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DESCRIPCION
Procedimiento para el almacenamiento de nematodos enriquecidos.
CAMPO Y ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion estéa relacionada con la acuicultura y, mas en particular, con un procedimiento para el
almacenamiento "comun" de nematodos enriquecidos utilizados para la alimentacion de organismos de acuicultura
tales como larvas de peces y camarones.

[0002] Un obstaculo importante para el crecimiento con éxito de peces marinos con potencial comercial es la cria
en las fases de desarrollo tempranas o larvas. Durante este periodo, la mortalidad puede variar entre el 60 — 100 %
aproximadamente, con frecuencia debido a una nutricion insuficiente o mala. Por ejemplo, los criaderos dependen
de la provision de alimento vivo o zooplancton a las larvas, tales como rotiferos (Brachionus plicatilis u otras
especies de Brachianus) y Artemia (especie de Artemia). Este zooplancton no representa la dieta natural pero es
relativamente facil hacerlos crecer en grandes cantidades y son aceptados sin muchos problemas por las larvas. Por
otra parte, el cultivo de este zooplancton requiere una inversion considerable en infraestructuras (tanques, agua y
bombas de aire, tratamiento de aguas) asi como de energia y mano de obra. Ademas, el alimento vivo no se puede
almacenar o es deficiente en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga especificos (PUFA), tales como el acido
docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA) que son necesarios en la dieta para el crecimiento
rapido de las larvas que pueden presentar una tasa de crecimiento relativo (RGR) diario del 25 — 50 % (Koven, W.,
Tandler, A., Kissil, G.Wm., Sklan, D. 1992. The Importance of n-3 highly unsaturated fatty acids for growth in larval
Sparus aurata and their effect on survival, lipid composition and size distribution. Aquaculture 104; 91 — 104). Esto
también es cierto con el acido araquidénico (ArA) del que recientemente se ha reconocido que desempefia un papel
central en el incremento de la resistencia al estrés (Koven, W., Barr, Y., Lutzky, S., Ben-Atia. |., Weiss, R., Harel, M.,
Behrens, P., Tandler, A. 2001. The effect of arachidonic acid (20 : 4n-6) on growth, survival and resistance to
handling stress in gilthead seabream (Sparus aurata) larvae. Aquaculture 193, 107 — 122). En consecuencia, los
rotiferos y la Artemia se deben enriquecer con estos PUPA, alimentandolos con preparaciones comerciales de DHA
y EPA, antes de ofrecérselos a las larvas de los peces.

[0003] Los sistemas de cultivo de alimento vivo con frecuencia estan lastrados por un suministro inconsistente de
zooplancton que presenta un contenido nutricional variable y son susceptibles de crisis poblacionales repentinas.
Asi, por ejemplo, una interrupcion del suministro y/o una inconsistencia en la calidad alimentaria de la alimentacién
proporcionada a las larvas puede reducir gravemente su velocidad de crecimiento, incrementando el tiempo de
residencia en el criadero o dando como resultado la transferencia de larvas mas pequefias y menos robustas al
vivero, que produce un crecimiento y una supervivencia reducidos. Ademas, una mala alimentacion puede causar
estrés, lo que provoca una menor resistencia a enfermedades. En los ultimos afios, principalmente debido a la
sobrexplotacién, ha habido una rapida reduccion en la disponibilidad mundial de quistes de Artemia, lo que ha
producido una fluctuaciéon de precios y una menor calidad de los quistes, agravando los problemas a la hora de
proporcionar este plancton.

[0004] Una clara ventaja en la utilizacion de nematodos como alimento es que los nematodos se pueden
almacenar en estado durmiente-desecado, después de su enriquecimiento. Se pueden encapsular y reactivarse en
una fase posterior para alimentar a las larvas. Este " preparado comuan” proporciona un suministro de alimento fiable
y nutricionalmente consistente a las larvas que se puede proporcionar con una menor inversion que otras especies
de alimento vivo convencional.

