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RESUMEN

la respuesta reproductiva de machos de litopenaeus sefiferus en cautiverio ha limitado la
produccién masiva de nauplios, principalmente por lo baja frecuencia de cépula, asociada con
los sindromes de melanizacion de su eskuctura reproductiva y la disminucion de su calidad
espermdtica {SMAR y SDTRM), anomalias que se han relacionado con el estiés de cautiverio. -
Por ello, se caracterizé el estado fisiolégico de machos adulios de L sefiferus en los primeros 8
dias de cautiverio, periodo critico en un proceso de aclimatacién, en dos condiciones termales
usuales en un laboratorio de produccién de postlarvas: 27 y 31 °C. Diariamente, se evaluaron
parametros  biocenergéticos:  Ingestion,  Eficiencia  de  Absorcion,  Absorcion,  Asimilacion,
Respiracion de rufing, Incremento de Calor Aparente, Excrecién Nittogenada, y Excrecion
Nitrogenada Postalimentaria, y se integraron en un ecuacién de balance energético, en donde
al final se obtuve la Produccion Tolal o energia candlizada al crecimiento y la reproduccion.
Adicionalmente, se compararon entre camarones recién capturados y los que estuvieron sujetos
al tiempo y las condiciones termales ya referidas, las evaluaciones de glucosa, lactato, proteinas,
colesterol, triacilglicéridos, calcio; la actividad de la fencloxidasa, y el conteo y caracterizacion
de hemocitos; la capacidad osmélica; y la respuesta reproductiva [cantidad y calidad
espermdtical. El cautiverio y la temperatura no afectaron energéticamente a los organismos, ya
que la energia canalizada a la produccién tendié a aumentar al final del iempo de cautiverio
en ambas temperaturas experimentales. En 31 °C, los valores de los pardmetios bicenergéticos
fueron mds altos que en 27 °C, excepto para la tasa respiratoria de rutina y la excrecion
nirogenada, lo cual mueska lo respuesta de un poigquilotermo ante un aumento de lo
temperatura. El gumento de la energia destinada hacia la produccién junto cor la disminucién en

fa tasa respiratoria de rutina en los organismos expuestos a 31 °C, reflejan mecanismos

compensatorios relacionados con la capacidad de tolerancia termal de o especie cuya

distribucién en el medio naturat comprende aguas costeras someras. Sin embaigo, la disminucién
en los triacilglicéridos, las proleinas y el colesterol, asi como la reduccién en los hemocitos

lotales, en contraste con el aumento en la actividod de la fencloxidasa, indican una alteracién

“nutricional y en los mecanismos regulatorios dél sistema inmune.
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INTRODUCCION

Sin duda, el camarén es un recurso apreciado econémicamente por su amplia acepiacion y su
elevado precio en el meicado, y es a raiz de la necesidad de cubrir la demanda de este
recurso, que surge el interés del desarollo de la camaronicultura. El principal obietivo de la
camaronicultura es la domesticacion de las especies y el cierre del ciclo de cultivo para lograr
abastecer la demanda comercial y frenar ef uso de las poblaciones silvestres, sin embargo, el
abasto de postlavas sigue siendo una de las principales limitantes en la realizacién de esta

aclividad.

Entre las especies de camardn del Golto de México: Forfantepenaeus aztecus, F. dvorarum y
litopenaeus setiferus, la informacién cientifica generada hasta ahora ubica a £ sefifervs como la
de mayor posibilidad para lograr su culfivo, por presentar su alta sobrevivencia (9599 %), su
potencial de crecimiento de 12 a 14 g/camarén en condiciones de altas densidades de

siembra {4060 animales/m?) y un rendimiento de 3-7 ton/ha/cosecha {Sandifer ef of, 1993).

Sin embargo, el logro de la produccién comercial de £ sefifervs requiere de una produccion
masiva y continua de semilla, por lo cual el adecuado manejo de del ciclo reproductivo es un
importante prerequisito para el cultivo de esta especie. Al respecto, aunque desde hace tiempo
se lograron la maduracién y desove gxiloso de L sefiferus bajo condiciones de laboratorio
{Brown et al, 1979), ain existe una baja o nula frecuencia de cépula (Leung Trijillo y Lawrence,
1991; Misamore y Browdy, 1996; Pascual, 1998). Esta anomalia se ha remediado con el uso
de la inseminacion arfificial, en la que a través de una electroestimulacion se exhice el
espermatédforo de los machos, estructura reproductiva que contiene la masa espermdtica. No

obstante, la electroestimulacion deteriora esta estructura reproductiva en la mayoria de los €Qsos,

" hadiéndose necesario un recambio continuo de los especimenes (Rosas ef af, 1993).

