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Resumen

La produccion masiva de nauplios de Litopenaeus setiferus no ha sido reportada hasta ahora. El
sindrome de degeneracion y el sindrome de melanizacion del tracto reproductive de los machos
han sido considerados como las principales razones, debido a la marcada reduccién de la calidad
espermatica que experimenta los machos en cautiverio. Diversas investigaciones ponen en
evidencia que ambos sindromes pueden ser relacionados al estrés de cautiverio y de manejo,
viéndose afectados ¢l sistema inmune y el estado fisioiogico de los camarones. En el presente
estudio se caracterizd a una poblacion de machos de /. setiferus recién capturados a partir de
evaluaciones fisiologicas (capacidad osmotica, concentracion de glucosa, lactato, proteinas,
colesterol, triacilglicéndos y calcio en la hemolinfa), evaluaciones del sistema inmune (actividad
de la fenoloxidasa, conteo y caracterizacién de los hemocitos) y evaluactones reproductivas
(calidad espermaética y contenido de glucégeno en los componentes del espermaroforo). Al
comparar la calidad espermatica y las evaluaciones del sistema inmune de los machos
provenientes de diferentes capturas no se observaron diferencias significativas (P > 0.05). Las
capturas se realizaron durante los meses del segundo pico anual reproductiveo de la especie
(septiembre a noviembre). El seguimiento de 24 horas de los componentes de ta hemolinfa de los
machos recién capturados revelé que la concentracién de lactato y de los triacilglicéridos fueron
significativamente mayores en las 0itimas horas del ciclo. La concentracion de glucosa de
machos provenientes de diferentes capturas no presentd diferencia significativa (P > 0.05), a
diferencia de la concentracion de proteinas, de colesterol y de calcio (P < 0.05).

Los machos de L. setiferus mantenidos en cautiverio por 10 dias, estuvieron expuestos a 33 °C
para aceleran las alteraciones frecuentemente observadas en los machos mantenidos en
cautiverio por mayor tiempo (aproximadamente 2 a 3 semanas). El efecto del cautiverio se
determind a partir de las mismas evaluaciones realizadas para caracterizar a la poblacion de
machos recién capturados. El peso de Jos organismos disminuy6 significativamente a lo largo de
la prueba a pesar de que el consumo de alimento se vio incrementado ( < 0.05). El seguimiento
diario de los componentes de la hemolinfa revelaron la participacion de mecanismos
compensatorios, la concentracién de glucosa, proteinas y triacilglicéridos en la hemotinfa fueron
restablecidos en unt 70 % para el dia 10 del experimento, mientras que los niveles de colesterol y
de caleio no lograron ser compensados, mostrando diferencias significativas a partir del dia 3
con el valor inicial . El conteo de hemocitos disminuyé significativamente ¢n €] dia 6 pero los
niveles también fueron compensados. En la actividad de fenoloxidasa se observé un patron de
comportamiento sin diferencia significativa durante el transcurso del experimento. La
concentracion de triacilglicéridos y de colesterol en los machos recién capturados y en los
mantenidos en cautiverio estuvo relacionada a la condicion reproductiva de los machos adultos
de L. setiferus, revelando su posible uso como indicador del estado reproductivo.

Los resultados revelan que en les organismos recién capturados y bajo condiciones de cautiverio,
las variaciones de los metabolitos son consistentes con las variaciones de 1a respuesta inmune y
con la calidad reproductiva de los machos de L. seriferus , lo cual refleja su posible utilizacion
como herramienta de diagnostico para detcrminar el estado fisiclogica de los camarones.



Introduccion

En la actualidad los recursos marinos juegan un papel importante en la economia y la politica
intemacional. Ademas de la explotacion natural se ha desarroliado una sofisticada tecnologia para
sostener la produccion acuicola. Especificamente el cultivo de camardn se ha planteado como una
alternativa a la disminucién de la pesca en altamar, adquiricndo cspecial relevancia en el sumintstro de

grandes cantidades del producto a un mercado mundial en crecimicento

México ocupa el segundo tugar en el cultivo del camardn en el continente Americano. No obstante, la
produccién de camaron en el pais aun no satisface la demanda nacional por lo cual la industria
camaronicola tiene un alto potencial de crecimicnto (W.S.F., 1998). Para poder incrementar la
produccién de camardn cultivado, es necesario resolver una serie de problemas asociados a la
reproduccién, a las enfermedades, a la obtencion de “semilla” o postlarvas de buena calidad y las

condiciones climdticas extremas.

El camaron blanco del Golfo de México Litopenurus setiferus (antes Penaeus setiferus) es una de las
especies de camarones importantes del Atlantico de América. Esta especie se distribuye desde el sur de

Nueva York hasta la Peninsula de Yucatan (Muncy, 1984},

La informacién bioldgico pesquera de los Gltimos afios y la experiencia generada por la industria del
cultivo de camarén a nivel mundial permite ver al camardn blanco L. setferus como una especie
potencial para el desarrollo de esta actividad en el Golfo de México. Estudios recientes han demostrado
que postlarvas de L. serferus crecen adecuadamente en sistemas de cultivo intensivo produciendo
rendimientos de entre 5 y 6 Ton/Ha/cosecha (Sandifer ef ul., 1993). Si bien estos cultives han llamado
la atencién con respecto al potencial acuicola de la especie, existen numerosas interrogantes referentes
a las distintas etapas de su sistema de produccion. Aunque L. sefiferus tiene un crecimiento mas lento
que /- vannamer, ¢ste es menos sensible a las enfermedades virales. Ademas, el cultivo de L. sefiferus
presenta una ventaja desde el punto de vista ecologico ya que siendo una especie nativa no representa
ningiin riesgo ambiental como en el caso de /. vannamei que es una especie nativa de ia costa oeste del

Océano Pacifico y por lo tanto introducida para el Golfe de México. Sin embargo, la falta de



laboratorios de produccién de postlarvas de /. setiferus impide ¢l desarrolio comercial de la

camargnicultura en el Golfo de México a parti de esta especie (Sandifer cf al., 1993).

Muchas de los laboratorios de produccion de postlarvas dependen de la obtencion de los reproductores
de las poblaciones naturales o de la captura de postiarvas del medio natural. Esto hmita los ciclos de
engorda de las granjas camaronicolas a mantcnerse sujetos a la dispombilidad de Jos recursos, ademas
de representar problemas econémicos y ambientales. Es asi, que ia expansion de la industna
camaronicola depende del adecuado conocimiento de los procesos de maduracion y de reproduccion
para lograr un adecuado abastecimiento de postlarvas, el cual debe de garantizar una tasa de produccion

de nauplios que satisfaga la demanda creada.

Los esfuerzos para inducir la maduracién gonadal en peneidos se ha centrado principalmente en las
hembras, Ja cual en muchas de las especies se logra por medio de la ablacién del tallo ocular Este
procedimiento se basa en eliminar {a hormona inhibidora de la gonada, generando un incremento en la
frecuencia de desoves (Primavera, 1985; Bray y Lawrence, 1992). Con respecto a los machos, sc ha
observado que su calidad reproductiva se ve drasticamente disminuida despugs de ser mantenidos por
unas semanas en cautiverio. A L. setiferus s¢ le considera como una especie particularmente susceptible

al deterioro de la calidad reproductiva en condiciones de cautiverio (Leung-Tryjillo y Lawrence, 1991).

Aunque desde hace mas de 50 afios se cuenta con la descripcion de la biologia reproductiva de L. setiferus
(King, 1948), los mecanismos relacionados con su maduracion y los procesos reproductives han sido
investigados muy recientemente. La anatomia del sistema reproductivo de los machos, se compone de dos
estructuras pareadas; testiculo y vaso deferente (Anexo 1), este ultimo esta dividido en cuatro regiones:
seccién proximal, porcién media, porcion distal y una region muscular altamente dilatada llamada ampula
terminal en el cual se termina de formar el espermatéforo (Anexo 2). E! télico de la hembra en el caso de
1. setiferus es abierto, por lo cual la fertilizacion de los huevos se encuentra estrechamente relacionada con
la adecuada transferencia y adherencia del espermatéforo, ya que los espermatozoides son transportados y
protegidos por esta estructura. El espermatéforo es expulsado del ampula terminal a través del gonoporo.
Durante ef proceso de expulsién ambas mitades s¢ ensamblan fuera del cuerpo formando un espermatdéforo
completo, con estructuras que le facilitan el anclaje sobre la superficie del télico de la hembra {King, 1948
Ro et al., 1990; Chow et of., 1991; Krol ef ul., 1992).



l.a maduracién gonadica de los peneidos es inducida por factores endocninos, nutricionales y
ambientales En ¢l caso de 1os machos, fa unidad endécrina encargada del desarrollo y mantenimtento
de Jas caracleristicas sexuales masculinas y de Ja actividad espermatogénica, es la glandula androgeénica
{Alfaro, 1994) La maduracion de los machos incluye dos aspectos, el funcional o la capacidad de
copular con los organos sexuales secundanios completos y ¢l aspecto fisiologico, o la capacidad del
esperma de fertilizar los huevos Los machos estan funcionalmente maduros cuando las estructuras
accesorias en ¢ primer par de pleopodos se juntan para formar el petasma. En los machos de /.
setiferus los endopoditos del segundo par de pledpodos, tienen una ligera modificacion, el apice
masculino, la cual también podria ayudar en la manipulacién del espermatoforo durante la transferencia

al télico de la hembra (King, 1948).

Ft espermatozoide esta compuesto de tres partes: la cabeza o cuerpo esferoidal, la pieza media y la cola
o “spike”. En el caso de los decapodos natatia el espermatozoide es uniestelar y la reaccidn del
acrosoma en la interaccion espermatozoide-huevo es bifasica (Clark er al., 1981), para Litopenaeus
oceidentalts los espermatozoides experimentan la union primaria con la envoltura vitelina del huevo,
pero no se activa la reaccion acrosomal, por esta razon se considera que existen diferencias aun no
comprendidas entre los mecanismos de fertilizacion de los camarones de télico abierto y cerrado

(Alfaro, 1993).

La trasferencia del espermatéforo es el paso final de una serie de eventos que comprenden el
comportamiento de copula en los decapodos, la cual es afectada por factores ambientales, como la
temperatura, la salinidad, la profundidad de la columna de agua, la intensidad y el fotoperiodo. Asi
como por factores bioldgicos tales como la densidad, la razon de sexos en los tanques de las unidades
de maduracion y la viabilidad de los reproductores (Adiyodi, 1985; Yano et i, 1988, Perez y Ramos,
1992).

Desde el primer reporte sobre la maduracién y desove exitoso de L. setiferus bajo condiciones de
laboratorio se registro la dificultad de los machos para transferir el espermatéforo, la cual fue relacionada
con una infeccion bacteriana (Brown ¢f al., 1979). Muchos estudtos se han realizado con el fin de dilucidar
las posibles causas del deterioro de la cahidad reproductiva de los camarones machos. Este fenémeno fue
definido como “sindrome degenerativo del aparato reproductivo de los machos™ (SDARM), y se
caracteriza por una progresiva disminucion del nimero de células espermaticas y un aumento en el
porcentaje de células anormales y muertas (Chamberlain er a/., 1983). Este sindrome y ¢l de melanizacion
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{oscurecimiento) del sistema reproductivo de los machos (SMAR) fueron asociados a una misma
enfermedad (Bray ef o, 1985; Talbot er of, 1989). Ahora se considera que la melanizacion v la
degeneracion del espermatoforo son dos procesos diferentes (Alfaro, 1990). La melamzacién u
oscurecimiento del aparato genital se debe a la produccién de melanina generada por uno de los
mecanismos de defensa mas importante de los camarones, el sistema profenoloxidasa, el cual es activado
por una infeccion bacteriana (Ashida y Stderhall, 1984; Talbot ef al., 1989, Alfaro, 1993). El sindrome de
degeneracion ha sido correlacionado con problemas de naturateza endécrina asociados con el estrés del

cautiverio ( Alfaro, 1990).

En ambos sindromes se ha observado una dramética disminucion de la calidad espermética y por lo tanto
el potencial reproductivo de los organismos es afectando sensiblemente. Debido a la falta de
conocimientos sobre la fisiologia reproductiva de los camarones machos, existen numerosas interrogantes
acerca de cual o cuales de los mecanismos fisiologicos involucrados en Ja reproduccién pudieran alterarse
como consecuencias del estrés generado por las condiciones de cautiverio, afectando asi la calidad

espermatica.

A la fecha no existe literatura en la cual se reporten desoves masivos obtenidos mediante copula natural en
1. setiferus (Weidner er al., 1992). Esto ha obligado a algunos productores al uso de la inseminacién
artificial como una forma continua de obtener nauplios, aon cuando, en la mayoria de los casos, los
machos estimulados para la obtencién de la masa espermatica deban ser eliminados debido al marcado
deterioro de los espermatoforos después de la electroestimulacion (Rosas ef al., 1993, Pascual ef al.,
1998). Aunque el tiempo de degeneracién de los espermatéforos de los machos es muy corto
(aproximadamente de 2 a 3 semanas), los centros de desove que operan mayormente con nseminacion
artificial se ven obligados & un recambio continuo de machos con el consecuente aumento en los costos de
operacion. En éste sentido, conocer parte de los procesos fisiologicos involucrados en los procesos de

maduractén en machos, podrian significar benefictos a los laboratorios de produccion.

Aunque en general se recomiendan temperaturas entre 28 y 29 °C para los sistemas de maduracion de fos
camarones peneidos (Zein-Eldin, 1986, Pratoomchat er al., 1993; Robertson er al., 1993). Se ha
demostrado que temperaturas menores a éstas retardan Ja degeneracién de los espermatéforos de /.
setiferus (Bray et al., 1985). En los machos adultos de L. sefiferus mantenidos a 30 °C por 30 dias se
observaron sintomas intermedios y avanzados de melanizacion, la observacion de estructuras melanizadas
en etapas avanzadas mostrd que el proceso de oscurecimiento se confina a la superficie del tejido en el
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ampula terminal y en los l6bulos de los testiculos (Pascual ef al., 1998). Estas observaciones concuerdan
con Chamberlain er af. (1983); Alfaro (1990), Alfaro (1993), en donde se ha demostrado que la infeccion
por bacterias oportunistas (Fibrio algrolytius, Pseudomonus putrefacicns y una especie no identificada)

esta asociada con la presencia del sindrome de melanizacion.

Los resultados de las investigaciones anteriores revelan que existe una relacion entre la melanizacion, la
degeneracion y la temperatura. Puesto que la respuesta inmune de los camarones esta unplicada con el
SMAR, es posible asumir que temperaturas mayores de 27 °C afectan los mecanismos de defensa, tal ves
alterando los procesos involucrados en la produccion de células fagociticas (Fontaine y Lightner, 1974}, de
otros factores antibacteriales tales como aglutininas no-especificas (Lewis y Lawrence, 1983), y/o
alterando 1a regulacion del sistema de la profenoloxidasa (proFO) (Le Moullac et al., 1997), generando a

su vez una mayor susceptibilidad a la invasion de patdgenos oportunistas.

El establecimiento de una enfermedad no solo se debe Unicamente a la presencia o al incremento de los
patbgenos, sino que también depende de la condicion fisiolégica de los animales. La medificacion de
los pardmetros ambientales como temperatura y salinidad, pueden incrementar la susceptibilidad de ios
animales hacia algunas infecciones (Vargas-Albores et af., 1998). Para liegar a un diagndstico oportuno
y preciso, se requiere conocer los componentes de! sistema inmune de la especie en cuestidn y la

influencia de los parametros ambientales sobre los mecanismos de defensa.

Como parte del sistema inmune de los crusticeos se han descritos varios factores: (a) proteinas séricas
como las aglutininas (Vargas-Albores ef af., 1992) (b) procesos celulares ejecutados por los hemocitos,
como fagocitosis, adhesion y encapsulacién (Soderhall, 1982; Soderhall er al., 1990; Vargas-Albores,
1995), {¢) sistemas multiméricos como la coagulacion y el sistema profenoloxidasa (proFO) (Soderhall,
1992 Guzman-Murillo er af., 1993, Vargas-Albores ef al., 1997).

El sistema proFO es una compleja cascada enzimética que se encuentra en el mterior de los granulos de
los hemocitos y puede ser liberado por estimulacion con beta-glucanos o lipopolisacaridos (PLS) de
hongos y bacterias. Una vez liberado el contenido granular, la proFO es activada por una preteinasa en
fenoloxidasa (FO), la cual es responsable de la oxidacién de fenoles a quinonas, y se convierten en
melanina (Ashida y Sederhail, 1984). El sistema proFO al activarse genera algunos factores que

estimulan a fos hemocitos a eliminar ¢! material extrafio (Séderhall ef al., 1984; Soderhall ef ul., 1988).



Aun cuando no se tiene clandad en cuanto a lo que potencializa ambos fenomenos, diferentes autores han
podido constatar que el estrés producido por la eyaculacién artificial, una técnica empleada pana la
inseminacién artificial, ha sido asociada con la degeneracion de los espermatdforos {Chamberlain ef uf.,
1983, Sandifer ef af., 1984, Hams y Sandifer, 1986; Dougherty y Dougherty, 1989; Leung-Trwillo y
Lawrence, 1991). El sindrome de degencracion ha sido asociado a una desaparicion parcial o total de las
secreciones plandulares en el ampula y éstas secreciones a su vez se consideran responsables del
mantenimiento de la matriz que mantiene vivos a los espermatozotdes (Talbot ef al., 1989), por lo cual se
podria especular que estas glandulas son particularmente sensible a temperaturas mayores de 27 °C. El
sindrome de degeneracién ha sido retrasado utihzando temperaturas menores dc 27 °C por lo que
temperaturas entre 25-26 °C se han recomendado para mantener machos sanos en los centros de desove de

camarén, por lo menos durante 30 dias (Bray ef al., 1985).

En organismos poiquilotermos como los camarones, los eventos fisiolégicos y bioquimicos estin regidos
por los cambios de la temperatura. La actividad del sistema inmune, la capacidad de responder
adecuadamente al ambiente circundante y la capacidad regenerativa de los tejidos son afectados por 1a
temperatura. La regeneracién del espermatéforo a 33 °C se desarrolla en menor tiempo que a temperaturas
menores (144 h), sin embargo el total de célutas viables disminuye casi 10 veces con respecto al obtenido
en los animales recién capturados, por lo cual 33 °C se considera como una temperatura extrema que
afecta sensiblemente a calidad espermatica de los camarones en cautiverio (Bray er al., 1985, Pascual ¢
al., 1998). En un estudio reciente Vargas-Albores et al. (1998) demostraron que tanto la temperatura como
la salinidad afectaron el sistena inmune del camarén Farfantepenaeus (Penaeus) californiensis. Estos
autores reportaron que a temperaturas de 32 °C la actividad de la proFO se deprime, lo cua! coincidié con
un aumento de la concentracién de las proteinas del plasma. Estos resultados demuestran que el sistema

inmune, al igual que la fisiologia general de los organismos esta controlada por la temperatura.