[0005] Los acidos grasos esenciales para las larvas marinas tales como el acido docosahexaenoico (22 : 6n-3), el
acido eicosapentaenoico (20 : 5n-3) y el acido araquidonico (20 : 4n-6) se pueden suministrar a los nematodos
mediante diversas emulsiones oleosas. Estudios previos han demostrado que los nematodos filtran facilmente las
micelas de las emulsiones oleosas. Estudios recientes han demostrado que la utilizacion de liposomas para
alimentar a nematodos es un enfoque prometedor para ampliar el rango de aditivos alimentarios que se podrian
utilizar para su enriquecimiento. Los liposomas son vesiculas lipidicas pequefias (0,025 um — 1 um) que consisten
en un volumen acuoso rodeado por una membrana fosfolipidica bilamelar. Es relativamente sencillo incorporar
vitaminas, minerales, proteinas, y aminoacidos solubles en agua en el volumen acuoso y/o en los nutrientes solubles
en lipidos, tales como lipidos, vitaminas y pigmentos, a la membrana fosfolipidica del liposoma (Koven, W., Barr, Y.,
Hadas, E., Ben-Atia, I., Chen, Y., Weiss, R., Tandler, A. 1999. The potential of liposomes as a nutrient supplement in
first-feeding marine fish larvae. Aquaculture Nutrition 5, 251 — 256).

[0006] Un estudio reciente ha demostrado que los liposomas se podrian utilizar para enriquecer nauplios de
Artemia con el aminoacido libre metionina (Tonheim, S.K., Koven, B, Rinnestad, I. 2000. Enrichment of Artemia with
free methionine. Aquaculture 190, 223 — 235). Este zooplancton generalmente es deficiente en este aminoacido y su
enriguecimiento puede contribuir a una sintesis de proteinas mas eficiente. Este enfoque se ha expandido
recientemente para incluir el enriquecimiento de nematodos con este y otros aminoacidos libres asi como acidos
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grasos libres, que estimulan las hormonas digestivas en las larvas, tales como la colecistoquinina (CCK). La CCK es
un factor importante en la liberacién de enzimas pancreaticas que da como resultado una mejor digestion y
asimilacion de los nutrientes de la dieta. Ademas, los liposomas suministrados a nematodos que contienen
inmunoestimulantes, vacunas y otros agentes farmacéuticos pueden estimular la resistencia a las enfermedades y al
estrés en las larvas, lo que provoca una mejora en la calidad del pez en fase de larva y juvenil.

[0007] La patente de EE.UU. N° 5.183.950 de Popiel y col., ensefia un procedimiento para el almacenamiento
comercial y transporte de nematodos entomopatégenos (parasitos para los insectos). Se refiere a procedimientos
para desecar, envasar, almacenar, y transportar nematodos parasitos para insectos tanto en grandes como en
pequefias cantidades mientras se mantiene su viabilidad y patogenicidad contra los insectos. El procedimiento de
Popiel no menciona el enriquecimiento de los nematodos antes de su almacenamiento.

[0008] La patente de EE.UU. N° 5.042.427 de Bedding describe un procedimiento de almacenamiento y transporte
de nematodos enteropatdgenos utilizando arcilla para secar los nematodos, que se reactivan cuando se dispersan
en agua. El procedimiento de Bedding no menciona el enriquecimiento de los nematodos antes de su
almacenamiento.

[0009] Solomon y col., también ensefia la desecacién de nematodos (Solomon A., Papema |., Glazer I. 1999
Desiccation survival of the entomopathogenic nematode Steinemema feltiae: induction of anhydrobiosis Nematology
1 (1), 61 — 68) asi como Perry (Perry R. 1999 Desiccation survival of parasitic nematodes. Parasitology 119, S19 —
S30). Aqui nuevamente no se hace mencion al enriquecimiento de los nematodos antes de su desecacion.

[0010] La patente WWO N° 95/18527 de la Agricultural Genetics Company LTD ensefia el enriquecimiento de
nematodos con diversos aditivos tales como diferentes aceites y pigmentos para su utilizacion como alimento vivo
para larvas. Este procedimiento ilustra las ventajas de la alimentacion de las larvas con nematodos enriquecidos,
pero no se hace mencién al almacenamiento a largo plazo de los nematodos.