Asimismo, en condiciones de cautiverio se han observado dos sindromes en la respuesta

_reproductiva en los machos .adulios de esta. Por-un lado, se desarmolla un proceso de

melanizacién {respuesta inmunolégica) en el dmpula terminal, con un consecuente deterioro del

espermatdforo que dificulta su transferencia a la hembra, por lo cual se le ha denominado




Sindrome de Melanizacion del Aparato Reproductor {SMAR). Por otro lado, ocurre una
disminucién drdstica en la cantided de células espermdticas con un aumento en las células
anormales y/o muertas, al cual se le ha llamado Sindrome Degenerativo del Aparato
Reproductor de Machos {SDARM). {Brown ef o/ 1979; Bray et al, 1985, leungTrujilo y
Llawrence, 1987; Alfaro, 1990} {

las causas que originan esos sindromes son aun desconocidas, aunque se han relacionado al
estrés del cautiverio y del manejo (Chamberlain ef of, 1983; Sanditer ef of, 1984; Harris y
Sandifer, 1986; leungTrujillo y lawrence, 1991; Rosas ef of, 1993b}, y por el efecto de un
factor ambiental, como la temperatura (Pascual ef al, 1998; Pascual, 2000]. Por ello, se ha
considerado que las infecciones que desencadenan la melanizacién en el tiacto reproductivo
[SMAR), actian sélo como un factor secundario (Bray ef al, 1985; Talbot ef af, 1989, Altaro
1990, 1993; Pascual ef al, 1998; Pascual, 2000).

Hasta el momento, se fiene conocimiento que la lemperatura puede actuar como un factor
estresante que facilita lo presencia del deterioro reproductivo. En la préctica camarenicola se
recomiendan temperaturas de 2829 °C para los sistemas de maduracién {Pratoomchat ef al,
1993; Robertson ef al, 1993), sin embargo se ha observado que la calidad reproductiva logra
mantenerse en organismos expuestos en una condicién de menor tfemperatura (26 °C} solo por
un periodo de 30 dias (Bray ef of, 1985; Pascual et al, 1998). A partir de los 30 °C, se
presenta una disminucion didstica de la calidad espermatica asi como de tejidos reproductivos
melanizados antes de fos 30 dias {Pascual ef af, 1998), siendo a 33 °C donde este deterioro
se presenta desde el quinto dia de cautiverio (Pascual, 2000). Bray ef af [1985) explica que las
temperaturas usadas en el drea de maduracién/reproduccion de los laboratorios de produccion
de posflcrvos suelen ser superiores a los del ambiente natural donde se reproducen, por lo que

la tempercturo puede Gcium como un factor estresante que facilita la presencia del deferioro

reproductivo.

- Aunado al avance en el conocimiento “del efecto de la temperatura en el desarollo de los
sindromes reproductivos, actualmente se sabe que en los primeros dias de cautiverio, machos

adultes del camarén blanco del Gollo de México (L. sefiferus) expuestos a una temperatura



mayor a la recomendada para un Grea de maduracién {33 °C), presentan un comportamiento

interrelacionado entre componentes bioguimicos, inmunolégicos y reproductivos {Pascual, 2000).

la interaccion  ambienieorganismo  involucia  eventos regulatorios tiempo-dependientes e
interrelacionados de una manera coordinada a varios niveles de organizacién, desde

biologia molecular (sintesis de proteinas y de dcidos nucleicos) hasta la perpectiva holistica
" {comportamiento}, entonces cualquier organismo aclia come una unidad altamente integrada
que despliega mecanismos para tolerar cambios, sobrevivir y perpetuarse {Hochachka, 1973;
Vernberg, 1975; Prosser, 1991). Desde esta perspecliva, es necesario cghondar en el
conocimiento integral de las respuestas fisiolégicas que los organismos pueden mostiar en

cauliverio bajo ciertas condiciones ambientales.