El conocimiento de la bioquimica fisiolégica es necesario para tratar de proporcionar diagnosticos
oportunos, por elio es necesario evaluar los niveles de algunos de los componentes de la hemolinfa para
determinar si pueden ser utilizados como posibles indicadores del estado fisioldgico, €l cual a su vez
pudiera ser utilizado para determinar la susceptibilidad de los organismos ante las condiciones de

cultivo, alguna enfermedad o su estado nutricional (Vargas-Albores ef af., 1991; Bachere ef al., 1995).

Las vanaciones de la presion osmoética, y la concentracién en la hemotinfa de la glucosa, los triglicéndos,
las proteinas, del lactato y el colesterol han sido utilizados con et fin de establecer el estado fisiolégico de
6



camarones en cultivo y en relacion con la talla, ¢l estadio de muda y las condiciones de cultivo (Lignot er
al., 1999), del oxigeno disuelto {Charmantier et of., 1994), de la calidad de los reproductores (Palacios ¢t
of., 1998; Racotta y Palacios, 1998; Palacios ¢f al., 1999) y de la alimentacion (Rosas ¢f al., 1995a), entre
otros En cstos estudios se ha puesto en evidencia que la integracién de diversos componentes de la
hemolinfa y los metabolitos resultantes de la actividad fisiolégica pueden ser utilizados como ndicadores
del estado fisiologico de los organismos. St estes indicadores son evaluados paratelamente a la actividad
de la proFO v a los niveles de los hemocitos, se pucde tener una vision integral de los mecanismos
fisiologicos que son alterados, incluyendo algunos de los involucrados en los sistemas de defensa (Le
Moullac et al., 1997). Esto es particularmente importante si se considera que los machos adultos de
diversas especies de camar6n del género Litopenaeus, son particularmente sensibles a las alteraciones

producidas por el cautiverio con la consecuente pérdida de su capacidad reproductiva.

La observacion de que los reproductores en los sistemas de cultivo frecuentemente estaban expuestos a
mayores temperaturas que en la naturaleza, marcé el preambulo de algunas investigaciones acerca del
efecto de la temperatura sobre la calidad reproductiva. Desde 1985 Bray ef al. (1985), reportaron que en
los machos de I. sefiferus mantenidos a 27 °C por 30 dias el sindrome de degeneracién y el de
melanizacién son detenidos. En los machos adultos de ¢ésta misma especie Pascual er al. (1998)
investigaron el efecto de la temperatura sobre Ia degeneracion (26 °C y 30 °C) y la regeneracion del
espermatéforo (25 °C, 30 °C y 33 °C). Los resultados revelaron que después 30 dias, los camarones
mantenidos en la menor temperatura (27 °C) no presentan degeneracién, a diferencia de aguetlos que
estuvieron en 31 °C y 33 °C, en los cuales estuvo presente tanto el sindrome de depeneracién como el
de melanizacion, siendo de mayor magnitud en la mayor temperatura. En base a estos resaltados se
disefio la presente investigacion en la cual utilizamos la temperatura de 33 °C como mecanismo
activador de las alteraciones frecuentemente observadas en los machos de /. setiferus mantenidos en
cautiverio por mayor tiempo (dos a tres semanas) a temperaturas menores de 30 °C, y asi poder evaluar

variables metabélicas e inmunes en relacion al deterioro de la calidad reproductiva.

Como ya se menciond, /. sefiferus es una especie con amplio potencial para el cultivo. Es una alternativa
viable para el desarrollo de la camaronicultura en €l Golfo de México. No obstante, es necesario shondar
en los aspectos relacionados con la produccién masiva de nauplios, lo cual parece ser una limitante
productiva importante. Por esta razon s necesario profundizar en el conocimiento de los mecanismos

involucrados en la pérdida de la calidad reproductiva de los machos a través de la evaluacion de los



diversos aspectos fisiologicos ¢ inmunologicos involucrados En este scntido el presente estudio ha sido

disefiado con la siguiente hipdtesis y objetivos.

Hipétesis

Como organismos poiquilotermos, ¢l metabolismo general de los camarones esta pobernado por la
temperatura. Una temperatura muy alta (33 °C) puede fungir como factor activador de mecanismos de
compensacion asociados al cautiverio en menor tiempo. La demanda de energia y/o las alteraciones
fisiologicas generadas por los mecanismos compensatorios se puede marifestar en cambios a mivel de los

sustratos energéticos, del sistema inmune y de la catidad reproductiva.

Objetivo General

Conocer las alteraciones sobre la respuesta fisiologica, 1a respuesta inmune y la calidad reproductiva que
experimentan los machos adultos de Luopenaeus (Penaeus) setiferus mantenidos en cautiverio por 10 dias

a 33 °C, utilizando como marco de referencia los datos obtenidos de una poblacién de machos recién

capturados.

Objetivos Particulares

1. Establecer los niveles de colesterol, glucosa, proteinas, calcio, lactato, triacilglicéridos en la hemolinfa
y capacidad osmética, asi como la actividad de fenoloxsdasa, el estado del proceso de melanizacion, y
las variacioncs en el conteo y la caracterizacién de los hemocitos en una poblacién de maches de /.
setiferus recién capturados.

2. Conocer el efecto del tiempo de cautiverio (10 dias) sobre los niveles de colesterol, glucosa, proteinas,
calcio, lactato, triacilglicéridos en la hemolinfa y capacidad osmotica, y su refacion con la calidad
reproductiva de los machos adultos de L. setiferus expuestos a 33 °C.

3. Conocer el efecto del tiempo de cautiverio (10 dias) sobre la actividad de fenoloxidasa, el seguimiento
del proceso de melanizacion y las variaciones de los hemocitos totales (HT), células granulares (CQ),
células semigranulares (CSG) y células hiatinas (CH), y su relacién con la respucsta fisiolégica y la

calidad espermatica de los machos adultos de /. setiferus expuestos a 33 °C.



Muterial y métedos

QOrigen de los organismos

L.os camarones fueron capturados durante 1os meses de septiembre a noviembre. de 1998, en la zona
costera adyacente a la Laguna de Términos, situada en ¢l litoral del suroeste del Golfo de México a
91°51" de longitud W y 18°27 de latitud N en el Estado de Campeche (Ponce y Botelio, 1991). Debido
a las caracteristicas de la zona, las capturas se realizaron a una profundidad maxima de 5 brazas con
una red de filamento con apertura de malla de 2.5 puigadas. Con el fin de abatir el estrés generado por
la captura y el transporte, los organismos fueron conducidos al laboratorio en bolsas de polietileno con

agua del medio en ambiente saturado de oxigeno y a baja temperatura (25 °C).

1. Linea Base

La “Linea Base” fue defimda a partir de un total de 90 camarones procedentes de 3 capturas, los cuales
no fueron alimentados con el proposito de eliminar la alteracién del metabolismo asociada al proceso

de digestion y asimilacion del alimento (Accion Dinamica Especifica) (Prosser, 1950).

Una vez en ¢l laboratorio se utilizaron como criterios de seleccion el tamafio y la apariencia
morfologica saludable de los camarones para elegir a 30 machos adultos de cada captura, los cuales
fueron transfenidos a 2 tanques circulares de color negro (1.58 m de diametro por 0.38 m de altura) con
capacidad de 500 L. Los tanques contaban con aircacién constante y sistema de flujo cerrado con agua
de mar pasada por filtros de arena y de cartucho de 20. La calidad del agua se mantuvo por medio de
un filtro biologico adaptado a cada tanque. El area experimental fue ajustada con un gradiente de
Jluminacién con fotoperiodo de 14 h de luz por 10 h de oscuridad. Se registraron los pardmetros
fisicoquimicos {temperatura, saltmidad, pH, oxigeno disuefto, amonio y nitritos) cada 12 horas durante

el transcurso de la prueba (42 h)



Las evaluaciones utilizadas para caracterizar a una poblacion de machos de /. seliferus recientemente

capturados se ven resumidas en la Tabla A.

Tabla A. Diseflo experimental de los machos adultos de /.. sexferus recién capturados.

Disefto Respuestas

Completamente aleatorizado Inmunologica

Fechas de captura’

- 8deQctubre
- 19 de Octubre
=~ 8 de Noviembre

Duracion de cada bioensayo

42h Bioquimico- fisiclogica

Horario de muestreo durante

Fvaluaciones
Actividad de fenoloxtdasa
Conteo de
Hemocitos lotales
Células granularcs
Celulas semigranulares
Citulas hialinas
Seguimiento del procese de melanizacton
del aparato reproductor
Estado de muda
Presidn osmobtica

Nrveles en 1a hemohinfa de

Colesterol
los seguimientos de 24 h Proteinas
- 900 Glucosa
- 1300 Triacilghcéridos
- 1700 Lactato
- 2100 Reproductiva Peso del espermatoforo
- 100 Produccion y caracterizacidn
- 500 de espermatozoides

Concentracidn de glucogeno en
los componentes de espermatoforo

Con el proposito de otorgar a los camarones un tiempo minimo de recuperacion para abatir el estrés
producido por la captura, los organismos permanecieron sin manipulacioén por un lapso de 18 h. Una
vez transcurrido este tiempo y con el proposito de observar fa dindmica de los componentes de la
hemolinfa en un ciclo de 24 h, fueron elegidos al azar cinco machos cada cuatro horas {0900, 1300,
1700, 2100, 0100 y 0500 h) y colocados en un bafio frio (20 °C) para disminuir su metabolismo durante
el traslado del tangue al laboratorio, en donde se realizaron las evaluaciones de los parametros
bioquimicos, inmunolégicos y de calidad reproductiva. La permanencia en el bafio frio no fue mayor a

30 minutos.
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Evaluaciones inmunoldgicas, bioguimico fisioldgicas y reproductivas

Obtencién de hemolinfa

La hemolinfa se extrajo pof puncién en el scno ventro lateral del abdomen, con una jenmga
hipoedérmica de 3 mL con aguja de 21G x 32 mm. La jeringa fue incubada previamente con solucion
fria (8 °C) de citrato de sodio (12.5%) (Martin e/ al., 1991). Inmediatamente después de ser extraida, la

hemolinfa se puso sobre parafilm colocado sobre un recipiente con hiele para mantener fria la muestra.

1. Evaluaciones inmunologica

El material de plastico y cristaleria empleado durante las mediciones fue lavado con ETOXA-CLEAN
{Sigma) para evitar la activacion espontinea del sistemna profenoloxidasa por endotoxinas. Por esto
rmisma razoén las soluciones s¢ prepararon usando agua libre de pirogenos y filtradas en un “*Acrodisco™
de 0.2 pm.

Obtenci6n del contenido granular de hemaocitos

Durante éste paso por cada volumen de hemolinfa se utilizaron dos volumenes de solucién 1sotonica
fria para camaron (8 °C) (SIC-EDTA): 450 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA Na2, 10 mM
HEPES, pH 7.3, 850 mOsm/Kg (Vargas-Albores et al., 1593). La muestra se centrifugd a 2500 rpm por
3 min. Se separd ¢} plasma y el paquete celular fue resuspendido en amortiguador de cacodilatos
previamente enfriado (8 °C) (100 mM cacodilatos, 10 mM CaCi2, pH 7.0) y se centrifugé a 10000 rpm
por 2 min. El sobrenadante, denominado sobrenadante del contenido granular (CG), se utihzé como

fuente de actividad de fenoloxidasa (Hemandez-Lépez ef al., 1996).
Determinacién de ia actividad de fenoloxidasa total (proFO+FO) y fenoloxidasa (FO)

La actividad de fenoloxidasa (FO) fue determinada midiendo espectroscopicamente la oxidacion dela
I-hydroxi fenil alanina (L-DOPA), de acuerdo a Leonard et of. {1985). Sin embargo, se hizo una
modificacién reportada por Hernandez-Lopez ef al. (1996) que consiste en la utilizacion de microplacas
para la determinacién en muestras de pequefto volumen. Para la evaluacion de fenoloxidasa total es
necesario asegurar la conversién de ta profenoloxidase (proFO) a su forma activa, fenoloxiodasa (FO),
para lo cual, se tncubaron 50 pl. de contenido granular de hemocitos con 50 plL de tripsina tipo IX de
pancreas de bovino (0.1 mg/mL) durante 3 min a 25 * 2 °C. Posteriormente, 50 pL. de L-DOPA (3
mg/mL en amortiguador de cacodilatos) fueron suministrados a la reaccion y se incubd durante 10 min
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{Hernandez-Lopez ef uf., 1996). Se registro la absorbancia de la reaccién a 490 nm en un lector de
microplacas {BIO-RAD Modelo 550). Para determinar la actividad de fencloxidasa en plasma (FO) fue

omitida la incubacién pnmaria con tripsina y se prosiguié de igual manera a la descrita anteriormente.
Conteo de hemocitos

Se mezclaron 150 pL de hemolinfa con un volumen igual de solucién Alsever (113 mM glucosa, 272
mM citrato de sodio, 2.8 mM écido citrico, 71.9 mM NaCl) y formol al 10% (v/v) (Le Moullac e/ al.,
1997) La muestra se guardé en refrigeracién hasta su anélisis, para lo cual se utilizé un microscopio
optico (Micromaster, Fisher Scientific). Con el propésito de comparar los métodos para ¢l conteo total
de hemocitos, se emplearon dos tipos de hematocitémetros: cimara de Malassez con volumen de 0.0]
mm’ y de Neubauer con volumen de 0.1 mm’. El conteo total de hemoacitos se realizd manual y
automaticamente mediante un analizador de iméagenes acoplado al microscopio. Los detalles del
analisis comparativo entre los métodos se presenta en el Anexo 3. Los hemocitos totales (HT)
reportados en ¢l texto fueron obtenidos a partir del analizador de imagenes. La caracterizacién de los
hemocitos se realizé en la camara de Malassez de acuerdo a Le Moullac ef al. (1997), en base al
tamafio, la forma y el contenido granular y se clasificaron como células granulares (CG),

semigranulares {CSG) y hialinas (CH).
Seguimiento del proceso de melanizacién,

Ei estado de melanizacién del sistema reproductor se clasificé de acuerdo a Chamberlain ef af. (1983),
en base a la coloracién externa det aparato reproductor; 1) Camarones sanos con dmpulas blancas. 2)
Inicio de la infecciéon observandose color café claro en algunos puntos del dmpula. 3) Infeccion
avanzada en el ampula terminal donde se ha desarrollado un color café y oscurecimiento gradual de los
bordes hacia el centro a tejido totalmente oscuro y 4) Infeccion extrema caracterizada por la

melanizacién del tracto reproductor completo incluyendo los testis.

2. Evaluaciones bioguimico fisioldgicas

Las concentraciones de los metabolitos en la hemolinfa se determinaron a partir de volumenes
pequefios de muestra y utilizando el lector de microplacas (BIO-RAD Modelo 550) de acuerdo a
Hernandez-Lopez y Vargas-Albores (1996).
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Estadic de muda

Se determing el estadio de muda de los camarones mediante el estado de setogénesis observada en los

uropodos (Chan of f., 1988), y se clasificé como. postmuda (B), intermuda (C) y premuda (D).
Determinacion de ia presién osmética.

La presion osmética se obtuvo a partir de 20 pL de hemolinfa, la cual fue analizada en un micro-
osmoémetro (Osmete, 20 plus) La capacidad osmética (CO-Hipo) fue caleulada a partit de la diferencia

entre la presion osmética de la hemolinfa y la del agua del medio, de acuerdo a Lignot ef al. (1999},
Determinacién de glucosa

Se colocaron 10 uL de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 pL. de solucidn reactiva provista
por el kit comercial Merck GOD-PAD, Cat. 740393 (PBS 0.1 M L", pH 7.5; 4-aminofenazona 0.25
mM L; fenol 0.75 mM L glucosa oxidasa »7.5 kU L™ y peroxidasa >1.5 kU L"'). Posteriormente
fueron incubadas a 25 + 2 °® C durante 30 min y se registré la absorbancia a 490 nm. La concentracién
de glucosa {mg/mL) se calcul® con una curva patrén utilizando el estdndar comercial obtenido con ¢l
kit.

Determinacién de proteinas totales

Se utilizd una prueba comercial para microdeterminaciones basada en la técnica de Bradferd (1976). Se
colocaron 50 uL de plasma diluido (1:500 con agua destilada) en una microplaca y se afiadieron 200
uL de solucion reactiva (Briliant blue G, 3.5 mg L en 4cido fosforico y metanol). Las muestras se
incubaran a 25 + 2 °C durante 2 min y se registré la absorbancia a 630 nm. La concentracién de
proteina (mg/mL) se calculd con una curva patrén utilizando el estindar comercial de albumina

humana obtenido con el kit (Sigma. Cat. 610-A).
Determinacidn de lactato

Se colocaron 10 pl. de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 uL de la solucién reactiva del
kit comercial Sigma. Cat. 735 (PBS pH 7.2: lactato oxidasa 400 U L"'; peroxidasa 2400 U L),
Posteriormente fueron incubadas a 25 + 2 °C por 30 min y se leyo la absorbancia a 490 nm. la

concentracion de lactato (mg/mL) se calculé con una curva patrén utilizando el estindar comercial

(Sigma 735-11).
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Determinacioén de triacilglicéridos

Se colocaron 10 pL de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 uL de solucién reactiva del kit
comercial Merck, GPO-PAP. Cat. 14354 (PIPES pH 7.5, 0.1 M L"!; acetato de magnesio 12.8 mM L'
d-aminoatinpina 1 mM L', ATP 2 mM; 2 clorofenol 2 mM L"; peroxidasa > 1 U 1.""; glicerorsinasa
0.2 UL", glicerol-3-fosfato-oxidasa 1.5 U mL"', lipasa 10 U L y polictilenglicolmonoetileter 2 g L"),
Se incubd la reaccién a 25 + 2 °C por 10 min y se leyo la absorbancia a 490 nm. La concentracién de
triacilglicéridos {mp/mL) se calculd con una curva patrén utilizando el estindar comercial obtenido con
el kit.