[0011] EI nematodo vivo y en libertad Caenorhabditis elegans (C. elegans) se ha utilizado como organismo
genético modelo y ha sido objeto de un extenso analisis molecular y genético (Jorgensen EM., y Mango SE. 2002
The art and design of genetic screens: Caenorhabditis elegans. Nature Reviews Genetics 3: 356 — 369; The C.
elegans Sequencing Consortium. 1998 Genome sequence of the nematode C. elegans: a platform for investigating
biology. Science 282: 2012 — 2018; Riddle D.L., Blumenthal, T., Meyer, BJ., y Priess, JR. C. elegant Il. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1997). Sin embargo no se hace ninguna mencion de enriquecimiento,
preservacion o almacenamiento de C. elegans para su uso comun en acuicultura.

[0012] Asi, existe una amplia necesidad reconocida, y que seria enormemente ventajosa en caso de satisfacer, de
un procedimiento para la preservacion y almacenamiento de nematodos que presenten un valor alimentario
incrementado desprovisto de las limitaciones anteriores.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0013] Segun un aspecto de la presente invencion se proporciona un procedimiento de acuicultura mejorado. El
procedimiento comprende las etapas de:

(a) enriguecimiento de nematodos vivos y en libertad con aditivos alimentarios de acuicultura;

(b) desecacién de dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos;

(c) almacenamiento de dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos y desecados;

(d) rehidratacion y reactivacion de dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos y desecados; y

(e) alimentacion con dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos, rehidratados y reactivados de
un organismo crecido en acuicultura, en donde la etapa de enriquecimiento est4d modificada por la
alimentacion de dichos nematodos con liposomas que contienen aditivos de enriquecimiento.

[0014] Segun otro aspecto de la presente invencién se proporciona un procedimiento de acuicultura mejorado. El
procedimiento comprende las etapas de:

(a) desecacion de nematodos vivos y en libertad;

(b) almacenamiento de dichos nematodos vivos y en libertad desecados;

(c) rehidratacion y reactivacion de dichos nematodos vivos y en libertad desecados;

(d) enriquecimiento de dichos nematodos vivos y en libertad rehidratados y reactivados con aditivos
alimentarios; y

(e) alimentacion con dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos rehidratados y reactivados de un
organismo crecido en acuicultura, en donde la etapa de enriquecimiento esta modificada por la
alimentacion de dichos nematodos con liposomas que contienen aditivos de enriquecimiento.
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[0015] En una forma de realizacion preferida de los procedimientos de acuicultura segun la invencion, la etapa de
enriquecimiento de los nematodos incluye la manipulacion genética del nematodo.

[0016] Segun caracteristicas adicionales en formas de realizacion preferidas de la invencidon descritas a
continuacion, el procedimiento comprende ademas la etapa de cultivo de nematodos.

[0017] Segun otras caracteristicas adicionales en las formas de realizacion preferidas descritas, los nematodos
vivos y en libertad pertenecen a la especie Panagrellus.

[0018] Segun otras caracteristicas adicionales en las formas de realizacion preferidas descritas, los nematodos
vivos y en libertad pertenecen a la especie Caenorhabditis elegans.

[0019] Segun otras caracteristicas adicionales en las formas de realizacién preferidas descritas, la etapa de
enriguecimiento de los nematodos incluye la proporcién de al menos un aditivo de enriquecimiento seleccionado del
grupo constituido por acidos grasos esenciales, vacunas, hormonas, inmunoestimulantes, atrayentes, nutrientes y
pigmentos.

[0020] Segun otras caracteristicas adicionales en las formas de realizacion preferidas descritas, la etapa de
desecacién de los nematodos se lleva a cabo induciendo un proceso seleccionado del grupo constituido por
anhidrobiosis y osmobiosis quiescentes.

[0021] Segun otras caracteristicas adicionales en las formas de realizacién preferidas descritas, la etapa de
enriguecimiento de los nematodos incluye la manipulacién genética del nematodo.