Por lo tanto, en el preésente estudio se contemplaron el balance energético, y los componentes
bioguimicos presentes en la hemolinfa {proleinas, triacilglicéridos, colesterol, glucosa, lactato,
calcio), lo capacidad osmética, la respuesta inmunolégica (cantidad y tipos de hemocitos y
actividad de la fenoloxidasa), y la repreductiva {calidad espermdtica), como herramientas de
una evaluacién integral que reflejan los ajustes fisioldgicos que los machos adultos de L. sefiferus
presentan como parte de su proceso de aclimatacion en los primeros 8 dias de cautiverio

expuestos a 27y 31 °C.

HIPOTESIS -

Llos machos adultos de £ sefiferus realizaran ajustes fisiolégicos en su proceso de
aclimatacion, por lo que requerién de una mayor cantidad de energia. Como organismos
poiquilotermos, en 31 °C los organismos acelerarén sus procesos fisioldgicos, de tal forma que
el suministro energehco estclrc: por debajo de la cantidad requerida para sy mantenimiento, lo

que disminuira la incorporacidn de la energia metabdlicamente (fil destinada a la produccién,

con una consecuente alteracidn en el sistema inmune generada por los desajustes energélicos.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios fisiolégicos en el proceso de aclimatacién de machos
adultos de litopenaeus sefiferus expuestos a 27 y 31 °C, a parlir del balance

energético, las variables bioquimicas, y la respuesta inmune.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el balance diario de energia en machos adultos de L sefiferus expuestos

a27y31°C.

Evaluar la concentracion de glucosa, lactato, calcio, proteinas, triacilglicéridos y
colesterol en hemolinfa, y la capacidad osmética en machos adultos de £

setiferus recién capturados y en los mantenidos en cautiverio por 8 dias a 27 y

3i°C.

Evaluar los hemocitos totales y sus subtipos, (Células Hialinas, Células Granulares
y Células Semigranulares) en machos adulies de L. sefifervs recién capturados y

en los mantenidos en cavtiverio por 8 diasa 27y 31°C.

Evaluar la cantidad y la calidad de células espermaticas, en machos adultos de

L setiferus recién capturados y en los mantenidos en cautiverio por 8 dias a 27y

31°C.




ANTECEDENTES

la aclimatacién es un proceso que involucra cambios compensatorios morfoldgicos, bioquimicos
o biofisicos que permiten la constancia en las funciones después de un cambio prolongade en
un ambiente controlado. En cuestién de minutos u horas ocurien respuestas directas metabélicas
y/o en el comportamiento, en las que el cambio de éstas es proporcional al cambio del factor
ambiental, o bien, pueden presentarse en forma disparada. Sigue una fase relativamente estable
que se alcanza por ajustes fisiolégicos graduales, hasta que estos llegan a ser iguales al valor
inicial {compensacién total), o bien, sin llegar a ser iguales, se logra la estabilizacién a través de
la compensacién parcial, la sobrecompensacién, o la compensacién inversa. Por lo tanto, los
organismos hacen uso de diferentes compensaciones metabdlicas como formas de reducir el

efecto de un lactor ambiental (Prosser, 1991).

la aclimatacién requiere cierto tiempo para manifestarse y completarse, y esta en estrecha
relacién con la intensidad del cambio ambiental y del genotipe, por lo que es dificil generalizar
la cantidad de tiempo requerido y la forma en que cada organismo responderd enfrentando la
nueva situacién ambiental. £l tiempo de exposicién aunado a la condicién ambiental o la cual el
organismo se sujeta, puede dar lugar a una aclimatacién de capacidad en la que lo tasa
fisiologica o alguna ofra capacidad que ejecuta una tuncién se altera dentro de los limites del
rango opfimo para la especie, o bien, @ una aclimatacién de resistencia o adaptacién de
resistencia, en donde la condicién ambiental esté en un limite letal que pueda crear una

incapacidad en el organismo para responder (Verberg, 1975; Hill, 1976; Prosser, 1991].