Determinacién de colesterol

Se colocaron 20 pL de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 pb. de solucion reactiva del kit
comercial Merck, CHOD-PAD. Cat. 14349 (PBS pH 7.5, 0.2 M L; fenol 3 mM L'; polietilenglicol-
éter 4 g L' polietilglicolmonoalquiléter 1 g L; 1-fenil-2,3-dimetil-4-aminio-antipirina 0.08 M L
colesterol esterasa > 4 kU L™"; colesterol oxidasa > 4 U L' y peroxidasa > 80 kU L"), Las muestras se
incubaron a 25 + 2 °C por 15 min y se registro la absorbancia a 490 nm. La concentracion de colesterol

{mg/mL) se calculé utilizando la constante de conversién del kit.
Determinacidn de calcio

Se colocaron 10 ul. de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 uL de solucidn reactiva del kit
comercial Sigma Cat. 587-A (2-Amino-2-Metil-1, 3Propanediol  500mol L"; 0-Cresolfialeina
Complexona 0.024%; 8-Hydroxiquinolina 0.25%). Se incubo la reaccion a 25 + 2 °C por 10 min y se
ley6 la absorbancia a 630 nm. La concentracion de calcio (mg/mL) se calculé con una curva patron

utitizando el estandar comercial (Sigma Cat. 360-5).
3. Evaluaciones reproductivas

Peso himedo de los erganismos

Una vez obtenida la hemolinfa, los organismos fueron pesados en una balanza granataria {OHAUS,

TS400).
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Determinacién de la calidad espermética

Se extrajeron ambas mitades del espermétoforo y se pesaron ¢n una balanza analitica (OHAUS,
AS120). El medio espermatéforo derecho se utilizé para determinar la calidad espermética, la cual se
evalud a partir del conteo de espermatozoides y de su viabilidad. Para ello, el medio espermatéforo fue
homogenizado a 1000 rpm durante un minuto a temperatura ambiente (26 °C), en solucién libre de
calcio: 370 mM NaCl,15 mM KCI, 8.7 mM H2B03, 47 mM NaOH, 40.9 mM MgSo4.7H20 (Leung-
Trujillo y Lawtence, 1987). Posteriormente se le agregé 0.1 mL de azul de tripan {tripan blue 0.1% en
solucién salina al 0.9%) (Betancourl-Bravo, comunicactén personal). Despues de 10 minutos ¢l contco
y la clasificacién de las células espermdticas se realizaron utilizando la camara de Neubaucr ¥ un
microscopio optico (Micromaster, Fisher Scientific) Las células anormales fueron reconocidas por fa
presencia de malformaciones de la cabeza o la ausencta de la cola en base a su refringencia. Las células

muertas se identificaron por ser tefidas de color azul.
Determinacién del glucogeno en los componentes del espermatéfere.

La cantidad de glucégeno se determind de acuerdo a Dubois ef al. (1965). Con la mitad izquierda del
espermatéforo se evalué la concentracion de glucogeno en Ja masa espermitica y la materia
sementante. Las partes fueron procesadas por separado: la muestra fue pesada y homogeneizada en 150
uL de 4cido tricloroacético (5%), despues se centrifugd a 800 g, y se utilizd un volumen de
sobrenadante por $ volumenes de etanol {95%). A continuacioén se incubd por 3 h a 37 °C y se
centrifugo a 800 g por 15 minutos. Se prosiguid con el precipitado: el glucogeno se disolvié con 20 uL
de agua hirviendo y se agregd 1 mL de acido sulfirico y 0.2 mL de fenol (5%), se regstro la
absorbancia a 490 nm en un lector de placas (BIO-RAD Modelo 550). Si e! espermatoforo era

demasiado pequefio como para separar las partes se procesd como estructura completa.

II. Organismos mantenidos en cautiverio

Una vez en el laboratorio los camarones {n=-60} fueron colocados por 24 horas en un tanque de 10 m?,
el cual tenia un sistema de recambio diario del 100% de agua de mar filtrada, salinidad de 32 # 1 %e,
temperatura de 29.7 + 0.6 °C, gradiente de iluminacién con fotoperiodo de 14 h de luz por 10 h de

oscuridad y oxigeno disuelto mayor a 5.5 mg L' Una vez completado este tiempo los camarones



fueron distribuidos en tres tanques circulares de 500 L. Estos tanques fueron acoplados a un sistema de
flujo semicerrado conectado a un filtro biologico E) dia cero fue determinado tomando en cuenta

camarones con 24 horas de aclimatacion en este sisterna experimental. En el dia cero se tomaron al azar
10 organtsmos los cuales fueron utilizados como referencia inicial Después de este muestreo, la
temperatura del agua se incrementé de manera paulatina hasta alcanzar los 33 °C usando calentadores
de inmersién especiales para agua de mar (Thermal Pre-set, Hagen de 300 W), la temperatura sc

mantuvo constante durante los 10 dias que duré ¢l expenmento.

A lo largo de la prueba los organismos fueron alimentados af /hitum con calamar (Loligo sp) y
alimento peletizado especial para maduracion (Microfeast, Maturation 608) en ptoporcion 9:1
respectivamente, repartido en 3 tomas/dia (0800, 1400 y 2000 h). A los animales se les suministrd el
alimento fresco a las 0800 y 2000 h y el alimento artificial a las 1400 h. Transcurndas dos horas, ¢l
alimento remanente se retird y peso. Los pardmetros fisicoquimicos det agua (temperatura, salimdad,

pH, oxigeno disuelto, amonio y nitritos) se registraron diariamente dos veces al dia (6730 y 1600 h).

Durante los 10 dias de cautiverio, se escogieron aleatoriamente 6 machos a las 0900 h, los cuales
fueron colocados en un bafio de agua de mar fria (20 °C), la permanencia en el bato frio no fue mayor a
30 minutos. Esto se hizo con el fin de disminuir su metabolismo durante el transporte de los tanques al
taboratorio en donde se les realizaron las evaluaciones de los pardmetros bioguimicos, inmunolégicos y
de calidad reproductiva. En los machos mantenidos en cautiverio se evaluaron las mismas respuestas
que en los machos recién capturados, las técnicas empleadas fueron descritas con anterioridad. El

disefio experimental utilizado se describe en la Tabla B.

El dia cero del experimento de alta temperatura se mantuvo bajo las mismas condiciones de manejo que
los bioensayos de linea base, por lo cual, las evaluaciones reproductivas pudieron ser comparadas entre
las cuatro capturas (tres capturas de linea base y una captura correspondiente al experimento de alta

temperatura).
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Tabla B. Disefio experimental de los machos adultos de /. senferus expuestos a 33 °C por 10 dias

1ischo Respuestas Fvaluactones
Efecto del cautiverio  Completamente Inmunolégica Actividad de fenolosidasa
{10dias)a33°C aleatorizado Conteo de

Heocitos totales

Células pranularcs

Fecha de captura
i Células semigranulares
19 de Septiembre
Células alings
Segwimiento del proceso de melamzacion del
Muestreo diano sisucmta eoproductor
durante 11 duas Bioguimico- fisologica  Estado de mda
(incluyendo ¢l Presion osmaotica
valor inicial} Niveles en la hemolinfs de
Colesterol
Proteinas
Glucosa
Triacilghicéridos
Lactato
Reproductiva Peso del cspermatoforo

Produccién y caracterizacion

de espermatozondes
Concentracion de glucdgeno en
los componentes de espermatoforo

Andlisis estadistico

Para verificar la normalidad de los datos se utilizo fa prueba de “Kolmogorov-Smirnof™. Se utilizaron
las transformaciones de arcosenc antes de procesar los datos presentados en porcentaje y logaritmo

base 10 para aquellos que presentaron una distribucion anormal.
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Se aplicé un Andlisis de Varianza de una via (ANOVA) para establecer la posible diferencia entre los
dias de cautiverio de los organismos expuestos a alta temperatura. El estudio de linea base se efectuo
por andlisis de varianza de dos vias, considerando como cniterios de clasificacion la fecha de captura y
la hora de muestreo. Se emple6 lIa prueba de rangos maltiples de Duncan para ponderar las diferencias
entre los promedios. Se trabajo con 95% de confianza para determinar diferencias significativas (P<
0.05).

Se aplicaron pruebas de correlacién entre los diversos componentes de la hemohinfa para detectar su

influencia sobre la calidad reproductiva y la respuesta inmune (Zar, 1974) Todas las pruebas

estadisticas se realizaron con el programa STATISTICA version 4.5.
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Resultados

I. Linea base

La sobrevivencia de los machos durante los bioensayos de linea base fue aita (97 8%), revelando que la
manipulacion por la captura y el traslado no generaron lesiones graves en los organismos. El sistema
experimental fue abastecido con agua de mar natural con caracteristicas similares a las del medio. Enla
tabla | se presentan los pardmetros fisicoquimicos del agua de mar utilizada para mantener a los
camarones que fueron considerados para los bioensayos de linea base. Las fluctuaciones de los factores
fisicoquimicos entre los bioensayos reflejan las condiciones naturales correspondientes a las estaciones
climaticas de los meses en los cuales se realizaron las capturas: lluvias (septiembre-octubre) y nortes

{octubre-noviembre).

Tabla 1. Factores fisicoquimicos del agua de mar utilizada durante los bioensayos de linea base. Valores

promedio + desviacion estandar.

Fecha Temperatura Salinidad pH Oxigeno disuelto
198 C % o {mg/)
19-sepriembre 31.33 + 0.74 30.0 + ¢.55 7.9 + 0.11  5.17 + 0.32
8-octubre 30.01 + 0.42 33.6 + ©.54 8.0 + 0.07 5.48 + 0.18
19-octubre 29.06 + 0.40 33.3 + 0.44 8.2 +0.08 4.47 + 0.35
8-noviembre 26,76 + 0.24 30.6 + 0.44 8.0 + 0.04 5.33 + 0.96

a) Estado de muda

El 38.8% de los machos de L. sertferus tecién capturados se encontraron en posmuda (B), el 60% en
intermuda (C)y et 1% en premuda (). Los resultados de este estudio muestran que tanto los conteos
de hemocitos como los valores bioguimicos sen significativamente mayores en estadio C (£ < 0.05)
(Tabla 2). Tomando en cuenta que ¢l metabolismo en general es mas estable en estadio C, para el
analisis de correlaciones y la obtenci6n de los rangos de la linea base se consideraron sélo a los machos

que se encontraban en éste estadio.
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Tabla 2. Evaluaciones bioquimicas (mg/mL) y citolégicas (célulasimm’) de los machos de f.

setiferus recientemente capturados en estadio de intermuda (C) y posmuda (B). Valores promedio *
error estandar.

. Estadio de Muda _

B - C

Numero 33 51
HT 54246 = 952 77402 + 197°

(G 4725 + 48° 5825 + §2°

(NG 26050 + 253° 38275 + 313"
CH 21250 + 299 * 31154 + 656"
Triaciighicéridos 0299 + 003" 0419 + 003"
Glucosa  0.089 + 701 ° 0.138 + 2.01°
C'olesterol 0941 4 909° 1.417 + 510"
Laciaio  0.056 + 5.01° 0.081 + 901"

Promedios segwidos de diferente letra en un mismo renglén denotan
diferencia significativa (P < 0.05).

&) Pardmetros reproductivos

A pesar de que el peso de los machos del la Gltima captura fue 11% mayor (P < 0.05) a las primeras
tres (Figura 1), la calidad reproductiva de los machos se mantuvo constante. Entre las capturas no se
encontraron  diferencias significativas en el peso del espermatéforo, la produccién total de
espermatozoides ni en el porcentaje de espermatozoides normales (P > 0.05) {Figura 2). El estudio
comparativo entre los machos con presencia y ausencia de espermatéforo revelé importantes
diferencias (Tabla 3), en los organismaos con espermatéforo presente el peso fue 17% mayor (£ < 0.05).
Mientras que fas concentraciones de glucosa, triacilglicéridos y colesterol fueron 18, 26 y 28% mayores

respectivamente, en los machos sin espermatéforo (£ < 0.05),

Tabla 3. Peso del organismo y evaluaciones bioquimicas (mg/mL) d¢ machos adultos de

L. seniferus. Valores promedio + error estandar,

. _ _.._ _ Espermatdloro
Presencia Ausencia -

Numero 28 23
Pesofg) 3771+ 093 * 3057+ 058 °
Tracilglicéridos 037+ 003 ° 050+ 005 °
Glicosa 0,13+ 001 " 0.16+ 001 °
Colesterol 120+ 010 ° 168+ 0.18 °

Promedios seguidos de diferente letra en un mismo renglon denotan
diferencia significativa (£ < 0.05).
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Figura 1 Peso hitmedo (g) de los machos de L. sefiferus recién atrapados
y peso del espermatéforo {(mg) por captura. Valor promedio + E.S.
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c) Componentes de la hemolinfa

1c. Evalouaciones del sistema inmune

La mayoria de las evaluaciones de la respuesta inmune de los machos recientemente capturados se
mantuvieron constantes entre los meses de muestreo. Cuando se compararon el conteo de los hemocitos
totales (HT), las células pranulares (CG) y hialinas (CH), y la actividad de fenoloxidasa total
(proFO+FO), de los animales provenientes de diferentes capturas, no sc observaron diferencias
significativas {Tabla 4). Solamente el nimero de CSG fue sigmficativamente mayor ( < 0.05) en la

ltima captura.

Tabla 4. Evaluaciones bioquimicas (mg/mi.) y citoldgicas (células/mm’) de machos de L. seriferus por

captura. Valores promedic * error estandar

e L _ Capturas___ = _ _
7 3™ 4

HT 60700 + 5337 * 77399 + 7802 * 88834 + 6529 °

G 4769 + 406 5750 + 439 ° 6610 + 488 °

CSG 25384 + 2124 ° 35550 + 3251 ° 40380 + 3506 °

CH 29923 + 3340 ° 31950 + 2810 ° 31326 + 2729 °

proFOFO) 0458 + 0.060 ° 0694 + 0.146 ° 0561 + 0130 °

Glucosa 0171 + 0018 ° 0.159 + 0023 ° 0.127 + 011 °

Calcio 0536 + 0042 ° 0377 + 0034 ® 0.257 + 0018 °©

Colesterol 0931 + 0.130 ° 1646 + 0164 ° 1635 +  0.140 *

Proteings 11249 + 106 ° 3828 + 533 ° 2646 + 276 °
Promedios seguidos de diferente Jetra en un mismo renglon denotan diferencia

significativa (P < 0.05).

2¢. Pardmetros hioquimicos

Cuando se compararon las concentraciones de glucosa de los animales provenientes de diferentes
capturas, no se¢ encontraron diferencias significativas, a diferencia de los niveles de proteinas, de calcio
y de colesterol que fluctuaron de manera significativa (Tabla 4). Los umcos dos pardmetros que
presentaron diferencias significativas entre las horas de muestreo (ciclo de 24 h) pero no entre las
capturas, fueron el lactato y los tracilglicéridos. En estos metabolitos es posible observar un patron, en
donde las concentraciones de las fltimas horas de muestreo fueron 40% mayores para los

triacilglicéridos y 50% para el lactato (Figura 3).
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Figura 3. Concentraciones de triacilglicéridos (TGA) y de lactato (mg/mL) en
la hemolinfa en machos de L. setiferus recién capturados, durante un
ciclo de 24 horas * indica diferencia significativa (P < 0.05).

d) Andlisis de correlaciones

1d. Aspecto reproductivo

El peso de los machos de /.. sefiferus presentd una correlacién positiva con el peso del espermatéforo (r
de 0.51) y con el porcentaje de espermatozoides normales (rde 0.56). En contraste, la asociacidn entre
¢l peso de los camarones y el porcentaje de células espermaticas anormales fue negativa (r de -0.56). A
su vez, el peso del espermatéforo presentd correlacién positiva con el total de espermatozoides (r de
0.58), el porcentaje de normales (r de 0.53) y una correlacion negativa con el porcentaje de
espermatozoides anormales (Tabla 5). El total de espermatozoides por medio espermatéforo presentd
comrelacién positiva con las células germinales normales y correlacién negativa con las células

germinales anormales en ambos casos con r de 0.38.
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La capacidad osmética hipo (CO-HIPQ) reveld correlaciones significativas con ¢l porcentaje de
espermatozoides normales, anormales y muertos con una r que oscild de 0.44 a 0.47, en el caso de los

espermatozoides anormales y los muertos las correlaciones fueron negativas (Tabla 5).

El porcentaje de espermatozoides normales presento correlacion positiva con los triacilglicénidos y con
¢} colesterol (r de 0.51 a 0.46 ) En contraste, e! porcentaje de espermatozoides anormales presentd
comelacién negativa con estos mismos metabolitos. Fl peso del espermatdforo derecho reveld

correlacion positiva con lactato (r de 0.46).
2d. Aspecto fisioldgico

Con la capacidad osmética hipo se encontraron diversas correlaciones positivas. Por un lado la CO-
HIPO se asocio con dos de los grupos celulares: CG y CSG (r de 0.28 y 0.36), y con tres de los
metabolitos: proteinas, glucosa y colestero (r de 0.45, 0.28 y 0.24 respectivamente). También 1a CO-

HIPO presentd correlacion positiva con el ion calcio donde la r resultante fue de 0.40.

En la tabla 5 podemos observar que algunos de los metabolitos evaluados presentaron asociaciones
entre si; triacilglicéridos con colesterol y con lactato {r de 0.71 y (1.37). Las proteinas mostraron
correlacion con ghucosa (r de 0.38), y el ion calcio con glucosa y con proteinas (r de 0.49 y 0.38). A su

vez glucosa presentd una correlacién positiva con las CH (r de 0.26).
3d. Aspecto inmunolégico

El total de hemocitos (TH) tuvo asociaciones con todos tos subtipos celulares (CG, CSG y CH) con una
t que oscilé entre 0.83 y 0.73. A su vez, las células granulares (CG) se encontraron correlacionadas a
los otros dos grupos de células, semigranulares (CSG) (r de 0.82) y hialinas (CH) (r de 0.62). Per
ultimo las CSG mostraron asociacion con 'as CH (r de 0.64) y con el valor obtenido de Ia divisién entre
actividad de fenoloxidasa total y HT (proFQ+FO} con r de 0.32 (Tabla 5).
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Tabla 5. Comelaciones significativas entre los pardmnetros evaluados en los machos de /. setiferus recién

capturados.
LINFA BASE gl r ¢ P

Peso (g) vy
Fspermatdforo derccha (myg) 32 051 0.26 0.002
% Espermatozoides (F) normales farseno) 27 0.56 0.31 0.001
% F. Anormales (arseno) 27 -0.56 0.31 0.001
Espermat6foro derecho (mg) vs
E. wtales mi. (log) 26 058 0.34 0.001
% k. Normales (arseno) 26 0.53 0.28 0.004
% It. Anormales farseno) 26 -0.53 0.28 0.004
Lactato (mg mlL) 32 0.46 021 0.006
% E. Normales (arseno) vs
E. totales mi. flog) 27 0.38 0.14 0.042
Triacilglicéridos (mg ml.) 27 0.51 0.25 0.004
Colesterol {mg mi.) 27 0.46 0,22 0.01
% E. Anormales {arseno) vs
E. 1otales'ml. (log) 27 -0.39 0.15 0.038
Triacilglicéridos (mg mL} 27 0.5 0.25 0.005
Colesterof (mg:ml.) 27 -0.46 021 0011
CO-HIPO v
% E. Normales (arseno} 27 0.47 0.22 0.008
% . Anormales (arseno) 27 -0.47 0.22 0.609
% F. Muertos {arseno) 27 -0.44 0.19 0.02
CG (eélulas- mm’) 49 0.28 0.08 0.03
C'SG (células 'mm’) 49 0.36 0.13 0.006
Protelnas (mg mL} (fog) 57 -0.45 0.2 0.00t
Glucosa (mg mi) 58 0.28 0.08 0.02
Colesterol (mg ml) 58 0.24 0.06 0.04
Calcio (mg mL) 55 0.4 0.16 0.002
Triacilglicéridos vs
Colesierol (mgml.) 58 0.71 0.5 0.0001
Lactato (mg ml) 55 0.37 0.13 0.005
Glucosa vs
Calcio (mg ml) 55 049 0.25 0.0001
CH (células mm') 49 026 0.07 0.049
Proteinas (log) vs
Glucosa fmg mi) 48 0.38 0.15 0.006
Calcio fmg ml) 54 0.38 0.15 0,002
Hemocitos totales vs
G fedlulas mm’) 49 0.74 0.55 0.0001
CSG (células mm’) 49 0.83 0.70 0.0001
CH (células mot) 49 0.73 0.53 0.0001
CLG s
CSG (céiulas mnr) 49 0.82 0.67 0.0001
CH (células mm') 44 0.62 0.39 0.0001
CSG vs
prolQ FOHT 40 -0.32 0.1 0.03

CH (células mnr') 49 064 04l 0.001




H, Organismos mantenidos en cautiverio

La sobrevivencia de los orgamsmos mantenidos en cautiverio por diez dias a 33 °C fue muy alta
{98.5%). Durante el periodo experimental los parimetros fisicoguimicos evaluados en el agua se
mantuvieron constantes y dentro de los rangos recomendados para el mantenimiento de reproductores
peneidos: salinidad entre 28 v 36 %o, pH de 7.8 a 8.2, y oxigeno disuelto mayor a 5 (Muncy, 1984) La
salimdad observada (30 %o) refleja las condiciones naturales correspondientes a la época de lfuvias. Por
su parte la temperatura no presento fluctuaciones significativas (P >0.05) entre los dias del bioensayo
(Tabla 6).