[0022] Segun otras caracteristicas adicionales en las formas de realizacion preferidas descritas, la etapa de
preservacion de los nematodos incluye una reduccion significativa del metabolismo de los nematodos bajando la
temperatura de los nematodos.

[0023] Entre las ventajas del preparado comun estan:

a) La capacidad de almacenar nematodos enriquecidos asegura un suministro de comida constante
para las larvas. Debido a la rapida tasa de crecimiento diario de las larvas (RGR del 25 — 50 %), la
interrupcion del suministro de comida, como resultado de un fallo del equipo, provoca crisis
poblacionales en cultivos de rotiferos y algas y menores tasas de eclosion en quistes de Artemia de
mala calidad, que se puede traducir en un crecimiento y una supervivencia de las larvas suboptimos.

b) Puesto que los lotes de nematodos enriquecidos se pueden someter a pruebas para el contenido de
nutrientes antes de su almacenamiento, se pueden garantizar unas cualidades nutricionales
consistentes antes de la alimentacion de las larvas.

¢) La capacidad para producir un producto para el almacenamiento, lo que significa que se pueden
generar reservas suficientes. Esto es una ventaja puesto que no seran necesarias inversiones
adicionales distintas en infraestructuras, mano de obra y energia en comparacién con cualquier otro
procedimiento de suministro de alimento tradicional.

d) La capacidad para almacenar nematodos enriquecidos es el fundamento de un producto comercial
gue pueda competir con los quistes de Artemia, que es un recurso lastrado por un suministro
decreciente, una calidad variable, contaminaciéon ocasional con pesticidas, fluctuacion de precios
elevados, y es un recurso no sostenible.

e) La composicion del cuerpo de la Artemia recién eclosionada puede reflejar solo los procesos
naturales del habitat en el que se encontraban los progenitores de Artemia. El desprendimiento de los
quistes, siendo un proceso natural, no proporciona ningin control sobre la calidad de los nauplios
eclosionados, en términos de composicién del cuerpo. Por otra parte, los nematodos, que estan
destinados a larvas del mismo tamafio, se pueden enriquecer antes de su encapsulacién para un
almacenamiento a largo plazo.

[0024] La presente invencion aborda con éxito las deficiencias de las configuraciones conocidas actualmente
proporcionando un procedimiento para la preservacion y almacenamiento de nematodos con un valor nutricional
incrementado para su posterior utilizacién segun sea necesario en la alimentacién de organismos de acuicultura.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0025] La invencion se describe en el presente documento, s6lo a modo de ejemplo, con referencia al dibujo
acompafiante. Ahora en referencia especifica y detallada al dibujo, se hace hincapié en que los aspectos
particulares mostrados son s6lo a modo de ejemplo y con el propdsito de una discusion ilustrativa de las formas de
realizacién preferidas de la presente invencion, y se presentan con el fin de proporcionar lo que se cree que es la
descripcién mas (til y facilmente comprensible de los principios y aspectos conceptuales de la invencién. En este
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aspecto, no se intenta mostrar detalles estructurales de la invencidon con mayor profundidad de la necesaria para una
comprensién fundamental de la invencién, puesto que al tomar la descripcién junto con el dibujo se hace evidente
para aquellos expertos en la materia cdmo se pueden poner en practica las diversas formas de la invencién.

[0026] En el dibujo:
La Figura 1 es un diagrama de flujo de un procedimiento de acuicultura mejorado.
DESCRIPCION DE LAS FORMAS DE REALIZACION PREFERIDAS

[0027] La presente invencidon se refiere a un procedimiento de acuicultura que se puede utilizar para la
alimentacion de larvas. Especificamente, la presente invencion se puede utilizar para preservar y almacenar
nematodos desecados enriquecidos de manera que se puedan utilizar como un preparado "comun”, rehidratarse y
reactivarse para su uso segun las necesidades. Este procedimiento omite la necesidad de alimentacion de
acuicultura viva tales como Artemia, rotiferos, copépodos, etc.

