foco tomando en cuenta su fototropismo.

6. La captura de los nauplios se realiza con baldes de 15 litros. Los baldes tienen
ventanas de malla de 100 micras.

7. Los nauplios capturados son trasladados a la sala de resiembra donde son
almacenados para el conteo y despacho.

8. Una vez terminada la colecta de nauplios se abre las valvulas de drenaje de los
tanques de eclosiéon y se colecta todos los nauplios muertos y los huevos sin
eclosionar para llevar un registro.

Por su fototropismo se puede determinar que los nauplios que no se acercan a la luz
son nauplios débiles y estos son descartados. La limpieza y desinfeccidn de paredes,
piso, baldes y tanques de la sala de eclosion se realiza alternando el uso de yodo, cloro
y vitamina C.

3.11 RESIEMBRA

Existen dos salas de resiembra las cuales son alternadas uno ¢ dos dias para asegurar
su limpieza y desinfeccion. En esta sala se hace una segunda seleccion por
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fototropismo con el fin de asegurarse que soOlo el nauplio mas resistente sea
despachado a los clientes de TEXCUMAR S.A. En la resiembra se realiza el mismo
trabajo que en eclosion. Se espera en la resiembra una mortalidad de nauplios de 2%.

En esta sala los nauplios se guardan para el conteo y despacho. No son alimentados ya
gue estos consumen su saco Vvitelino para sobrevivir. Se colocan aireadores con piedras
difusoras en cada tanque para mantener los nauplios en constante movimiento.

Para la limpieza de la sala se debe seguir procedimiento:

Desocupar toda la sala

Aplicar agua con cloro (1 gr/ L de agua) en toda la sala (techo, paredes y piso).
Se cierra esta sala para que nadie entre durante este periodo.

Realizar un enjuague de la sala con agua potable.

Todo el equipo es lavado y expuesto al sol para evitar problemas con hongos.

arONE

3.12 DESPACHO

TEXCUMAR S.A. vende nauplios libres de virus IHHNV y NHP y seleccionados dos
veces por fototropismo como producto principal. Sus nauplios han sido producidos a
partir de adultos libres de los virus IHHNV y NHP y genéticamente distantes.

El despacho es el ultimo paso en la cadena de produccion de nauplios.Esta sala cuenta
con buen drenaje, tuberias para aireacion y tuberias de agua. Ademas debe mantener la
temperatura entre 29 a 30 °C. En la época mas fria del afio la sala cuenta con
calentadores a gas para elevar la temperatura. La sala de despacho cuenta con control
de temperatura con ld&mparas a gas, también se hace recambio de agua y cada tanque
cuenta con un sistema de aireacion.

Los materiales utilizados en el area de despacho son:

e Pipetas de 1 ml

» Baldes para despacho de 15 litros
e Tanque de oxigeno

o Ligas o0 hules

o Cajas de cartén

o Bolsas de polietileno

Para llevar un control de la cantidad de nauplios que se van a despachar, se sacan las
muestras directamente del balde lleno con 15 litros de agua de mar de la siguiente
manera:

1. Sacar la piedra difusora de aire y remover el agua con la mano para tener una
buena distribucién de los nauplios en el volumen muestreado

2. Llenar una pipeta de 1 cc. sumergiéndola en el agua

3. Tomar dos muestras por tanque al mismo tiempo
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Contar en un fondo negro, para observar mejor del nimero de nauplios de cada
muestra. Si el conteo varia 10% para el mismo balde se toma dos muestras
adicionales y se vuelve a contar

Encontrar el promedio de las dos muestras.

Multiplicar el promedio por 15,000 que es la cantidad de ml que existe en el balde
Tipicamente se manejan poblaciones de hasta 250,00 nauplios en cada balde de
15L

El empacado en las bolsas de plastico, las que luego son puestas en cajas de carton, es
muy importante para proveer proteccién mecanica durante el transporte, y evitar fugas
de agua y oxigeno. Otra ventaja de utilizar cajas de cartdn durante el transporte es
facilitar el maniobrar las bolsas y utilizar el espacio en los camiones eficientemente.
Se utilizan las cajas cuando el cliente tiene que recorrer largas distancias y horas con
los nauplios.

El proceso de empacado se realiza de la siguiente manera:

1.

2.

Se coloca dentro de una caja de cartdén dos bolsas de polietileno transparentes. Se
depositan en cada una de las bolsas 15 L de agua con los nauplios ya contados.
Cada bolsa es inflada con oxigeno puro y cerrada con un hule. La bolsa inflada y
sellada contiene aproximadamente 15 L de agua y 30 L de oxigeno puro.

La bolsa preparada de esta manera sirve para aproximadamente un viaje de 12
horas.

Las cajas son selladas con cinta de embalaje y trasladadas al camion esperando el
producto.

Durante el transporte tipicamente se espera 1 6 2% de mortalidad de los nauplios. El
precio de venta de nauplios es aproximadamente $ 0.13 por millar.



4 RECOMENDACIONES

Utilizar este documento de procedimientos técnicos para obtener mejores resultados en
el manejo de cada una de las areas del laboratorio de maduracion, estandarizar los
procedimientos que se deben hacer y los materiales que se necesitan para cada préctica
en cada una de las salas.

Evitar utilizar los mismos materiales que se utilizan en la sala de recepcién en las salas
de copulas para que no exista contaminacion cruzada si se llega a dar el caso.

Utilizar guantes quirargicos para realizar la ablacion y la toma de muestras para
andlisis en laboratorio.

Desarrollar medidas y procedimientos de bioseguridad y buenas practicas operativas y
de procedimientos para luego capacitar el personal de laboratorio.

Establecer registros de datos en puntos claves durante el proceso para controlar mejor
la cadena de produccion.
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