Tabla 6. Factores fisicoquimicos del agua de mar utilizada durante el experimento de

cautiverio. Valores promedio + desviacién estandar.

o Parimetros
Temperatura Alta (°C)  32.96 + 0.67
Temperaturadia 0 3133 + 0.12
Salinidad (%) 30.05 + 0.55
O2(mgl) 5.18 + 032
pH 792 + 011
Amonio (mgf)  0.18 + 0.14
Nurito (mg L) 0.08 + 0.08

a) Estado de muda

E! 10.1% de los machos de L. setiferus del experimento de alta temperatura se encontraron en posmuda
(B), el 86.9% en intermuda (C), y sélo el 2.8% en premuda (D). Las evaluaciones reproductivas (peso
del espermatéforo y porcentaje de espermatozoides normales) ¢ inmunoldgicas (actividad de
fenoloxidasa, HT, CG, CSG y CH)} no presentaron diferencia entre los estadios de muda C y B (Tabla
7). En cuanto a los indicadores metabdlicos, solamente la glucosa y el calcio mostraron diferencias
entre estos dos estadios. Considerando que solo el 28% de los organismos presentaron espermatéforos
maduros se realizo €l andlisis sobre el efecto de tiempo de cautiverio a 33 °C incluyendo ambos

estadios de muda.
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Tabla 7. Evaluaciones bioguimicas (mgmL), citolégicas (célulamm’) y reproductivas de los
machos de /. senferus en estado de intermuda (C} y posmuda {B), mantenidos en cautiverio

durante diez dias a 33 “C. Valores promedio + error estandar,

- . _ GFEstadosdemudn = _ . ___

- . .. r

CO-HIPO -155 + 159 6 -30.2 + 53 a0 52

HT 48298 + 16132 * 4 49113 + 3521 * 41

e e 4667 + 667 =3 3719 + 198 ¢ 39

CSG 20733 + 4532 b3 20824 + 1553 *° 39

CH 25067 + 5067 &3 23184 + 1728 * 39

prolO-FOHTxIE 0109 + 0.034  ° 4 0.112 + 0012 * 39

proFO«FO (.G 490nm) 0467 + 0104 " 6 0527 + 0047 ® 38

Tnacilghcéridos 0253 + 0.062 °* 6 0.366 + 0.026 ®* 50

Glucosa  0.094 + 0021 * 6 0.166 + 0.010 * 52

Colesterol 0903 + 0185 " 6 1464 + 0.138 * 52

Lactate 0039 + 0.007 * 6 0.081 + 0011 * 52

Caicio 0349 + 0066 ° 6 0657 + 0.047 51

Proweinas 1652 + 3612 ° 6 207.2 + 1261 * 48

Peso espermatdforo (mg) 168 + 3.22 ‘4 185 + 135 ° 52

% Espermatozoides 231 + 1338 ° 4 230+ 603 " 32
Normales

Promedios seguidos de diferente letra en un mismo renglén denotan diferencia

significativa (P < 0.05).

&) Pardmetros reproductivos

En Jos organismos mantenidos en cautiverio por diez dias a 33 °C el peso de los machos cambi¢ de
acuerdo al tiempo, pues ¢! dia nueve fue significativamente menor al dia cero (P < 0.05). Asi mismo, se
observé un aumento ¢n el consumo del alimento con respecto & los dias transcurridos en el
experimento, el cual mostré sus maximos valores al séptimo y octavo dia (Tabla 3). A pesar del

incremento de alimento consumido, los organismos mostraron una tendencia a la perdida de peso.
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Tabia 8. Peso de los camarones y porcentaje del alimento consumido con respecto a la biomasa de

Yos machos de L. senferus mantenidos en cautiverio durante dicz dias a 33 °C Valores promedio +

error estandar.

Dia _Peso(g) % Alimento consumido
0 3062 + 181 °

! 2665 + 245 * 11.09 + 043"
2 2793+ 216 ° 1256 + 0.57°
3 2994 + 165 * 1209 + 0.51°
4 3193+ 090 ° 12.84 + 027"
5 2768 + 062 * 1299 + 0.75°
6 2603 + 142 ° 12.30 + 025"
7 2906 + 259 ° 1566 + 040°
§ 2671 + 125 ° 15.13 + 1.17°
g 2381+ 191 ° 13.18 + 1.32°
10 2485 + 167 ° 1290 + 0.27°

Promedtos seguidos por letras diferentes en una misma colurnna
denotan diferencia significativa (P < 0.05) entre los dias del experimento.

La calidad reproductiva de las machos de L. setiferus se redujo a lo largo del bioensayo. Aunque el
peso del espermatodforo y la produccion total de espermatozoides por espermatéforo no presentaron
diferencias significativas (Tabla 9). El porcentaje de espermatozoides normales disminuyd
significativamente de 75% al inicio al 10% para el dia cuatro y 0% al final del experimento (Figura 4).
Mientras tanto, los espermatozoides muertos se presentaron el cuarto dia y fueron aumentando de

manera significativa hasta alcanzar niveles del 67% para el dia nueve.

100 e

Espermatozolides (%)

Figura 4. Porcentaje de espermatozoides normales y muertos de los machos de /. senferus mantenidos en

cautiverio por 30 dias a 33 °C. Columna sefialada con * indica diferencia significativa con el valor inicial



Tabla9 Valores promedio + error estandar del peso de espermatdforo v total de ecspermatozoides de

machos de L. senferus mantenides en cautiverio por diez dias a 33 "C.

Dia Espermatéforo Células / espermatéforo
S me L (10)
[/ 3156 + 26° 4.12 + 049
! 42 + 00° 065 + 0.00°
2 498 + 32° 695 + 295°
3 413 + 42° 041 + 0.17°
4 3756 + 27" 1.296 + 0.32°
5 2784 + 1.8° 0496 + 0.08°
8 2216 + 32° 0.416 + 0.12°
7 5126 + 36° 0.108 + 0.03°
8 3046 + 83° 2416 + 064°
9 375 + 74° 0266 + 0.02°
10 466 + 73" 1.876 + 0.14°

Promedios segnidos de letras diferentes en una misma columna denotan diferencia
significativa (P < 0.05) entre los dias del experimento.

c) Componentes de la hemolinfa

1¢. Evaluaciones del sistema inmune,

Et conteo y la caracterizacién de los hemocitos a lo largo del experimento (10 dias) revelan que los HT
asi como e} numero de CH y CSG no presentaron diferencias significativas con ¢l valor inicia) pero
fluctuaron marcadamente durante la prueba, presentando diferencias significativas entre los dias. La
Figura 5 muestra las disminuciones significativas en los dias seis y nueve. El nimero de CG fue mas

estable, sin diferencia significativa con el valor inicial, ni entre el resto de los dias (Anexo 8).
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Figura 5. Variaciones diarias de los hermocitos totales y células hialinas (A), y las
céhilas granulares (OG) y semigranulares (CSG) (B), de machos de L sefiferus
mantenidos en cautiverio por 10 dias a 33 °C. Valores promedio (células/mm’) +
E.S. Distintas letras indican diferencia significativa (P < 0.05) entre los dias.
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La actividad de la fenoloxidasa total (proFO+FO) no present6 diferencias significativas a través de!

tiempo experimental, sin embargo, revelé patrones de actividad a lo largo dc los dias, tanto en el

contenido granular de hemocitos asi como la actividad de fenoloxidasa en plasma (Figura 6) La

expresion de la actividad de fenoloxidasa total entre los HT presentd un aumento significativo en el dia

seis (Figura 6).
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Figura 6. Comportamiento diario de la actividad de fenoloxidasa total {(proFCG+FQ)
en ¢l contemdo granulas de hemocitos, fenoloxidasa (FO) en el plasma (A),
y la actividad de proFO-total/hemocitos totales (B), en machos adultos de
L. setiferus mantenidos en cautiverio por 10 dias a 33 °C. Valores promedio
+ ES. * indica diferencia significativa con el valor inicial (P < 0.05)
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Figura 7. Comportarmiento diario de {a concertracion de proteinas y glucosa (A),
colesterol y calcio (B), y de lactato y triacilglicéridos (TGA) (C) en 1a hemolinfa
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de los machos de Litopenaeus setiferus mantemdos en cautiverio por 10 dias a 33 °C.

Valor promedio + E.S. * indica difencias significativas (£ < 0.05).
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Zc. Pardmetros fisioldgicos y bioquimicos

Los niveles de glucosa y proteinas en la hemolinfa disminuyeron sigraficativamente en el dia cinco con
respecto al dia cero (// < 0.05) Posteriormente se observo una elevacion en la concentracién de ambos
parametros ¢n el dia seis. Nuevamente una reduccion significativa fue observada en los niveles de

glucosa ¢n el dia siete y diez (Figura 7).

Las concentracién de calcio disminuyd un 43% a partir del dia dos y no logro recuperarse durante cl
bicensayo (# < (.05} (Figura 7) Los niveles de colesterol se vieren disminuidos a partir del tercer dia
en un 47%, ¢l dia seis se recupera 27% pero para ¢l termino del experimento ¢l nivel es 54% menor al
valor inicial. Por otro lado, las fluctuactones de lactato y triacilglicéridos resultaron similares entre si,
pero sin diferencias significalivas entre los dias, aun asi, fue posible observar un decaimiento en ¢l dia

cinco (Figura 7).

La CO-HIPO vari6 durante el experimento, mostrando diferencias significativas entre tos dias pero no
con el valor imcial (Figura 8) Los dias tres, cuatro, siete y diez la CO-HIPO disminuyd
significativamente, sin cmbargo, cn los dias cinco y nueve se observaron aumentos significativas

(/<0.05).
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Figura 8 Seguimiento diario de ia capacidad osmotica hipo de los machos mantenidos en cautiverio
por 10 dias 2 33 °C. Valor promedio + E.3 Promedio seguido por diferentes letras indica diferencia
significativa (/< 0.05)
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d) Andlisis de correlaciones

1d. Aspecto reproductivo

El peso de los machos de /.. setferus reveld correlaciones positivas con ¢] peso del espermatéoforo (r de
0.49) y con el porcentaje de espermatozoides normales (r de 038) las asociacioncs nuevas con
respecto & la linea base fueron las encontradas con calcio y glucosa. El calcio presentd una correlacion
positiva con el niimero de espermatozoides por espermatdforo (r de 038) y al porcentaje de
espermatozoides normales (r de 0.4) Mientras que la correlacién entre la glucosa y el peso del
espermatéforo derecho fue negativa (r de -0.35). El resto de las asociaciones encontradas en los
parametros reproductivos del grupo de linea base (Tabla 5), no se mostraron pama el grupo de machos

de L. setiferus expuestos a alta termperatura (Tabla 10).
2d. Aspecto fisiolbgico

La CO-HIPO presento correlacion negativa con los HT (r de -0.30). Las comelaciones encontradas en
la linea base entre ia CO-HIPO y las células sanguineas y germinales (Tabla 5) no fueron observadas
¢n los machos expuestos a 33 °C (Tabla 10), a excepcion de la correlacion observada con los

espermatozoides muertos (r de 0.37).

Los metabolitos en general mostraron mayor namero de asociaciones. Al igual que en la linea base, los
triacilglicéridos se correlacionaron de manera positiva con el colesterol y con el lactate (rde 038 y
0.33); la glucosa con Jas proteinas y con el calcio (r de 0.35 y 0.40) y también el ion calcio con las
proteinas (r de 0.41). Las asociaciones nuevas con respecto a la linea base fueron las de tracilglicéridos
con glucosa (r de 0.38), glucosa con colesterol {r de 0.28), finalmente las correlaciones del colesterol

con el calcio y con las proteinas (r de 0.61 y 0.3) (Tabla 10).

3d. Aspecto inmuncibgico

De manera similar a la linea base los HT mostraron asociaciones con todos los subtipos celulares (CG,
CSG, CH) donde el coeficiente de correlacién oscilé de 0.91 a 0.74. A su vez las CG se encontraron
correlacionadas a los otros dos grupos de células, CSG (rde 0.67) y CH (rde 0.65). Las CSG mostraron
asociaciones con las CH (rde 0.76) y con el valor obtenido de dividir la actividad de fenoloxidasa total
entre los hemocitos totales (proFO+FO/HT) (r de 0.39). La razdn de proFO+FO/HT revelod nuevas

psociaciones en comparacién a la linca base, por un lado con los HT (rdec 0.36) y las CH {rde 0.51) ¥
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por ofro también se encontro correlacionada a dos metabolitos: triacilglicéridos y colesterol donde la r

se registro en 0.31 y 0 28, respectivamente (Tabla 10)

Tabla 10. Cormrelaciones significativas encontradas cntre fos parimetro reproductivos, fisiologicos e
inmunes de machos de /. sefiferus mantenidos en cauniveno por 0 dias a 33 'C.

Cautiverio a 33 °C gl r r P
Peso vs
% Espermatozoide (I5) normales (arseno} 36 038 0.148 0.0i6
Espermatdforo derecho (mgy flog) 38 0.49 0.244 0.001
CO-HIPO v
HT (células mm’) 40 0.30 0.09 0.04
% F. Muertos farseno} 35 037 0.14 0.02
Hemocitos totales vs
CG fcélulas mnr') 40 074 0.55 0.001
CSG (célulasimm’) 40 079 0.63 0.001
CH (células mnor') 40 0.9 0.83 0.001
prol O+ FO HT 39 0.36 0.13 0.018
CGs
CSG (célulasmm’) 40 0.67 0.451 0.001
CH (células mn’) 40 0.65 0.424 0.001
CSG vy
CH (células'mnr’) 40 0.76 0,583 0.001
proFQ+FOHT 36 0.39 0.154 0.01
CHys
proFO+FOHT 36 0.51 0.26 0.001
proFO+FO/HT vs
Triacilghcéridos (mg mi.) 54 031 0.095 0.02
Colesterof (mg mL) 54 0.28 0.08 0.02
Triacilglicéridos vs
Clucosa (mg'ml.) 56 0.38 0.142 0.003
Colesterol (mgml) 56 0.38 0.145 0.003
Lactaio (mg'mL} 55 033 0112 0.01
Glucosa vs
('olesterol fmg mL} 56 0238 008 0.02
Calcio (mg miL) 52 0.40 0.16 0.002
Espermatdfore derecho (mg) (Tog) 35 035 0.12 0.03
Colesterol vs
Calcio {mg ml.} 52 061 0.37 0.001
Proteinas (mg-mi.) (log) 56 0.30 0.09 0.021
Calcio vy
Protetnas (mg mL) {log) 52 041 0,17 0.001
% E. Normales farseno) 52 040 0.159 0.017
E. totales medio espermaidforo (log) 33 (.38 0.148 0.02
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Discusion

En la presente investigacion se utilizd como marco de referencia la caracterizacién de una poblacion de
machos de /. setiferus recién capturados, y a partir de ella fue posible determinar que las alteraciones
fisiologicas generadas durante el proceso de aclimatacion, manifestaron cambios a mivel de los sustratos
energéticos, del sistema inmune y de la caldad reproductiva en los machos mantenidos en cautiveno

durante diez dias a 33 °C .

1. Linea base

Las caracteristicas morfofisiolégicas de una poblacion de crusticeos son funcién de las condiciones
ecolégicas ¢n las que los organismos han estado expuestos durante su ciclo de vida (Vernberg, 1983).
Por esta razén se considerd que la linea base establecida ahora, podria reflejar el estado fisiologico de
la poblacion de machos adultos de camarén durante el segundo pico reproductivo de 1998 (meses de
septiembre a noviembre). Estudios de ecologia pesquera realizados en la década de los 80°s en la Sonda
de Campeche han demostrado la existencia de un reclutamiento continuo de la poblacién de
reproductores, con un méximo en agosto-septicmbre, aproximadamente cuatro meses después del
primer pico de desove de L. setiferus (Guitar y Quintana, 1978). Durante los bioensayos los niveles de
salinidad y temperatura variaron entre 29 a 31 %o y de 26 a 31 °C, los cuales coinciden con las
fluctuaciones naturales de las estaciones climaticas correspondientes a los meses de captura: lHuvias

(agosto-octubre) y nortes (octubre-noviembre).