[0028] Los principios y fundamentos operativos del procedimiento de acuicultura, segun la presente invencién, se
pueden entender mejor con referencia al dibujo y las descripciones acompafiantes.

[0029] Antes de explicar en detalle al menos una forma de realizacion de la invencion, se debe entender que la
invencion no esta limitada en su aplicacion a los detalles de construccion y disposicion de los componentes
expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados en el dibujo. La invencion es apta para otras formas de realizacion
0 para la puesta en practica de diversas maneras. Ademas, se debe entender que la fraseologia y terminologia
empleadas en el presente documento tienen como propésito su descripcion, y no se debe contemplar como una
limitacion.

[0030] Para los propositos de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones acompafiantes, el término
"nematodo” se refiere a todos los tipos de nematodos. A pesar de que los procedimientos de la presente invencién
se pueden poner en practica con todos los nematodos, preferentemente se realiza con nematodos vivos y en libertad
(es decir, no parésitos), mas preferentemente con las especies Panagrellus y C. elegans.

[0031] Para los propésitos de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones acompafiantes, el término
"desecacion" se refiere a la extraccion del agua de un organismo mediante evaporacion, presion osmotica o
cualquier otro medio que sirva para este proposito.

[0032] Para los propésitos de esta memoria descriptiva y de los dibujos acompafiantes, el término "acuicultura” se
refiere a la cria y propagacion de cualquier organismo acuético.

[0033] Para los propésitos de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones acompafiantes, el término
"enriquecer" se refiere a sustancias suministradas a los nematodos a través de su dieta, medio u otra forma, para
incrementar el nivel de la sustancia en cuestion en el cuerpo del nematodo antes de alimentar con él al organismo
diana y que puede incluir, pero no esta restringido a, acidos grasos esenciales, vacunas, hormonas,
inmunoestimulantes, atrayentes, nutrientes o pigmentos.

[0034] Ahora en referencia al dibujo, la Figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra el procedimiento 10 para
preservar nematodos que tienen un valor alimentario incrementado. El procedimiento 10 incluye la etapa de cultivo
de nematodos 12. El cultivo de nematodos es conocido por aquellos expertos en materia de nematologia. A los
nematodos se les pueden administrar levaduras y bacterias que actlan como mediadores para proporcionar
alimento a los nematodos. Alternativa, o adicionalmente, los nematodos se pueden crecer a escala industrial con el
uso de fermentadores.

[0035] De acuerdo con el procedimiento 10 de la presente invencion, los nematodos se "enriquecen” con aditivos
alimentarios de acuicultura 14 justo antes, o alternativamente después, de su recogida. Los nematodos se
enriguecen con al menos un aditivo tal como acidos grasos esenciales, vacunas, hormonas, inmunoestimulantes,
atrayentes, nutrientes o pigmentos, que se afiaden a la alimentacién de los nematodos. Un mediador que se ha
utilizado con éxito para el suministro de aditivos a nematodos es mediante la introduccion de los aditivos en
liposomas, y a continuacion el suministro de los liposomas a los nematodos. A los nematodos se les puede
proporcionar acidos grasos esenciales para las larvas marinas tales como el acido docosahexaenoico (22 : 6n-3), el
acido eicosapentaenoico (20 : 5n-3) y el acido araquidénico (20 : 4n-6) mediante diversas emulsiones oleosas.
Ademas, a los nematodos se les pueden suministrar liposomas que contengan inmunoestimulantes y vacunas, lo
que puede mejorar la resistencia a enfermedades en las larvas que se alimentan de ellos. Por otra parte, los
nematodos se pueden alimentar con liposomas que contengan aminodcidos libres (FAA) y &cidos grasos libres
(FFA) especificos que estimulen las hormonas digestivas en las larvas, tales como la colecistoquinina (CCK). La
CCK es un factor importante en la liberacién de enzimas pancreéticas que da como resultado una mejor digestion y
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asimilacion de los nutrientes de la dieta. En los liposomas se pueden incorporar otros FAA para estimular el apetito o
mejorar la sintesis proteica de las larvas proporcionando una composicion de aminoacidos mas equilibrada.