El peso de los organismos y la calidad espermitica se emplean cominmente como criterios de
seleccion de machos adultos en la industria camaronicola. En [. serferus, se han encontrado
organismos maduros desde los 18 g, pero la talla minima de madurez sexual ha sido sefialada a parur
de los 23 g y Jongitudes mayores de 16 cm (Fajer, 1992). Sin embargo, la uniformidad en los estados de
desarrollo y en la produccion de espermatozoides se puede esperar en organismos mayores a 30 g y el
maximo potencial reproductivo en organismos con peso superior a los 36 g (Rosas ef al., 1993} En el
presente estudio el peso promedio de los organismos utilizados para determinar la linea base fue de

339 + 0.09 g {Anexo 4), en los cuales el peso del espermatoforo y el porcentaje de espermatozoides
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normales no presentaron diferencias significativas entre los meses de captura {septicmbre a noviembre)
(F>005)

Al comparar los resultados de calidad reproductiva de los machos de . seryferus recién capturados con
un estudio realizado con machos de la misma especie de peso muy similar {34 3 g), efectuado durante
los meses de mayo a julio de 1994 (Pascual ef al, 1998), se observo que la concentracion de
espermatozoldes totales y normales reportada zhora es 53% menor a la observada en 1994 Si la
condicion reproductiva de los camarones puede ser considerada come un indicador del estado general
de las poblaciones de /. senferus para esta area durante los meses correspondientes, los resultados
obtenidos e¢n el presente estudio ponen en evidencia que existe alpuna alteracion posiblemente de
caracter ambiental yio genética, o ambas, que ha reducido |2 capacidad reproductiva de ia poblacion la

cual s¢ ve reflejada en una disminucion de la calidad espermatica para 1998,

l.as evaluaciones de letalidad a nivel poblacional incluyen precisamente las alteraciones a nivel
reproductivo (Prosser, 1950), por lo cual resulta de enorme importancia realizar estudios enfocados a
determinar el estado de la poblacion de reproductores de L. setiferus desde un punto de vista integral,
que permita asociar la capacidad reproductiva con factores climticos y bidticos como la actividad
pesquera y petrolera, las cuales son especialmente fuertes en la Sonda de Campeche. Particularmente
enfocado a ta calidad espermatica deben de ser considerados los plaguicidas, La Laguna de Términos
es un érea sujeta a un continuo aporte de contaminantes provenientes de los sitemas fluviales donde
han sido detectados plaguicidas (Rosales ef af., 1979). Ahora se tiene conocimiento sobre la actividad
estrogénica de los plaguicidas organociorados como el DDT, Endosulfan, Dicldrin, en varias especies
de vertebrados (Sharpe y Skakkebaek, 1993; Soto er al., 1994; Harris ¢/ al., 1996). La capacidad de
persistencia de estos quimicos en los suelos es alta, por lo cual existe ia posibilidad de que organismos
benténicos como el camardn los bivacumulen como ya lo detectaron (Murray y Beck, 1990) en L.

setiferus y Furfantepenacus aztecus.

Los ritmos fisiologicos y de comportamiento de los organismos marinos estdn intimamente
relacionados con la marea y las fluctuaciones de las variables ambientales. La actividad locomotora, el
consumo de oxigeno y los cambios de color son algunas de las funciones bioldgicas que muestran
ciclos circadianos (Rosas ¢f uf., 1992a; Rosas er o, 1992b; Bolongaro-Crevenna, 1997), sin embargo,
hasta ahora no se ha estudiade el comportamiento de los componentes bioquimicos en la hemolinfa y
de los elementos del sistema inmune desde esta perspectiva en reproductores de /. seliferus Puesto que
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la hemolinfa es considerada el tejido de transporte y en algunos casos de reserva de macromoléculas
de importancia encrgética y metabolica, en ¢l presente estudio se utilizaron los componentes de la

hemolinfa como indicadores del estado fistologico de los camarones.

Se realizaron seguimientos de 24 h, con el proposito de conocer las fluctuaciones de algunos
componentes de la hemolinfa en los machos recién capturados. Solo s¢ encontraron diferencias
significativas entre 1os niveles de triacilglicéridos (TGA) y de lactato, entre ¢l inicio y el final del ciclo
dc 24 h (P<0 05) (Figura 3). Tomando en cuenta que los organismos s¢ mantuvieron $in alimentacion
durante ¢! transcurso de las mediciones, el aumento observade en los niveles de [actato y de TGA no
fueron genecrados por la ingesta y pueden ser explicados a partir de los ajustes en el metabolismo de
carbohidratos y de lipidos. De acuerdo con Angus (1989), en larvas de crusticeos ia COmMPpOosicion
lipidica puede ser considerada como un indice de condicion, pues frecuentemente los animales
sometidos a un estrés ambiental son incapaces de obtener suficiente energia de fuentes exdgenas Como
consecuencia, la energia de reserva es catabolizada para mantener el metabolismo basal. Por lo cual, el
almacén de TGA tiene una importancia particular ya que ha sido asociado a la condicion fisioldgica del

Organismo.

De acucrdo a Vinagre v Da Silva (1992), en cangrejos (Chasmagnathus granulata) mantenidos durante
ocho semanas sin alimentacion, el ajuste de los metabolitos evaluados (glucosa, glucogeno y lipidos
totales en hemolinfa y en tejidos) fue relacionado al tipo de dieta al que fueron adaptados los
organismos antes de estar expuestos al periodo de inanicién (dieta alta en carbohidratos: AC; y dicta
alta en profeinas. AP). Durante la segunda semana de inanicién, se observd un aumentd en la
concentracion de lipidos en ta hemolinfa del 100% en los organismos adaptados a la dieta de AP y del
40% para los cangrejos adaptados a la dieta de AC, en comparacién con los organismos alimentados.
La disminucién de los lipidos del hepatopancreas y det masculo al final del periodo experimental de
estos cangrejos, fue relacionado con fa energia consumida denvada del catabolismo del hepatopancreas

y de los lipidos del musculo.

En los machos recién capturados se registré un incremento en los TGA mayor al 100% en las altimas
horas de ciclo de 24 b (aproximadamente 42 h despuds de ser capturados) (Figura 3), revelando que
durante el proceso de aclimatacion a las condiciones de cautiverio, los organismos ajustan el
metabolismo de los Hpidos posiblemente para abastecer la demanda energética ocasionada por et estrés
generado durante la manipulacién y el transporte. Esto dltimo coincide con la reabsorcién observada en
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las gonadas de las hembras maduras (estade [V) de /. setsferus, del dia de la captura a la sigwiente
mafana { Alfaro, 1990) El aumento de los TGA en la hemolinfa de los machos recién capturados pucde
ser resultado de |2 degradacion del tepdoe gonadico. Aunque la proporcion de lipidos es menor en las
goénadas mascutinas que en las femeninas para /. setiferus ¢l 5% de los testiculos esta constituido por

lipidos (Castille y Lawrence, 1989).

De acuerdo a Paterson {1993), el lactato es un indicador del metabolismo anaerobio y por tanto ha sido
utilizado como indice de estrés en camarones peneidos Asi mismo sc ha relacionado con &l
metabolismo de los carbohidratos, reflejando la condicion nutnicional de los organismos. Durante el
ciclo de 24 h de los machos recién capturados se observo un aumento significativo en los niveles de
lactato en hemolinfa, hacia el final del periodo de muestreo, el cual puede estar asociade con el uso de
reservas bajo condiciones de estrés pues la manipulacion generada por la obtencién aleatona de los
organismos durante €l muestreo pucde representar a su vez una presion sobre el estado fisiologico
general de los organismos. A pesar de intentar ocasionar el menor disturbio en los tanques, los
organismos capturados al final det ciclo de 24 h estuvieron expuestos por mis tiempo al efecto del
muestreo y por tanto al estrés provocado por éste y por la condicién de ayuno, lo cual nos hace pensar
que los niveles de lactato registrados ahora son mas bien un reflejo del procedimiento de muesireo mas

que una variacion circadiana asociada con la movilizacion de nutnentes de uso energético o fisiolégico.

Durante ¢l estrés {os organismos utilizan a los carbohidratos como fuente de energfa metabélica. Como
resultado de este proceso se produce lactato el cual entra al ciclo de los 4cidos tricarboxihcos y a la
fosforilacion oxidativa (Zubay, 1983) donde el oxigeno es el altimo aceptor de electrones. El producto
final de esta reaccion es ATP + H0 + CO,. Si el estrés es continuo, la cantidad de lactato producido
puede ser mayor que la capacidad del organismo de oxidarlo lo cual conduce a su acumulacién en el
masculo, indicando que los organismos han aumentado su metabolismo anaerobio Una vez
acumulado, el lactato es incorporado en la hemolinfa, 1a cual funciona como un almacén que tmpide
que los cristales de &cido lactico dafien los tefidos musculares de los camarones (Spotts y Lutz, 1981,
Paterson, 1993). Esto tltimo explica las razones por las cuales los niveles de lactato de los camarones

fueron mayores ¢n los animales muestreados al final del ciclo de 24 h

El resto de los componentes bioquimicos de ta hemolinfa evaluados en los orgamsmos de linca base
revelaron diferentes comportamientos. Cuando se compararon las concentraciones de glucosa de
organismos provenientes de diferentes capturas no se observaron diferencias significativas, ¢l valor
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promedio encontrado fue de 0.21 mg/mL (£ > 0.05) Por su parte, las concentraciones de proteinas,
colesterol y calcio en la hemolinfa fluctuaron significativamente entre los organismos provenientes de
diferentes capturas. A pesar de mantener a los camarones de la linea base, cn ayuno durante los
bioensayos, con ¢l propésito de evitar la alteracion asociada al proceso de digestion y asimilacion del
alimento, es posible que la historia alimenticia de los organismos y los eventos previos a la captura
determinen los niveles en la hemolinfa de los metabolitos y del calcio. Se ha observado que en
camarones alimentados a partir de dietas con diferentes niveles de proteinas, carbohidratos y
triacilglicéridos, las concentraciones de los metabolitos en distintos tejidos estan relacionadas con cl
tipo de dieta (Gleecross y Smith, 1997, Rosas e al,, 2000a). La relacion entre el metabolismo de
carbohidratos y el de proteinas ha sido observada en juveniles de L. setiferus y L. vannamei mostrando
que los camarones tienen una alta plasticidad para utilizar las proteinas dictéticas, como fuentes de
energfa y a partir de la ruta gluconeogénica producir glucosa y glucogeno (Rosas ef al., 2000b). Por lo
tanto no es extrafio encontrar diferencias significativas entte las capturas en los niveles de proteina pero

no en los niveles de glucosa.

Estos resultados ponen en evidencia que los camarones de las poblaciones naturales requieren de un
nivel minimo de glucosa para satisfacer las demandas de energia metabolica, el cual debe dc
mantenerse independientemente a las variaciones nutricionales a las que pudieran estar expuestos.
Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio con juveniles de L. vannamer alimentados con
niveles muy bajos de carbohidratos dictéticos (1%), han demostrado la capacidad de los camarones
para mantener un nivel minimo de glucosa en sangre {0.34 mg/mL), el cual es muy cercano al
reportado en el presente estudio, demostrando una vez mis la alta capacidad de tos camarones para la
sintesis de nove de este sustrato (Rosas er al., 2000a). La asociacién positiva encontrada entre los
niveles de proteinas y de glucosa en los organismos de linea base (Tabla 5) podria ser funcion de la
interaccion cntre las rutas metabélicas involucradas en la conversion de amino 4cidos en ghucosa o

glucogeno aportando aiin mas datos a esta hipotesis.

Con respecto al colesterol se ha aceptado en general que los crusticeos carecen de la capacidad para
sintetizarlo de movo y es a partir de! suministro dietético que logran abastecer su requerimiento para
grecer y reproducirse {Teshima ef af., 1997). Considerando esto ultimo, las fluctuaciones de colesterol
en los machos de L. senferus recién capturados estan directamente relacionadas con el tipo y la

cantidad de alimento consumido antes de ser capturados.



las gonadas de las hembras maduras (estado [V) de /. setiferus, del dia de la captura a la siguiente
mafana (Alfaro, 1990) El aumento de los TGA en la hemolinfa de los machos recién capturados puede
ser resultado de la degradacién del tepido gonadico Aunque la proporcion de lipidos es menor en las
gonadas masculinas que en las femeninas para [. sefiferus el 5% de los testiculos estd constituido por

tipidos {Castille y Lawrence, 1989).

De acuerdo a Paterson (1993), el lactato es un indicador del metabolismo anaerobio y por tanto ha sido
utilizado come indice de estrés en camarones peneidos. Asi mismo se ha relacionado con ¢l
metabolismo de los carbohidratos, reflejando la condictén nutricional de los organismos. Durante el
ciclo de 24 h de los machos recién capturados se observo un aumento significativo en los niveles de
lactato en hemolinfa, hacta ef final del periodo de muestreo, el cual puede estar asociado con el uso de
reservas bajo condiciones de estrés pues la manipulacion generada por la obtencion aleatoria de los
organismos durante el muestreo puede representar a su vez una presion sobre el estado fisiologico
general de los organismos. A pesar de intentar ocasionar el menor disturbio en los tanques, los
organismos capturados al final del ciclo de 24 h estuvieron expuestos por mas tiempo al efecto del
muestreo y por tanto al estrés provocado por éste y por la condicion de ayuno, lo cual nos hace pensar
que los niveles de lactato registrados ahora son més bien un reflejo del procedimiento de muestreo mas

que una variacion circadiana asociada con la movilizacién de nutrientes de uso energetico o fisiolégico.

Durante ¢! estrés los organismos utilizan a los carbohidratos como fuente de energia metabolica. Como
resultado de este proceso se produce lactato el cual entra al ciclo de los acidos tricarboxilicos y a la
fosforilacion oxidativa (Zubay, 1983) donde el oxigeno es el dltimo aceptor de electrones. El producto
final de esta reaccidn es ATP + H;0 + CO,. Si cl estrés es continuo, la cantidad de lactato producido
puede ser mayor que la capacidad del organismo de oxidarlo lo cual conduce a su acumulacitn en el
masculo, indicando que los organismos han aumentado su metabolismo anacrobio. Una vez
acumulado, ¢l lactato es incorporado en la hemolinfa, la cual funciona como un almacén que impide
que los cristales de acido lactico daien los tejidos musculares de los camarones (Spotts y Lutz, 1981,
Paterson, 1993). Esto dltimo explica las razones por las cuales los niveles de lactato de los camarones

fueron mayores en los animales muestreados al final del ciclo de 24 h.

El resto de los componentes bioquimicos de la hemolinfa evaluados en los organismos de linea base
revelaron diferentes comportamicntos Cuando se compararon las concentraciones de glucosa de
organismos provenientes de diferentes capturas no se observaron diferencias significativas, el valor
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mayormente a las funciones fisiologicas que desempefian las células como podria ser el
almacenamiento de glucégeno. Sobre las posibles funciones del almacenamiento de glucogeno en los
hemocitos han sido consideradas dos posibilidades, podria representar unidades de hexosa para la
sintesis de quitina o como fuente de plucosa sanguinea (Jonhston y Spencer, 1972, Hall y van Ham,
1998).

La muda es un importante evento metabélico y morfoldgico en los crustaceos, durante 1a cual se han
observado importantes variaciones en los componentes de 1a hemolinfa. De acuerdo a Le Moullac of af.
£1997), las variaciones hematologicas y los cambios en el sistema profenoloxidasa durante la muda
pueden ser correlacionadas con la resistencia a la vibriosis, ya que durante el estado de intermuda la
sobrevivencia de Jos camarones fue significativamente mayor al igual que la actividad de fenoloxidasa.
Estudios sobre las variaciones en la hemolinfa durante el proceso de muda revelan que en la premuda
(D), se observan los mayores niveles séricos de proteinas y de ecedisteroides, lo cual concuerda con los
cambios fisiologicos en preparacién de la proxima muda. Mientras que ¢l maximo mive! de glucosa se
encuentra durante la intermuda, coincidiendo con el crecimiento del tejido y el atmacenamiento de
reservas (Chan er al., 1988). Los resultados anteriores coinciden con el comportamiento de los
componentes de la hemolinfa registrados en los machos de L. senferus en estado de intermuda, en los
cuales los niveles hemateldgicos fueron mayores, asi como las concentraciones de TGA, de la glucosa,
del colesterol y del lactato (Tabla 2). Considerando lo anterior para ¢! andlisis de correlaciones y la
obtenci6n de intervalos de los metabolitos, et conteo y la caracterizacion de las células hematicas y la
actividad de fenoloxidasa de fos machos de L. sefiferus recién capturados s6lo se consideraron a los

camarones cn estado de intermuda (C).

Desde la perspectiva de la camaronicultura los cambios en las caracteristicas morfofisioldgicas que
pudieran estar correlacionados con eventos importantes durante el ciclo de vida de los camarones,
resultan de gran importancia debido a su posible utilizaciéon como herramientas de diagnéstico. En los
machos de L. sctiferus recién capturados se encontraron algunas correlaciones interesantes entre los

evaluaciones realizadas.

El peso de los organismos reveld correlaciones positivas con el peso del espermatoforo y el porcentaje
de espermatozoides totales (Tabla 5), lo cual concuerda con estudios anteriores en donde se ha
ohservade una asociacion directa entre la capacidad reproductiva y cl peso del reproductor (Leung-
Trujillo y Lawrence, 1991; Pratomchat ef al., 1993) El incremento observado en ¢l contco de
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espermatozoides y la reduccidn de espermatozoides anormales en relacion a la talla, parece ser una
caracteristica del proceso de maduracion de los camarones peneidos (Rosas er al, 1993} En
organismos jovenes es frecuente observar mayor niimero de espermatozoides anormales, lo cual ha sido
explicado como un desfasamiento en la maduracion de los testiculos y del vaso deferente, en el cual se
terminan de madurar los espermatozoides al completarse la formacién de la cola (Alfaro, 1993) Los
resultados de esta investigacion revelan que el 22% de los organismos presentaron una marcada
incidencia de espermatozoides anormales, en su mayoria caracterizados por la ausencia de la espina,
reflejando posiblemente células germinales inmaduras. E1 21% de los organismos recién capturados no
presentaron espermatoforoe y solo en el 35% de los machos, el porcentaje de espermatozoides normales
fue mayor a cero Esto gitimo, concuerda con la observacion realizada sobre la disminucién de la

calhdad reproductiva de este grupo de machos en comparacion con los evaluados en 1994.

La asociacién sigmficativa entre el peso del espermatoforo y las evaluaciones de calidad espermitica
(Tabla 5), revela la relacién funcional existente entre los diferentes componentes del espermatéforo y la
masa espermdtica. Los espermatoforos de los decapodos son formados cuando los espermatozoides
pasan de ios testiculos al vaso deferente distal, una vez ahi, las células son rodeadas por secreciones
epiteliales que consolidan la masa espermatica, la cual estd compuesta de células germinales y
secreciones que forman las paredes acelulares del espermatdforo {Krol et /., 1992). La actividad de la
c6pula culmina con la transferencia del espermatoforo compuesto, el cual se une a la hembra por un
plato dorsal fibroso, la capa accesoria fibrosa y el material pegajoso, mientras que la porcion anterior se
ancla por medio de las alas (Chow er af., 1991). En un estudio realizado con Penaeus monodon se
observo una gran asociacién entre el peso del espermat6foro y el porcentaje de huevos fecundados y de

nauplios obtenidos a partir de inseminacion artificial (Pratomchat e/ al., 1993).

Observaciones histoquimicas revelan que la pared del tubo del espermatéforo, a nivel del vaso
deferente, consiste de mucopolisacaridos neutrales, mientras que fos componentes del espermatoforo
son ricos en mucopolisacaridos acidicos (Radha y Subramoniam, 1985). Tomando en cuenta esto, se
evalud el contenido de glucégeno en la masa espermatica y la matriz gelatinosa (Anexo 4 y 5), sin
embargo las concentraciones obtenidas no pudieron ser relacionadas con fa calidad espermaética.
Posiblemente la técnica de medicion de glucdgeno empleada no logra percibir las fluctuaciones en los
mucopolisacaridos relacionados con el desarrollo gonadico en los machos recién capturados y las

alteraciones reproductivas observadas ¢n los machos mantenidos en cautiveno por diez diasa 33 °C .
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Continuando con los elementes repreductivos de los machos recién capturados, tanto el porcentaje de
cspermatozoides nonmales como el de anormales mostrd correlacion sigmficativa con el nivel de
triacilgheéndos y de colesterol, siendo la correlacién positiva para céiulas normales y negativa para los
anormales (Tabla 5) Los lipidos plasmaticos se encuentran involucrados tanto en ef metabolismo
energético como en la formacion de membranas y de hormonas durante los procesos de crecimiento y
reproduccion. Asi mismo para el desarrollo gonadal el colesterol es importante como precursor de
hormonas esteroides (Teshima er of., 1997). En el cangrejo azul, Cullinectes sapudus la
esteroideogénesis ha sido demostrado por la conversion de H-progestorona a testosterona en
homogenados de la plindula androgémica. La glandula androgénica de crusticeos es la unidad
encargada de la produccién de hormonas que determinan la masculimdad y posiblemente participa
durante ¢l proceso de maduracion de los espermatozoides (Browdy, 1992, Alfaro, 1994). Desde ¢!
punto de vista practico, Ia comelacion encontrada entre estos parametros plasmaticos y la condicion
reproductiva de los machos podria ser de utilidad en los laboratorios de produccion de postlarvas, como

posible indicador de la capacidad reproductiva de los machos.

I.a relacion existente entre los lipidos evaluados y la condicion reproductiva de los machos también fue
observada en el andlisis comparativo entre los machos recién capturados con presencia y ausencia de
espermatoforo (Tabla 3). Los niveles de colesterol, GA y glucosa en los organismos sin
espermatdforo fueron significativamente mayores (# <0.05), posiblemente una mayor demanda de
estos sustratos durante el proceso de regeneracion del espermatéforo esté relacionado a menores

concentraciones en el torrente sanguineo o hemolinfa.

LLa comparacién de los niveles bioquimicos entre hembras de 1. vannamei de pocos y multiples desoves
revel6 que os niveles de TGA, proteinas totales y carbohidratos en la hemolinfa y proteinas en el
ovario fueron mayores en las hembras con muchos desoves, lo cual fue asociado a una mayor eficiencia
de asimilacién, almacenaje y movilizacion de nutrientes (Palacios et of., 1999). Esto dltimo concuerda
con la idea de que los machos durante el proceso regenerativo del espermatéforo pudieran presentar
mayor uso de los sustratos metabolicos, pero es necesario medir los indices bioquimicos a nivel de
tejido para determinar €l destino y almacenaje de los nutrientes. Sin embargo, los métedos utilizados en
este trabajo pudieran representar una forma rdpida y econtmica de hacer una evaluacion de la

movilizacidn de sustratos de importancia reproductiva,
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Castille y Lawrence (1989), estudiaron los patrones de movilizacion de los nutrientes tomando en
cuenta las estrategias reproductivas de los camarones del Atlintico En /[. seriferws, una especie que
habita ¢n apuas costeras se observé una mayor movilizacion de los lipidos hacia las gonadas a
diferencia de ». uztecus que habita en aguas mas profundas y por la tanto que enfrenta condiciones
menos fluctuantes, en donde la movilizacion de tos lipidos hacia la génada fue mucho menor. Estos
resultados ponen en evidencia que el ahmento, més que las reservas orgdnicas, podria ser la fuente de
nutrientes mas importante para la maduracion en F. astecus. En el mismo estudio el indice de proteinas,
carbohidratos y lipidos fue mayor ¢n los testiculos de /.. setiferus, pero mayores en el vaso deferente y
el ampula terminal de £, aztecus. Es probable que estos indices, estén relacionados con el proceso de la
maduracion de ios espermatozoides, antes de ser transferidos a la hembra en el caso de las espectes de
télico abierto y dentro del recepticulo para las especies de télico cerrado. Estos resultados revelan que
la movilizacion de los nutrientes en los reproductores esta intimamente relacionada con el proceso de
maduracion gonadal, para los machos evaluados ahora corresponderia con la regeneracién del

espermatdforo.

En ¢l presente estudio se observaron correlaciones significativas entre tos metabolitos y la capacidad
osmética {CO-HIPO) de los camarones de la linea base (Tabla 5). En el caso de la glucosa y del
colesterol 1a asociacién con la CO-HIPO podria ser originada durante el trinsito de las moléculas
orgénicas de origen alimentario a la hemolinfa (Lignot ef al, 1999). En cuanto a la correlacién
encontrada entre la CO-HIPO con las proteinas y con ef calcio, podria estar asociada con el papel que
tiecnen ambos como componentes osmoticamente activos, los cuales pueden aumentar o disminuir la
osmolaridad de la hemolinfa (Ferranis er al., 1994). En un esiudio realizado con juveniles de L.
vannameiy . setiferus ahmentados con diferentes niveles de proteinas y expuestos a distinta salinidad
(15 y 40 %o), la concentracién del amonio interno y de proteinas en la hemolinfa, junto con la actividad
de la glutamato deshidrogenasa, enzima clave en la deaminacién oxidativa de Jos amino 4cidos,
indican que los anmuno &cidos provenientes de la degradacion de las proteinas dietéticas fueron
utilizados para la regulacion osmotica en los organismos mantenidos a 15 %, en los cuales se obtuvo el

mejor crecimiento (Rosas e af., 2000a).

De acuerdo a Claybrook {1983) muchas espectes eurihalinas responden al cambio de salinidad en el
medio, por medio de alteraciones en ¢l contenido de amino dcidos libres (AAL) de sus tejidos, ia
generalidad de esta respuesta indica una disminucién especialmente de glicina, prolina, alanina y
glutamato ¢n los tejidos, la disminucion es seguida por un aumento de los AAL en la hemolinfa. Esta
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disminucion en el pool de AAL, pudiera deberse a su excrecién, a su incorporacion a proteinas o a
péptidos, o al catabolismo, ya sea por oxidacion total o por la conversién a otros constituyentes. La
asociacion significativa entre la CO-HIPO y los hemocitos (CG y CSG) registrada en los machos recién
capturados (Tabla 5), pudiera revelar la participacion de los amino 4cidos de los hemocttos en la
regulacion osmatica de la hemolinfa. Para (. muenas se ha establecido que cerca de la mitad del total

de AAL estd localizado dentro de los hemocitos (Claybrook, 1983).

l.a autorregulacién es el principal atributo de la materia viviente, la cual se realiza por medio de
mecanismos homeostaticos en el sentido utilizado por Claude Bemard, donde el control homeoestatico
representa una ventaja adaptativa, puesto que el range de influencia externa que un organismo puede
tolerar depende de la capacidad amortiguadora de sus mecanismos compensatorios y donde el grado del
control homeostatico determina la explotacién y la radiacion de las especies en el ambiente (Sima y
Vétvicka, 1990). Desde este punto de vista integral, las correlaciones encontradas entre la capacidad
osmoética con las células esperméticas (normales, anormales y muertos) pudieran ser consideradas de
forma homeostatica ya que la capacidad osmotica ha sido propuesta como un indicador del estado
fisiolégico de los camarones, que permite revelar modificaciones fisioldgicas reversibles como

consecuencia de estrés no letal de poca duracion (Aquacop ef of., 1992).

Las correlaciones entre los diferentes tipos de hemeocitos y el namero total de hemocitos (Tabla 5),
pudiera reflejar la interrelacién entre la concentracion de los subtipos celulares y los procesos de origen
hematopoyético que permiten mantener los niveles de hemocitos para llevar a cabo las diversas
funciones fisiologicas € inmunes. La correlacién entre las células semigranulares y la actividad de
fenoloxidasa total (Fo+proFo/TH) debe obedecer a la localizacién de los elementos del sistema
fenoloxidasa en las células granulares de las crustdceos {Ashida y Soderhall, 1984; Johansson y
Saderhall, 1985), por lo que las correlaciones observadas son posibles en términos de la funcionalidad

de estos procesos.

1. Organismos mantenidos en cautiverio

El deterioro de la calidad reproductiva en los machos de camardn mantenidos en cautiverio ha sido
investigada ampliamente (Brown et al., 1979; Chamberlain ef al., 1983; Talbot ef al., 1989; Alfaro,

1993; Pratoomchat et al., 1993). Los estudios hasta ahora indican que la disminucidn de fa condicion
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gonadal de los machos es coman, pero que €] camarén blanco del Golfo de Méxice, L. setiferus parece

ser mas susceptible que otras especies (Bray ¢t af., 1985, Leung-Trujillo y Lawrence, 1991).

La observacion de que los reproductores en los sistemas de cultivo frecuentemente estaban expuestos a
mayores temperaturas que en la naturaleza, marcé el preambulo de algunas investigaciones acerca de
su efecto sobre la calidad reproductiva (Bray of ul,, 1985). Hasta ahora, se ha evaluado el efecto de la
temperatura sobre la degeneracion (26 “C y 30 °C)y la regeneracion del espermatéforo (25 °C, 30 °Cy
33 “C) de los machos adultos de /. svrferus (Pascual of of., 1998). Los resultados revelan que durante
30 dias, los camaroncs mantenidos en 12 menor temperatura {27 °C) no presentan el SDARM, a
diferencia de aquellos que estuvieron en 31°C y 33 °C, en los cuales estuvo presente tanto ¢l sindrome
de degeneracion como el de melanizacidn, siendo de mayor magnitud en la mayor temperatura. Por lo
tanto, en la presente investigacion se utilizoé la temperatura de 33 °C como un mecanismo activador,
con la intencion de acelerar las alteraciones frecuentemente observadas en los machos de L. sefiferus
manienidos en cautiverio {aproximadamente de dos a tres semanas} a menor temperatura, y asi poder

evaluar variables metabélicas ¢ inmunes en relacién al deterioro de la calidad reproductiva.

Para los organismos poiquilotermos, la temperatura es un factor controlador de las funciones
metabolicas que afecta de manera directa la actividad enzimatica y los requerimientos de energia (Fry,
1947). Los machos de /. sefiferus mantenidos en cautiverio por diez dias a 33 °C mostraron un
incremento significativo en el porcentaje de alimento consumido con respecto al tempo (Tabla 5), el
cual concuerda con los resultados obtenidos en Pafermonetes pugie, donde el incremento en la tasa de
ingestion estuvo asociado al aumento de la temperatura (15 a 18 °C) (Vernberg y Piyatiratitivorakul,
1998} En un estudio paralelo realizado con machos de /. setferus expuestos a 27 °C y 31 °C se pudo
observar que la cantidad de alimento ingerido y la tasa de absorcién de energia aumentaron con
relacion a la temperatura v al tiempo de aclimatacion (5 dias), indicando que los procesos de obtencion

de energia se incrementan conforme los organismos se ajustan al ambiente de cultivo {Sanchez, 2000).

Si bien la temperatura acelera la tasa de ingestion, la asimilacion det alimento es influenciada por otros
factores como la concentracion y el tipo de alimento, los factores ambientales o los intrinsecos al
estado fisiologico del organismo (Rosas et al., 1995b; Venberg y Piyatratitivorakul, 1998). En el
presente estudio los machos de L. serfferus mantenidos en cuativerio mostraron pérdida de biomasa (#
< 0.05) a lo largo de la prueba a pesar del incremento significativo en ¢l porcentaje de ingestion (Tabla
5) Estos resultados coinciden con el comportamiento obscrvado ¢n las hembras de f. vanname:
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ablacionadas, cuya tasa de ingestton también aumento y la perdida de tcjido observado se considerd
una consecuencia del incremento de la demanda de energia impuesto por la ablacion (Palacios ef al.,
1999). En ¢l caso de los machos de /. sctiferus mantenidos en cautiverio por diez dias, el incremento
de la demanda de cnergia puede originarse por el despliegue de mecanismos compensatorios durante el

proceso de aclimatacion a fas condiciones del laboratorio y a la temperatura de 33 *C.

El comportamiento de los indicadores bioquimicos concuerda con la idea del uso de las rescrvas
energéticas. En ¢l presente estudio se observo que la concentractén de glucosa se mantuvo constante
(0.18 mg/mL) hasta el dia cinco, cuando disminuy6 un 67.4% (Figura 7). Las oscilaciones observadas a
partir de ese dia en los mveles de glucosa podrian revelar la activacion de mecanismos de
compensacion que permiten mantener la concentracion de glucosa observada en los organismos recién
capturados (0.21 mg/mL). Estos mecanismos pudieran estar actuando cn los camarones puesto que la
concentracién de glucosa para cl dia diez se restablectd en un 70%. La capacidad de los camarones de
habttuarse a ciertas condiciones de estrés fue observada en juveniles de P. monoden expuesto a altas
densidades. En ese estudio, los niveles de glucosa no presentaron diferencia significativa con los
valores iniciales después de que lfos camarones estuvieron expuestos a altas densidades por cuatro
semanas (Hall y van Ham, 1998). Los mecanismos de compensacion observados en F. monvdon
pudieran actuar de la misma manera en L. sefiferus, permiticndo a los cararones regular los niveles de

glucosa durante el proceso de aclimatacion,

La regulacion del metabolismo de carbohidratos es fundamental durante la vida de los crusticeos
debido a su participacién en el proceso de muda, el glucbgeno sirve esencialmente para la sintesis de
quitina (Van Wormhoudt y Bellon-Humbert, 1996). E1 86.9% de los machos de L. sefiferus analizados
en el experimento de cautiverio se encontraban en intermuda (C), etapa en la cual de acuerdo a Chan et
al. {1988), han sido registrados los mayores niveles de glucosa en la hemolinfa, lo cual coincide con el
crecimiento del tejido y el almacenamiento de las reservas. La regulacion de los niveles de glucosa en
Ja hemolinfa observada en los machos de L. setiferus a lo largo del experimento puede ser relacionada a

5108 procesos.

Los niveles de proteinas y de glucosa en la hemolinfa de los machos de /. sefiferus fluctuaron de
manera similar durante el experimento, la concentracion de proteinas decae significativamente (53%) al
mismo tiempo que la glucosa (Figura 7). A partir del dia ocho ¢l nivel de proteinas fue completamente
restablecido indicando que los organismos fueron capaces de compensar el metabolismo de las
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proleinas, asi como el de los carbohidratos. Esta respucsta compensatoria fue también observada en un
estudio paralelo en donde los machos adultos de /. setiferus expuestos a 27 °C y 31 °C, utilizaron a las
proteinas como sustrato metabolico, independientemente a la temperatura y el tiempo de achmatacion
(5 dias), poniendo en evidencia que la cantidad de energia necesaria para la degradacion de las

proteinas se mantiene constante (Sanchez, 2000).

En los procesos de maduracion gonadica los triacilglicéridos han sido considerados como un tndicador
fisioldgico en camarones hembras, y en las larvas representan las reservas energéticas mis importantes
durante la embriogénesis (Angus, 198%. Palacios et k., 1999). En los machos de [. setiferus
mantenidos en cautiverio a 33 °C sc observd una disminucion en los TGA del 62% el dia cinco de la
prueba, lo cual podria revelar el uso de los sustratos energéticos de reserva (Figura 7). Después del dia
ocho tos niveles de TGA cn 1a hemolinfa logran restablecerse en un 100%, sugiriendo que por medio
de la cetogénesis pudieron haber sido compensados los niveles de TGA 2 partir de los aminoécidos
provenientes del musculo. La pérdida significativa de peso observada en estos organismos en el dia

nteve concuerda con esta hipotesis (Tabla 8).

El metabolismo anaerobio puede ser activado por varias razones, entre las que sobresalen la
disponibilidad de oxigeno y algunas condiciones de estrés. Bajo condiciones de excesiva actividad
muscular, las células trabajan anaerébicamente reduciendo el piruvato a lactato. A traves de la
membrana el lactato almacenado en la célula, puede ser difundido ai entomo como desecho metabolico
(Zubay, 1983). Para los crustaceos, los niveles de lactato en el misculo y en la hemolinfa han sido
asociados a condiciones de estrés, como la manipulacion y el traslado (Spotts y Lutz, 1981, Paterson,
1993). En los machos de /.. setiferus mantenidos en cautiverio, se observé un pico en la concentracion
de lactato el dia siete, el cual fue asociado a ta necesidad de reacomodar a los organismos en fas tinas
experimentales la tarde del dia seis (Figura 7). Dado que el nivel de lactato s restablecido para ¢l dia
ocho, y coincide con la recuperacion en los niveles de glucosa, es posible que el lactato en alta
concentracién fue reoxidado a piruvato y constituido en glucosa por la via gluconcogénica. El valor
promedio de los machos mantenidos en cautiverio por 10 dias es igual al de los Organismos

recientemente capturados (0.08 mg/mL).

El acoplamiento de los procesos quimicos involucrados en el uso de la energia, algunas veces presenta
una secucncia parcial comun, la cual funciona en una direccidn para la sintesis (anabolismo) y en ¢l
camino opugsto para ta degradacion (catabolismo). Los mecanismos de control homeostitico
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intervienen en los procesos quimicos para mantener activas fas funciones celularcs (Zubay, 1983). De
acuerdo a Le Moullac ef al. (1994) la expresion de tres diferentes amilasas implica que los camarones
tienen una alta capacidad para degradar los carbohidratos. El uso de las proteinas y de los acidos grasos
como fuente de energia también ha sido documentada (Dall y Smith, 1986; Rosas et al., 2000b). Para
abastecer el incremento de la demanda metabdlica en condiciones de ayuno o ante un metabolismo
acelerado las proteinas tisulares son degradadas y los amino 4cidos son liberados a la hemolinfa.
Posteriormente los amino 4cides pueden ser desanimados y oxidados para obtener energia. Algunos
amino #cidos desanimados son iguales a los productos de la glucolisis, por ejemplo, la alamna
desanimada es ¢l acido pirivice, el cual posteriormente puede convertirse en glucosa o en acetil-CoA
que a su vez, puede polimerizarse para formar écidos grasos {(Zubay, 1983). Los niveles de proteinas,
glucosa, vy TGA en la hemolinfa de los machos de /. sefiferus mantenido en cautiverio (10 dias),
muestran una recuperacién en el dia ocho {Anexo 7), la cual puede ser relacionada con el use de las
reservas del tejidos muscular, ya que se observé una disminucién significativa det peso de los

organismos al final de la prucba (Tabla 8).