[0036] En formas de realizacion preferidas alternativas, el enriquecimiento de los nematodos con aditivos
alimentarios de acuicultura (14) incluye una aproximacion diferente. En estas formas de realizacion preferidas, el
enriguecimiento se consigue mediante la manipulacién genética del genoma de los nematodos. Dicha aproximacion
se facilita mucho utilizando un nematodo, tal como el nematodo bien estudiado C. elegans. El genoma de C. elegans
ha sido completamente secuenciado (The C. elegans Sequencing Consortium. 1998 Genome sequence of the
nematode C. elegans: a platform for investigating biology. Science 282: 2012 — 2018). Utilizando técnicas de biologia
molecular habituales se pueden manipular diversos genes y secuencias génicas en C. elegans (incluyendo tanto
elementos reguladores como genes estructurales) para incrementar la expresion de diversos compuestos y
componentes nutrientes intrinsecos a la especie. Alternativamente, se pueden introducir nuevas secuencias
genéticas en el genoma del nematodo para enriquecer el contenido nutricional del nematodo o para producir otro
tipo de compuestos biofarmacéuticos incluyendo, pero no limitado a, aceites grasos esenciales, vacunas, hormonas,
factores de crecimiento, inmunoestimulantes, atrayentes, nutrientes o pigmentos.

[0037] La introduccibn de material genético puede requerir diversas técnicas para producir nematodos
transgénicos incluyendo, como ejemplos no limitantes, mutagénesis dirigida y manipulacion y movilizaciéon de
elementos que se pueden transponer conocidos (por ejemplo, Tcl) asi como diversas técnicas habituales para la
introduccion de genes en C. elegans incluyendo microinyeccién (Riddle D.L., Blumenthal, T., Meyer, BJ., y Priess,
JR. C. elegans Il. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1997).

[0038] Las lineas transgénicas de C. elegans se generan mediante la transformacion de C. elegans con ADN
exogeno mediante la microinyeccién de vectores que llevan secuencias de ADN a los ovarios sincitiales de
hermafroditas adultos. EI ADN inyectado forma agrupaciones en tdndem multimerizadas de ADN microinyectado
transportado como agrupaciones extracromosémicas semi-estables, o integrado en un cromosoma del hospedador,
formando una linea transgénica integrada estable. Con la inclusidon de marcadores genéticos apropiados en el ADN
inyectado, se puede identificar a los animales que transporten el transgen. A veces se puede producir la integracion
cromosomica del ADN introducido, 0 una agrupaciéon extracromosomica ya existente se puede integrar después de
la irradiaciéon de una linea transgénica. Véase Riddle D.L., Blumenthal, T., Meyer, BJ., y Priess, JR. C. elegans II.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1997; Hashmi, S., G. Hashmi & R. Gaugler. 1995. Genetic
transformation of an entomopathogenic nematode by microinjection. J. Inverter. Pathol. 66: 293 — 6; Methods in Cell
Biology Vol. 48 Caenorhabditis elegans - Modern Biological analysis of an organism, Eds. Epstein and Shakes,
Academic Press, 1995; Kwa MS., Veenstra, JG., Van Dijk, M., y Roos, MH. 1995 Beta-tubulin genes from the
parasitic nematode Haemonchus contortus modulate drug resistance in Caenorhabditis elegans. J Mol Biol 246 (4):
500 - 10.; Fire, A. 1986. Integrative transformation of Caenorhabditis elegans. EMBO J 5: 2673 — 2680, por ejemplo.

[0039] Después de alimentar a los nematodos con el aditivo de enriquecimiento, los nematodos enriquecidos estan
preparados para alimentar a las larvas de cria o se desecan 16 para una futura utilizacion "comin”. Anteriormente en
la introduccién se han descrito diversos procedimientos previos de desecacién y son conocidos por aquellos
expertos en materia de nematologia. Un procedimiento preferido de desecacion se lleva a cabo induciendo
anhidrobiosis u osmobiosis quiescentes. La anhidrobiosis/osmobiosis o deshidratacién de los nematodos es de
forma Optima una anhidrobiosis quiescente. La quiescencia es una respuesta reversible espontanea a condiciones
ambientales impredecibles y desfavorables y la salida de la quiescencia se produce cuando se vuelven a dar
condiciones favorables. A continuacion los nematodos desecados y enriquecidos se almacenan 18 y estan
disponibles en estado deshidratado para su utilizacién segin las necesidades en el futuro.