La disminucién del peso de los machos y el comportamiento de los metabolitos durante el bioensayo,
reflejan ta falta de conocimiento sobre fos requerimicntos nutricionales de los machos durante el
proceso reproductivo. Los trabajos en los cuales se logré mantener la calidad reproductiva de los
machos de L. setiferus a partir de bajas temperaturas, coinciden con el suministro de alimento fresco,
incluyendo gusanos (Pontodrilus sp y Amaricanapus sp) (Bray ef al., 1985; Pascual et al., 1998). Es
posible que una fuente de 4cidos grasos halla afectado positivamente el desarrollo gonadal,
considerando la participacién de los lipidos como proveedores de energia y de nutrientes esenciales
como esteroles y fosfolipidos. Sin embargo, las investigaciones desarrolladas hasta ahora en este
sentido no han logrado detener ¢l deterioro de la calidad reproductiva de fos machos mantenidos en

cautiverio a través de los componentes incluidos a la dieta (Alfaro, 1990).

Los machos de {.. setiferus durante el experimento fueron alimentados a partir de calamar y de dieta
peletizada especial para maduracion (Microfeast 608). La composicién quimico proximal del calamar
en base seca, indica que la porcién lipidica tan solo constituye el 5.5%, mientras que las proteinas
representan el 71% y los carbohidratos ¢l 11%, por su parte el alimento peletizado especial para
maduracion, es rico en lipidos (14.6%), pero lamentablemente no fue bien aceptado por los machos en
el presente estudio, solo el 3.6% del alimento consumido lo constituyd la dieta comercial. A lo largo
del bioensayo se observd una perdida de peso cn los machos de /L. settferus y un disminucion
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significativa en todos los metabotitos evaluados en la hemolinfa (Anexo 7), por lo cual consideramos
que el alimento suministrado no logro abastecer la demanda energética de los organismos mantenidos
en cautiverio por 10 dias a 33 °C. Para lograr manejar la maduracion y la reproduccion en cautiverio es
indispensable conocer el requenmicnto de proteinas, lipidos y carbohidratos de los reproductores,

tomando en cuenta que éste sea con mucha probabilidad especie y sexo especifico.

El colesterol como precursor de hormonas esteroides, ¢s uno de los elementos necesarios durante la
maduracidn gonidica, y su requerimiento en el caso de los crusticeos es cubterto por via dietética
(Teshima ¢t al., 1997). En los machos de L. sefiferus mantenidos en cautiverio a 33 °C, se observd una
relacién entre la concentracion de colestero! y la calidad reproductiva. Los niveles de colesterol a partir
de! dia tres disminuyeron en un 52.6% (# < 0.05), mientras que el porcentaje de espermatozoides
normales diminuy6 en un 65% a partir dcl mismo dia (£ < 0.05). A lo largo del experitmento los niveles
de colesterol en 1a hemolinfa no tograron restablecerse {Anexo 7), como tampoco el porcentaje de
espermatozoides nomales { Anexo 6). La similitud en el comportamiento del colesterol y de la calidad
reproductiva durante el experimento, pone de manifiesto la implicacion del uso de los nutrientes en los

procesos reproductivos.

l.a dramatica disminucion en la produccion de espermatozoides y el alto porcentaje de espermatozoides
ancrmales observados en los machos de L. sefiferus a partir del dia tres del experimento, concuerda con
la descripcion del sindrome de degencracién del aparato reproductor de los machos adultos (SDARM)
{Chambertain ef af., 1983, Talbot et al., 1989). Aunque la causa de este sindrome permanece incierta,
ha sido relacionada a cuestiones endécrinas y parece particularmente sensible al estrés causado por el
cautiverio (Alfaro, 1990) La disminucién de la calidad espermética ha sido asociada a la parcial o total
desaparicion de las secreciones glandulares en el ampula, las cuales se consideran responsables del
mantenimiento de los espermatozoides (Talbot er ol., 1989). En organismos expuestos a temperaturas
mayores a 27 °C es posible gue los mecanismos relacionados con la funcién de estas glandulas se vean
afectados {Pascual et al, 1998). Esta idea concuerda con la aparicidn de espermatozoides muertos desde
al dia cinco hasta el final del bicensayo en los machos mantenidos en cautiverio por 10 dias a 33 °C

(Anexo 6).

De acuerdo con Alfaro (1993), el proceso de maduracion en los machos peneidos se desarrolla en tres
niveles independientes. 1 pnimero ¢s fa maduracion testicular la cual produce espermatozoides
inmaduros. El segundo nivel actua cn el vaso defcrente, donde se terminan de madurar los
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espermatozoides al ser polimerizada la cola y donde se realizan las secreciones que conforman las
paredes acelulares del espermatoforo. En el tercer nivel se realiza la sintesis del espermatéforo dentro

del ampula terminal, en donde es empaquetado el producto final

En los machos manterudos en cautiverio fueron observadas células anormales de doble cabeza o
malformaciones en la cola, lo cual podria indicar alteraciones en los mecanismos reguladores del
proceso de maduracion a nivel del vaso deferente, posiblemente en la glandula androgénica. La
apanencta deteriorada de! espermatéforo de los organismos muestreados el dia siete del experimento,
revela alteraciones macroscopicas en la ultima seccién de la génada. En los espermatoforos extraidos
se encontraron estructuras de anclaje poco definidas o debilitadas y el material aglutinante con cambios

en la textura perdiendo adhesividad, revelando alteraciones a nivel det ampula terminal.

El deterioro macroscopico del espermatéforo esta asociado a diferentes condiciones en donde
sobresalen el tiempo de cautiverio, temperaturas mayores a 27 °C |, ta inocilacion de bacterias en el
gonoporo o en el agua de cultivo y la obtencidn de espermatéforos manualmente o por
electroestimuiacion (Chamberlain e o/, 1983; Sandifer ef al, 1984; Rosas er al,, 1993). En algunos
casos las alteraciones visibles en el espermatéforo son generadas por un cuadro infeccioso, €l cual es
caracterizado por el oscurecimiento de las estructuras reproductivas y es definido como sindrome de
melanizacién del aparato reproductor (SMAR). La melanina esta presente debido a la activacion del
sistema profenoloxidasa por moeléculas microbianas (Alfaro, 1993). En ¢l presente estudio, sdlo fue
detectado un organismo con inicio de melanizacion (Estade 2) en el dia diez del bioensayo, lo cual
concuerda con el proceso de melanizacion registrado en los organismos expuestos a 30 °C (Pascual et
al., 1998).

La marcada disminucién en la calidad reproductiva de los machos mantenidos en cautiverio, sefiala
posibles alteraciones en los mecanismos reguladores del proceso de maduracion. Parece ser que el
tiempo de cautiverio y la temperatura alta (33 °C) actdan sobre el sistema endocrino del organismo.
Como consecuencia uno de los eventos que pudo ser alterado es el ciclo de la muda, el cual es
clasicamente regulade por hormonas (ecdisteroides). La hormona inlibidora de la muda (HIM) es un
neurotrasmisor que se onigina en el complejo neuroendderino, glindula sinusal-organo X, localizada en
el tallo del pedincuto ocular. La HIM inhibe la esteroideogénesis a traves de receptores especificos de
alta afinidad en la membrana de las células del organo-Y, en donde se produce la hormona promotora
de la muda {(HPM) (Scfiani er of, 1996, Palacios, 1999). La glandula sinusal participa en otras
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importantes funciones metabolicas, como la produccion de la hormena inhibitoria de a génada (HIG)
Las alteraciones fisiologicas normalmente asociadas al proceso de muda fueron observadas en los
machos de /. sefiferus recientcmente capturados (Tabla 2) pero no en los organismos mantenidos en
cautiverio. Quiza las respuestas metabolicas desplegadas a partir de las condiciones de cautiverio a 33
°C afectaron a nivel de la actividad enzimatica penerando suficientes alteraciones sobre los
componentes de la hemolinfa como para no distingwir los cambios generados por ¢l proceso de muda

(Tabla 7) o tal vez afectd directamente los mecanismos reguladores del proceso de 1a muda.

La liberacion de aminas biogénicas fue la respuesta bioguimica inicial ante condictones de estrés en (-
maenas (Luschen er af., 1993), estas moléculas han sido postuladas como meduladores de la liberacién
de varias neurohormonas del tejido neuroendocrino de los crustaceos. Por ejemplo, la serotonina (5-
HT) estimula la liberacion de la hormona hiperglicemiante de los crustaceos (HHC), la cual se origina
en la glandula sinusal y estimula la glucogenolisis a nivel del miasculo y en el hepatopancreas e mhibe
la sintesis de glucogeno (Lischen et al, 1993). Adicionalmente la 5-HT ha sido propuesta como
modulador de! desarrollo de los ovanos de varios crustaceos al estimular la liberacion de fa hormona
promotora de fa gonada (HPG) {Fingerman et a/l., 1994). El cardcter multimoderador de las aminas
biogénicas revelan la profunda asociacién entre los procesos involucrados en abastecer el

requerimiento cnergético y los procesos reproductivos.

En los crustaceos, la sintesis y la liberacién de hormonas reproductivas esta en funcion de factores
exdgenos como la temperatura y de factores endégenos como el estado de desarrolio, el estado de muda
v las reservas energéticas necesarias para suplir el costo de la maduracién gonadal. En el medio natural
el ciclo reproductivo se encuentra sincronizado con la calidad y disponibilidad de! alimento (Castille y
Lawrence, 1989). En este sentido las alteraciones de los metabolitos y de la calidad reproductiva en los
machos de [. setferus mantenidos en cautiverio, concuerdan con la integracién funcional de la

respuesta fisioldgica ante una condicién de estrés.

El pape! adaptative de la hormona hiperglicemiante ha sido referido con base en diversos estudios en
donde se registron altos niveles de glucosa bajo condiciones de estrés (Webster, 1996). Al parecer la
concentracion de lactato promueve la liberacion de la HHC mientras que los niveles de azicar en
sangre la inhibe (Santos y Keller, 1993). El alto nivel en la hemolinfa de lactato el dia siete pudo haber
estimulado la actividad de ta HHC y la recuperacion de los niveles de glucosa observados ¢l dia ocho
podrian sumarse a esta hipdtesis
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El complejo mecanismo de control que opera en la homeostasis de carbohidratos, se ve reflejado en la
posible doble funcion de un peptido, como HHC y como HIM. En términos fisiologicos, la existencia
de un simple peptido que regule la muda y los niveles de glucosa en hemolinfa puede estar relacionado
con la clasica multifuncionalidad de muchas hormonas (Sefiani ¢r af., 1996). Bajo esta perspectiva
resulta congruente encontrar consistencia entre las alteraciones en los sustratos energéticos de la

hemolinfa y en la calidad reproductiva en los machos de /.. scfiferus mantenidos en cautiverio.

El estado fisiologico de los organismos determina no solo su desempefio reproductivo, sino su
capacidad de crecimiento y la susceptibilidad que presentan ante las enfermedades. Un estudio
reahzado con P. monodon revela que bajo condiciones estresantes la concentracién de magnesio (Mg)
actia como indicador de estrés. El Mg al igual que otros iones es regulado activamente y los cambios
en los niveles de la hemolinfa pueden generarse por dafios en las branquias o por disfunciones
osmoreguladoras causadas por el estrés (Hall y van Ham, 1998). Las correlaciones encontradas entre la
capacidad osmotica y los componentes de la hemolinfa de los organismos recién capturados se pierden
en los organismos mantenidos en cautiverio a 33 °C reflejando una posible alteracion en los procesos

osmoreguladores {Tabla 10).

Desde hace tiempo ha sido estipulada la correlacidn entre el nivel de Mg en hemotinfa y 1a actividad
gereral en los decdpodos (Tentori y Lockwood, 1990). En un estudio realizado con Macrobrachium
amazonicum s¢ observo que la temperatura afecta la concentracion de Mg en la hemolinfa (Zanders y
Rodriguez, 1992). Las fluctuaciones de este ion tienen a su vez implicaciones sobre el sistema de
defensa, pues en algunos camarones la actividad de fenoloxidasa aumenta por los iones divalentes de
Ca y de Mg, y es fuertemente inhibida por las altas concentraciones de estos mismos iones (Perazzolo y
Barraco, 1997), En los machos mantenidos en cautiverio, el patrén de comportamiento de la actividad
de fenoloxidasa en plasma y ia actividad de fenoloxidasa total en el degranulado de hemocitos
(FO+proFQ) podrian obedecer a controles metabélicos compensatorios (Figura 6). Debido a que la
actividad de proFO en plasma coincide con el patrén de comportamiento de los niveles de proFO total
en los hemocitos, quizd los procesos de sintesis de los componentes de sistema fenoloxidasa y su

liberacion se encuentran intimamente asociados.

La comunicacién inmuno-neuronal ha quedado establecida en moluscos (Aplasia cafifornica), donde la
actividad de los hemocitos fue influenciada por sustancias enddgenas, io cual concuerda con sus
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factores neuroactivos (Clatworthy, 1996). Las células con vesiculas o granulos deben de responder a las
moléculas especificas que generan una exocitosis regulada, como sucede en las células granulares de
las camarones, en donde estan compartimentalizados los componentes del sistema profenoloxidasa
{Johansson y Soderhall, 1989) Bajo condiciones de estrés se ha observado que la actividad de
fenoloxidasa aumenta independientemente a la disminucién en el numero de hemocitos, lo cual ha sido
cxphicado a partir del gjuste de los reguladores plasmaticos del sistema, como son la az-macroglobulina
y el inhibidor de tripsina. l.a a;-macroglobulina puede atrapar a la serin proteasa, sin desactivaria
como lo hace ¢l inhibidor de tripsina, la serin proteasa es la cnzima cncargada de aclivar la
profencloxidasa en fenoloxidasa, ésta peculiaridad del mecanismo regulador de la a;-macroglobulina
explica los resultado obtenidos donde Ia mayor actividad de la a;-macroglobulina coincide con niveles
mayores de actividad de fenoloxidasa en camarones mantenidos bajo condiciones de hipoxia (Le
Mouliac er oi., 1998). El ajuste en los mecanismos reguladores del sistema bajo condicion de hipoxia
concuerda con la hipotesis generada en el presente trabajo acerca de 1a regutacién metabolica sobre el

sistema profenoloxidasa en machos mantenidos en cautiverio a 33 °C.

En los machos de /. setiferus mantenidos en cautivenio por 10 dias, la cantidad de células
semigranulares y la actividad de proFO (FO+proFO/TH) presentaron correlacion significativa. La
actividad de proFO por su parte mostrd asociaciones con los triacilglicéridos, con el colesterol y con las
células hialinas (CH) (Tabla 10). Estas correlaciones no fueron encontradas en los organismos recién
capturados. Es posible que la interaccién entre la acttvidad de proFO y los componentes lipidicos se
base en la capacidad de los 4cidos grasos y fosfolipidos de activar el sistema fenoloxidasa (Nellaiappan
y Sugumaran, 1996). La activacion mediada por lipidos representa una ventaja en circunstancias de
dafio tisular, mientras que la asociacion encontrada con las CH quizd obedece a la participacion de los
componentes del sistema fenoloxidasa en la respuesta mmune, como la produccion de factores
opsbnicos y su intervencion en la comunicacion celular para algunos mecanismos multiméricos de

defensa (Smith y Soderhall, 1986; Soderhill ef al., 1986; Soderhall, 1992).

Durante el proceso de aclimatacién es posible que las sefales neuronales que responden a las
condiciones del laboratorio generen la activacion de mecanismos de compensacién a nivel del
metabolismo en general incluyendo el sistema enddernino y el sistema inmune de los machos de /.
setiferus . Esta idea concuerda con los ajustes de los reguladores del sistema fenoloxidasa observados

en F. stylirostris bajo condicion de hipoxia (Le Moullac «f al., 1998), o los cambios en la respuesta

55



celular observada en los organismos expuestos a cambios drasticos de salinidad y de temperatura
(Fisher y Roger, 1986, Fisher et ul., 1987, Fisher y Tamplin, 1988). El sindrome de melanizacion del
tracto reproductive de los machos puede ser generado en parte, por una mayor susceptibilidad hacia las
infecciones, la cual podria ser explicada a partir de los ajustes en el sistema de defensa y/o por una

condicion nutricional inadecuada.

De acuerdo a las observaciones a nivel de microscopia electrénica realizadas por Dougherty ¢f al.
(1987), en Jos espermatéforos melanizados de /.. vannamer s¢ han observado gotas de melamuna cn los
granulos intranucleares de los espermatozoides degenerados (sin cola) y en los de apariencia normal. A
partir de las observaciones en los componentes del espermdtoforo los autores proponen la sigente
secuencia de eventos; acumulacién de melanina por espennatozoides normales, depolimenzacion de la
cola de los espermatozoides con presencia de melanina intranuclear y finalmente la degeneracion de las

células espermaticas.

Recientemente se ha observado en los machos de L. sefiferus expuestos a 27 °C y 31°C un aumento en
la actividad de fenoloxidasa asociado al proceso de aclimatacidn (Sanchez, 2000), el cual fue
relacionado con las alteraciones observadas en el sistema de profenoloxidasa bajo condiciones de estrés
(Le Moullac et af., 1998; Vargas-Albores ef al., 1998). Tal alteracion pudiera estar relacionada con la
acumulacion intranuclear de melanina de las células espermiticas afectando !a calidad espermatica. El
aumento de la actividad de proFO en organismos estresados concuerda con la sintomatologia del
sindrome de melanizacién, el cual ha sido observado sobre 1odo en machos expuestos a condiciones de
estrés, como la electroestimulacién o temperaturas mayores a 30 °C, en los cuales el porcentaje de

espermatozoides anormales aumenta dristicamente.

En la presente investigacion la calidad reproductiva disminuyé principalmente por la presencia de
espermatozoides anormales y muertos. Con respecto al SMAR solo fue encontrado un macho en estado
inicial de melanizacion en el dia 10. Al mismo tiempo se obtuvieron evidencias de que el
espermatéforo pudiera estar degenerandose a partir del dia 7 pues se observd que algunas de las
estructuras del espermatoforo (alas y el material aglutinante) estaban mal definidas 6 habian perdido su
funcionalidad y consistencia. Estas alteraciones posiblemente obedezcan a la secuencia propuesta por
Dougherty et al. (1987), en la que la degeneracion y la melanizacion pudieran ser diferentes etapas de
un mismo fenémeno. Desafortunadamente las apreciaciones a nivel macro y microscopicas efectuadas
en esta investigacion no pueden confirmar la presencia de melanina en la masa espermatica ni en los
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espermatozoides Futuras investigaciones deberian encaminarse en este sentido, con el fin de dilucidar
los mecanismos fisioldgicos € inmunes involucrados en la secuencia de eventos que ocurren a nivel de
las células germinales y que se expresan a través de los sindromes del aparato reproductor de los

machos de camarones peneidos.

Por otro lado, en los camarones mantenidos en cautiverio a 33 °C la concentracién de hemacitos
presentd una marcada disminucion a partir del dia cuatro, la cual coincide con la disminucién de los
mectabolitos (Anexo 7) y en particular con la concentracion de glucosa, obedeciendo posiblemente a Iz
participacion de las células sanguineas en el almacenamicnto de carbohidratos y como fuente de
glucosa en hemolinfa (Jonhston y Spencer, 1972; Santos y Keller, 1993). A su vez, la relacion entre las
células sanguineas y los acidos grasos en los camarones ha sido propuesta durante el proceso de
reabsorcién de nuirientes a nivel de los ovarios para ser transportados via hemocitos al hepatopéncreas
(Lee y Walker, 1995). Al igual que en los organismos recién capturados la interaccidn entre las células
granulares y la actividad de fenoloxidasa fue observada en los machos mantenidos en cautiverio
(Figura 6). El dia seis las células granulares de la hemolinfa presentaron una disminucién del 46%,
mientras que la actividad de fenoloxidasa alcanzé su valor mas bajo en ese dia (Figura 5) . Estos
resultados coinciden con la disminucién en Ia actividad de fenoloxidasa observada en f. vanname:
mantenido a 32 °C (Vargas-Albores ef al., 1998). Por esta razén ¢l comportamiento de los hemocitos
en el presente estudio reveld la importancia fisiologica e inmune que estos desempefian, asi como su

posible utilizacién como indicador del estado fisiologico de los camarones.

El deterioro ambiental y tas condiciones de cultivo estdn relacionados con la aparicién de cuadros
infecciosos (Bachere er ul., 1995), ya que el deterioro de la calidad de agua puede generar estrés
fisiologico, lo cual hace a los camarones m4s receptivos a los patégenos (Hall y van Ham, 1998). El
brote y la diseminacion de padecimientos infecciosos representan uno de los mayores problemas que
actualmente enfrenta 1a industria camaronicola. Aunque se ha avanzado en el conocimiento de los
pardmetros ambientales del cultivo y en la identificacion de los organismos que los afectan, se carece
de un método de diagnéstico que permita determinar ei estado fisiolégico de los camarones para

establecer su grado de susceptibilidad al contagio.

En la presente mvestigacton las evaluaciones inmunes y biogquimico-fisioldgicas resultaron consistentes
con 1a calidad reproductiva, tanto en los machos recién capturados como en organismos mantenidos en
cautiverio a 33 "C, reflgjando su posible utilizacton como herramicntas de diagnéstico. Las técnicas
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empleadas para evaluar los componentes de la hemolinfa, el conteo y caractenzacion de los hemocttos,
asi como la calidad reproductiva resultan relativamente sencitlas y baratas, ademas pueden llevarse a
cabo sin sacrificar a los organismos, posibilitando su uso en programas de monitoreo en las granjas

camaronicolas.

El objetivo final de muchas investigaciones esta relacionado con la domesticacion de especies
importantes de camardn y la obtencién de cepas especificas scleccionadas por caracteres de
importancia econdémica, como la adaptabilidad a condrciones extremas de cultivo y la resistencia a
patogenos comunes. El establecimiento de poblaciones cautivas podria permitir €} mejoramiento
genético de los camarones y lograr los benreficios obtenidos en otros grupos de organismos. Por eso
resulta indispensable cerrar el ciclo biologico de 1. setiferus, el cual, acoplado a programas preventivos
que permitan monitorear el ¢stado fisioldgico-inmunoldgico de los camarones en cultivo serian la base
para contar con poblaciones sanas, con las cuales se podria obtener una mayor capacidad bioldgica de
la especie, aumentar la rentabilidad de la actividad productiva y disminuir los riesgos patologicos

cominmente presentes en esta industria.
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Conclusiones

* La cahdad reproductiva de los machos adultos recién capturados de /.uopraucus setiferis y el
estado Inmune, no presentaron diferencias significativas entre las cuatro capturas realizadas de
septiembre a noviembre de 1998.

¢ La concentracion de glucosa en la hemolinfa de los machos de /. setrferus provenientes de
diferentes capturas no presenté diferencia significativa (021 mg/mL), mientras que las
concentracioncs de proteinas, colesterol, tracilglicéridos y calcio, fluctuaron entre los meses,
obedeciendo posiblemente a las variaciones en la historia alimenticia de la poblacion

* Los machos adultos de 1. sciiferus mantenidos en cautiverio por diez dias a 33 °C, presentaron
importantes alteraciones en los componentes de la hemolinfa y una significativa disminucion de la
calidad reproductiva relacionada con las fases iniciales de! sindrome de melanizacién del tracto
reproductivo de los machos.

* El peso de los organismos disminuyé significativamente aunque el consumo de alimento se vio
incrementado (7 <0.05). Revelando que el alimento suministrado (calamar y peletizado comercial
para maduracion} no logré abastecer la demande energética de tos organismos mantenidos en
cautiverio por diez dias a 33 °C

* las evaluaciones bioquimicas en la hemolinfa de los maches de /. setiferus mantenidos en
cautiverio mostraron una importante disminucion de los metabolitos y del calcio a partir del tercer
dia del experimento, las concentraciones en {a hemolinfa de colesterol y de calcio no lograron ser
compensadas a to largo del bioensayo. Por su parte los niveles de glucosa, proteinas y
triacilglicéndos fueron restablecidas en un 70% para el dia diez, revelando la actividad de
mecanismos COmpensalorios.

* Los hemocitos de los machos mantenidos en cautiverio por diez dias a 33 °C presentaron una
disminucién significativa para el dia seis del experimento mientras que la actividad de
profenoloxidasa revelé un patrén de comportamiento en donde no se observaron diferencias
significativas con el valor inicial ni tampoco entre los dias del experimento,

¢ La concentracion de triacilglicéridos y de colesterol en los organismos recién capturados y en los
mantenidos en cautiveno a 33 °C estuvo relacionada a la condicidn reproductiva de los machos
adultos de L. setiferus, revelando su posible uso como indicador del estado reproductivo.

¢ Estos resultados demuestran que en organismos recién capturados y bajo condiciones de cautiverio
las variaciones de los metabolitos son consistentes con las variaciones de la respuesta inmune y con
la calidad reproductiva de los machos de /.. sertferus, lo cual refleja su posible utilizacion como
herramientas de diagnostico para determinar el estado fisiologico de los camarones.
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ANEXO 1. Esquematizacion del aparato reproductor de los machos de P. setiferus.
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ANEXO 2. Esquematizacion del gmpula terminal de los machos de P. setiferus.
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Anexo 3. Comparacion de técnicas para el conteo de hemocrtos

El conteo de hemocitos totales (HT) se evalué por tres vias: manualmente con las cimaras de Neubauer
y la de Malassez, posteriormente de manera automatica a partir de un anahizador de imagenes acoplado
al microscopio utilizando a su vez la camara de Malassez Se compararon los conteos obtenidos para
determinar el método més conveniente para analizar las variaciones de células en la hemolinfa de L.
senferus. En la siguiente figura podemos observar que ambos conteos realizados con la camara de
Malassez no presentan diferencia significativa y varian entre si en ¢l orden del 2%, mentrs que los
conteos efectuados con la camara de Neubauer son significativamente menores (< 0.01) a los

obtemidos con Malassez.

35000 Al
Malasses

T
L

15000 ©  Neubauer
10000 -
5000

0 +

THC {calulas mm)

' Técnicas
|

Figura A. Hemocitos totales * E.S de machos de L.. setiferus realizado por tres métodos:
manuatmente utilizando las cAmaras de Malassez y Neubauer y automaticamente por medio de un

analizador de imdgenes (Al).

Posiblemente €l volumen de muestreo de cada tipo de c4mara; Malassez (0.01 mm’) y Neubauer (0.1

mm®) genera distintas unidades de muestreo derivando en diferencias significativas en los conteos ain al

k]
ser expresados ambos conteos en células/mm’.

Considerando lo anterior los resultados refendos a lo largo del documento como hemocitos totales
(HT) son los obtenidos con el analizador de imagenes utilizando la cimara de Malassez. Los subtipos

celulares fueron determinados manualmente utilizando solamente la cdmara de Malassez.



Anexo 4. Tabla de resultados de los machos de L. setiferus recién capturados

Peso {g)

Capacidad osmética (mOsm/kg)
HT (ceiuiasrmm’)

CG {células/mm”)

CSG (célulasimm®)

CH (células/mm®)

proFO-total (D O. 490 nm)
proFO-totallRT x10*
Triacitglicéridos (mg/mL})
Glucosa (mgimL)

Colesterol {mg/mL)

Lactato (mg/mL)

Calcio (mg/mL)

Proteinas (mg/mL)
Espermatoforo (mg)

Glucdgeno en pegoste {mg/g)
Glucdgeno en masa esp. (Mg/g)
Glucogeno en esp. Total (mg/g)
Porcentaje de normates {(arse)
Porcentaje de anormales (arse)
Porcentaje de Muertos {(arse)
E. Normales x10° écélulaslmL)
E. Anormales x10° (célutas/mL)
E. Muertos x10° {cétulas/mL)

E. Totates x10° (células/mL)

No.

60
60
52
51
51
51
51
43
60
51
60
57
57
59

22
21
13

29
29
29
29
29
29

Promedio Minimo Maximo

33.91
-70.90
74786
5718
3709¢
30545
0.575
0.089
0.445
0.150
1.397
0.083
0.382
491.81
17.96
8.52
717
8.34
51.19
38.68
0.80
1.234
0.614
0.003
1.852

2274

-200.00
31248
1600
12000
10400
0.084
0.000
0.036
0.008
0.461
0.018
0.035
72.66
2.50
0.75
0.49
2.91
1.3
11.80
0.00
0.025
0.075
0.000
0.200

ES

48.57 0.092
59.00 0.903
156586 568.7

10400 38.2
71200 3194
60800 2276
2170 0.008
0.003 0.000
1.081 0.028
0.378 0.010
3.463 0.094
0.216 0.006
0.884 0.023
1568.49 58.794
47.10 0.377
17.32 0.187
13.89 0.181
20.07 0.367
78.10 0.744
78.69 0.741
6.77 0.072
5.000 0.045
2.450 0.023
0.025 0.000
5.375 0.049
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Anexo 5. Tabla de resultados de los machos de /.. sefiferus mantenidos en cautiverio

por 10 dias a 33 °C.

Medicion
Peso (g)
Capacidad osmética (mOsm/kg)
HT (celulasfmm?
CG (células/mm?)
CSG (células/imm®)
CH (células/mm?)
proFO-total (D.O. 490 nm)
proF O-total/HT x10*
Triacilglicéridos (mg/mL)
Glucosa (mg/mL)
Colesterol (mg/mL)
Lactato (mg/mL)
Calcio (mg/mdl)
Proteinas (mg/mL)
Espermatoforo (mg)
Glucdgeno en pegoste (mgl/g)
Glucogeno en masa esp. (mg/g)
Porcentaje de normales (arse)
Porcentaje de anormales (arse)
Porcentaje de Muertos (arse)
E. Normales x10° écélulas!mL)
E. Ancrmales x10° (células/mL.)
E. Muertos x10° (células/mL)
E. Totales x10° (células/mL)

38

Promedio Minimo Méximo
19

28
-29
49040
ar78r
20817
23319
0.520
0.112
0.355
0.159
1.406
0.077
0.622
202.87
183
8.26
6.55
20.57
54.24
10.80
0.275
0.520
0.031
0.825

-133
8611
1600
4800
3200
0.056
0.019
0.014
0.018
0.313
0.003
0.032
31.50
4.9
0.75
0.49
0.00
0.00
0.00
0.000
0.000
0.000
0.000

39
80
99959
6400
506400
48000
1.470
0.307
1.040
0.380
5.476
0.500
1.886
512.13
33.4
47.32
24.25
78.10
90.00
63.90
3.375
9.000
0.335
9.375

ES

0.565
4.986
3442
192

1465
1632
0.043
0.011
0.024
0.009
0.127
0.010
0.044
11.92
1.244
1.386
0.814
4.318
4.439
3.076
0.000
0.000
0.000
0.000

74



Anexo 6. Calidad espermética de los machos de L. sctiferus mantenidos en cautiveno por dicz

dias a 33 °C.

, .. . Espermatozoidesxto®
Dia N Normales % Anormales % Muertos % Totales
4] 4 Promedio 164 756°2 0.42 24472 0.00 00 =@ 206
E.S 0.60 0.23 0.00 0.49
1 1 Promedio 030 923+ 0.03 7.7 @ 000 00 @ 0.33
ES 0.00 0.00 0.00 0.00
2 3 Promedio 0.38 505+ 3.09 495 8 0.00 00 °® 3.48
E.S 0.04 295 0.00 2.95
3 4 Promedio 0.08 10.7°F 0.13 89.3 ° 000 00 @ 0.21
ES 0.08 0.09 0.00 0.17
4 5 Promedio 031 250° 0.33 7472 601 03 »® 0.65
ES 0.18 0.15 0.01 0.32
5 6 Promedio 0.05 185° 0.12 5682 0.08 247 ° 0.25
E.S 0.04 0.03 0.06 0.08
6 4 Promedio 000 12 ©® 0.17 833 ¢ c.04 156 ° 0.21
E.S 0.00 0.09 0.02 0.12
7 4 Promedio 000 00 ©® 0.04 79.7 @ 0.01 203° 0.05
E.S 0.00 0.03 0.01 0.03
8 3 Promedio 008 53 ¢t 1.13 88.0° 00t 67 2 1.214
E.S 0.04 0.62 0.0 0.64
9 2 Promedio 000 00 °® 0.04 3240 009 678D 0.13
E.S 0.00 0.01 0.03 0.02
10 2 Promedio 000 00 °® 0.80 852+ 014 148 ¢ 0.94
E.S 0.00 0.13 0.01 0.14
Todos 38 Promedio 0.27 230 0.52 65.0 003 120 0.83
E.S 0.10 0.24 0.01 0.26

Promedios seguidos de diferente letra ¢n la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05).



Anexo 7. Indices bioquimicos (mg/mL) y capacidad osmética hipo en machoes de L. setiferus mantenidos

en cautiveriopor diez dias a 33 °C.

Dia Proteinas Glucosa _ Colesterol  Calcio Lactato  Acilglicéridos

0 Promedio 2241 @ 0212° 251 A 109° 009 * 040 =
ES 246 0.02 0.59 0.16 0.02 0.06

1 Promedio 2415 & 0167 % 139 A 065°* 007 =@ D41 @
E.S 91.6 0.03 0.35 0.14 0.02 c.08

2 Promedio 2275 ° 01791 * 143 A 096 = 008 = 035 =°
E.S 17.6 0.02 0.26 0.15 0.03 0.07

3 Promedio 1911 @ 0180°® 114 B (065° 008 °® 030 -
E.S 228 0.04 0.06 0.05 0.02 0.04

4 Promedio 2662 * 0170° 100 B Q55°% 008 @ 032 =
E.S 31.6 0.04 017 0.06 0.02 0.04

5 Promedio 1050 ® 0071 ®* 067 B 038" 004 * 015 @
E.S 241 0.02 0.09 0.10 0.01 G.04

6 Promedio 149.0 ® 0169 ® 129 A 040" 008 @ 041
ES 47.4 0.04 0.17 0.08 0.02 0.04

7 Promedio 1455 * 0110°® 109 ® 031 %® Q19 = 035 =
E.S 356 0.01 0.24 0.05 0.08 0.09

8 Promedio 2310 ° 0192°® 143 # 060° 003 ¢ 039 =
ES 36.7 0.02 0.37 0.10 0.00 0.09

9 Promedio 2110 ® 0142*® 152 A 051> 005 ° 041 =
E.S 29.3 0.02 0.33 0.08 0.03 0.08

10 Promedio 2354 ® 0095b 113 B8 053 b 004 ©® 040 °
E.S 49.5 0.0t 0.32 0.08 0.01 0.21
Todos Promedio 202.9 0.159 1.41 062 0.08 0.35
E.S 11.9 0.01 0.13 0.04 0.01 0.02

&b

ab

ac

ac

ac

Promedios seguidos de diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05).




Anexo 8. Actividad de fenoloxidasa, hemocitos totales (HT) y subtipos celulares (Células granulatres:CG; semigranulares: CSG y
hialinas: CH) de machos de 1. setiferus mantenidos en cautiverio por diez dias a 33 °C

Dia CG % C€CSG % CH % HT
0 Promedio 040 ° 93 1817 422 208* 484 434°
ES © 0.28 0.6 0.7
1 Promedio 041 % 78 223° 427 259% 496 520°
ES 0.07 0.18 0.26 0.62
2 Promedio 040 ® 57 296%™ 425 360% 517 593%
ES 0 0 0 0
3 Promedio 045 ° 7.4 3.02° 501 256° 424 650*
ES 0.07 0.63 0.40 1.25
4 Promedio 038 ® 7.3 228° 435 2577 492 561%
ES 0.05 0.30 0.38 0.71
5 Promedio 034 ° 87 176% 451 180 462 4.00°
E.S 0.08 0.38 0.34 0.74
6 Promedio 0.22 * 10.4 096% 453 094> 443 161%™
ES 002 0.33 0.32 0.47
7 Promedio 044 ° 86 216° 420 254 494 535%
ES 0.02 0.21 0.52 1.09
8 Promedic 041 ® 75 200° 362 3.11° 563 608"
ES 006 0.28 0.47 1.01
9 Promedio 030 ° 109 1.14% 421 1.28°% 47.1 3.38°
ES 007 0.34 0.46 0.94
10 Promedio 040 ® 6.1 3.20° 488 296° 451 652"
ES 008 1.12 0.96 2.23

FO-total
059 ¢
0.10
D47 ®
0.13
077 °
0.20
035 °
0.08
047 °
0.13
o066 °
0.13
033 °
0.09
036 °
0.03
0pe3 ?
0.16
038 °
0.17
064 °
0.28

__FO-plasma _Fototal/HT*10*
a

0.041
0.02
0.043
0.008
0.023
0.008
0.014
0.002
0.029
0.008
0.027
0.008
0.013
0.001
0.013
0.003
0.031
0.011
0.029
0.003
0.013
0.004

B

0.12
0.03
.18
0.04
0.10
0.05
005
0.01
0.10
0.02
009
0.03
0.27
0.04
0.14
0.03
0.08
0.02
0.10
0.03
0.11
0.02

Promedios seguidos de diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (£ < 0.05).