[0040] La desecacion (16) es una alternativa a otras técnicas para la preservacion de nematodos enriquecidos.

[0041] Por ejemplo, después del enriquecimiento, los nematodos enriquecidos se pueden preservar para una
futura utilizacion "comudn" reduciendo la temperatura de los nematodos enriquecidos para detener o reducir
significativamente el metabolismo de los nematodos enriquecidos. Antes de su utilizacion, los nematodos se pueden
restablecer y reactivar incrementando la temperatura de los nematodos preservados a una temperatura normal.

[0042] La Figura 1 ilustra adicionalmente un procedimiento de acuicultura 10 mejorado. El procedimiento incluye la
etapa de cultivo de nematodos 12. El cultivo de nematodos es conocido por las personas expertas en materia de
nematologia. A los nematodos se les pueden administrar levaduras y bacterias que actian como mediadores para
proporcionar alimento a los nematodos. Alternativa o adicionalmente, los nematodos se pueden hacer crecer a
escala industrial con el uso de fermentadores.

[0043] Segun el procedimiento 10 de la presente invencion, después de un periodo de tiempo, antes de la
recogida o alternativamente después de la recogida, los nematodos se enriquecen con aditivos alimentarios de
acuicultura 14. Una nueva forma de incorporar aditivos alimentarios a los nematodos es mediante la utilizacién de un
mediador. Un mediador que se ha utilizado con éxito para introducir aditivos alimentarios en los nematodos son los
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liposomas, que pueden contener aditivos alimentarios. Adicionalmente, para estos fines se pueden utilizar otros
mediadores.

[0044] Después de alimentar a los nematodos con el aditivo de enriquecimiento, los nematodos enriquecidos estan
preparados para alimentar a las larvas de cria o se desecan 16 para una futura utilizacion. Anteriormente en la
introduccién se han descrito diversos procedimientos previos de desecacién y son conocidos por aquellos expertos
en materia de nematologia. A continuacion los nematodos enriquecidos desecados se almacenan 18 y estan
disponibles en estado deshidratado su uso comuin en un momento posterior.

[0045] Antes de su utilizacion, los nematodos enriquecidos y desecados se rehidratan y se reactivan 20. Después
de la rehidratacion, los nematodos enriquecidos rehidratados se proporcionan como alimento a un organismo
crecido en acuicultura 22.

[0046] En una forma de realizacion alternativa de la presente invencion, los nematodos que han sido cultivados se
desecan y a continuacién se almacenan. Antes de su utilizacion, los nematodos desecados se rehidratan y se
reactivan y a continuacion los nematodos se enriquecen con aditivos de alimentacion y se proporcionan como
alimento a un organismo crecido en agricultura.

[0047] En formas de realizacion preferidas alternativas de la presente invencién, el enriquecimiento de los
nematodos con aditivos alimentarios de acuicultura (14) antes de la preservacién incluye la manipulacién genética
del genoma del nematodo, como se ha descrito anteriormente.

[0048] La preservacion de los nematodos enriquecidos puede incluir la disminucién de la temperatura de los
nematodos enriquecidos para detener o reducir significativamente el metabolismo de los nematodos enriquecidos.
Antes de su uso, los nematodos se pueden restablecer y reactivar incrementando la temperatura de los nematodos
preservados hasta una temperatura normal, y a continuacion se proporcionan como alimento a un organismo crecido
en acuicultura.

[0049] En general, la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados
en la presente invencidon incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y técnicas de ADN
recombinante. Dichas técnicas estan explicadas en profundidad en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular
Cloning: A laboratory Manual" Sambrook y col., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volimenes | — 1lI
Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel y col., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore,
Maryland (1989); Perbal, "A Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y
col., "Recombinant DNA", Scientific American Books, Nueva York; Birren y col. (eds.) "Genome Analysis: A
Laboratory Manual Series", Vols. 1 — 4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias
como las expuestas en las patentes de EE.UU. N° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell
Biology: A Laboratory Handbook", Volimenes | — 1lI Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells — A Manual of
Basic Technique" de Freshney, Wiley — Liss, N. Y. (1994), Third Edition; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed.
(1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation"
Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986); "Immobilized Cells
and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in
Enzymology" Vol. 1 — 317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications"”, Academic
Press, San Diego, CA (1990); Marshak y col., "Strategies for Protein Purification and Characterization — A Laboratory
Course Manual" CSHL Press (1996); Riddle D.L., Blumenthal, T., Meyer, BJ., y Priess, JR. C. elegans II. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1997; Hashmi, S., G. Hashmi & R. Gaugler. 1995. Genetic transformation of
an entomopathogenic nematode by microinjection. J. Invertebr. Pathol. 66:293 — 6; Methods in Cell Biology Vol. 48
Caenorhabditis elegans — Modern Biological analysis of an organism, Eds. Epstein and Shakes, Academic Press,
1995; Kwa MS., Veenstra, JG., Van Dijk, M., y Roos, MH. 1995 Beta-tubulin genes from the parasitic nematode
Haemonchus contortus modulate drug resistance in Caenorhabditis elegans. J Mol Biol 246(4): 500 — 10.; Fire, A.
1986. Integrative transformation of Caenorhabditis elegans. EMBO J 5:2673 — 2680; Jorgensen EM., y Mango SE.
2002 The art and design of genetic screens: Caenorhabditis elegans. Nature Reviews Genetics 3: 356 — 369; y The
C. elegans Sequencing Consortium. 1998 Genome sequence of the nematode C. elegans: a platform for
investigating biology. Science 282: 2012 — 2018.

[0050] A lo largo de este documento se proporcionan otras referencias generales. Los procedimientos de dichos
documentos se consideran muy conocidos en la materia y se proporcionan para comodidad del lector.

[0051] A pesar de que la invencion se ha descrito junto con sus formas de realizacién especificas, es evidente que
para aquellos expertos en materia de nematologia seran obvias muchas alternativas, modificaciones y variaciones.
Por consiguiente, se pretende englobar todas esas alternativas, modificaciones y variaciones que entran dentro del
alcance de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento de acuicultura mejorado, el procedimiento que comprende las etapas de:

(a) enriguecimiento de nematodos vivos y en libertad con aditivos alimentarios de acuicultura;

(b) desecacién de dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos;

(c) almacenamiento de dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos y desecados;

(d) rehidratacion y reactivacion de dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos y desecados; y

(e) alimentacién con dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos, rehidratados y reactivados de un
organismo crecido en acuicultura, en donde la etapa de enriquecimiento esta modificada por la alimentacion
de dichos nematodos con liposomas que contienen aditivos de enriquecimiento.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde dicha etapa de enriquecimiento de los nematodos

incluye la manipulacion genética del nematodo.

3.

4

Un procedimiento de acuicultura mejorado, el procedimiento que comprende las etapas de:

(a) desecacion de nematodos vivos y en libertad;

(b) almacenamiento de dichos nematodos vivos y en libertad desecados;

(c) rehidratacion y reactivacion de dichos nematodos vivos y en libertad desecados;

(d) enriguecimiento de dichos nematodos vivos y en libertad rehidratados y reactivados con aditivos
alimentarios; y

(e) alimentacion con dichos nematodos vivos y en libertad enriquecidos, rehidratados y reactivados de un
organismo crecido en acuicultura, en donde la etapa de enriquecimiento esta modificada por la alimentacion
de dichos nematodos con liposomas que contienen aditivos de enriquecimiento.

El procedimiento de la reivindicacién 3, en donde dicha etapa de enriquecimiento de los nematodos

incluye la manipulacién genética del nematodo.
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