En este contexto, la integracién de indicadores del estado fisiolégico permite un acercamiento en
el conocimiento de las capacidades y [imitaciones lisiolégicas y funcionales-que despliegan los
organismos en un proceso de aclimatacién. Al considerar al organismo como un sistema abierto

que intercambia energia con su ambiente, se involucian los procesos que intervienen en el flujo

de energia, que es quimicamente enlazada, convertida, y utilizada metabélicamente para que el

brgcni'smos se mdnTengc:, clezcd y se reprod uzZeca.



En este intercambio de malerio-energia entre el organismo y su ambiente, a partir de lo que se
ingiere {I), se puede distinguir lo que es metabolizable {Al, destinado a procesos catabslicos
{respiracién R} y anabélicos {produccion de tejido P), de lo que no se asimila [heces H y
excrecion nitrogenada N, a partir de la ecuacién {lucas, 1996):

Pl _R+H+N)=A-R

El flujo de la energia comienza con la ingestidn del alimento {I). En lo,-s crustaceos, el alimento
primero es parcialmente procesado por la accién mecdnica de los apéndices quelados,
posteriormente pasa por el esdfago, v al llegar al estdémago se redliza la primera parte de la
digestion, por la cccién de las enzimas digestivas y del molino géstrico. Entonces, el alimento
pasa a fravés de la malla gdstrica, en donde el material mayor a 1 pum del alimento no es
absorbido en la glandula digestiva y se dirige al intestino donde se canalizan los desechos de la
ingestion para formar las heces (H]. Ademds, la produccién de heces estd en relacion con la
excrecién de remanentes celulares, mucus y membranas provenientes de la dlima  digestion
realizada y del aumento de la presidn hidrostdtica ejercida por el alimento recién ingerido
(Gibson y Barker, 1979; Lovett y Felder, 1990). la segunda parte de la digestién consiste en la
degradacion de los nutientes del alimento en moléculas simples, y se inicia con la absorcién
{Abs], cuando el quimo y las particulas finas son introducidas al lumen de la glandula digestiva.

{Lucas, 1996).

los procesos de aprovechamiento de lo energia ingerida dan inicio o parfir de que el alimento
ha sido separado en componentes primarios [proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y
minerales), los cuales son almacenados y/o procesados en la glandula digestiva, o
transportados @ otros fefidos via la hemolinfa {Al-Mohanna y Not, 1987], .iniciandose lo
asimilacién (A) cuyo resultado es la cantidad de energia disponible para redlizar el trabajo

1 fisiblégiéo (Rosas ef a/, 19‘;’5;. Lﬁcos, 1996).

los carbohidratos y los lipidos son répidamente almacenados y/o transportados a los misculos
-como dcidos grasos -y glucdgeno, mientias que los “aminodcidos son utilizados para la
conformacién de nuevas proteinas en la glandula digestiva o son utilizados directamente como

fuente de energia metabélica. Si los derivados proteicos son utilizados como fuente de eneigia
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los aminodcidos son transformados en NADH' y NH,. la perdida a través de las moléculas de
amonio producido {N) se suma a la energia perdida en los productos de desecho (lucas, 1996,
Guerin y Stickle, 1997; Rosas et af 1998). En crustdceos marinos, el amonio constituye entre el
60 y 100% de los productos finales del metabolismo de proteinas (Regnault 1979, 1986} y la
magnitud de la excrecién amoniacal depende de las caracteristicas de la dieta y de los

condiciones de su cultivo {Regnaull, 1981; Regnault, 1993, Rosas ef af, 1995, 1996).

la respiracién (R) en los organismos heterdtrofos se inicia con la glucdlisis y termina con la
fosforilacion oxidativa, por lo que la cantidad de oxigeno consumido por un animal tiene un
equivalente de energia en términos de moléculas de ATP (Zubay, 1983}, y la cantidad de
energia producida en los procesos catabdlicos acoplados al ciclo de Kiebs, se cuenta dentro
de la energia invertida en la respiracién {lucas, 1993; Guerin y Stickle, 1997; Rosas ef af
1998). La tasa respiratoria se compone de la Rgusa, la Rer ¥ la Ragr. Lo primera se refiere a la
cantidad de energia necesaria para la redlizacién de las funciones bdsicas, es decir, es lo
energia minima necesaria para que los organismos se mantengan vivos, y la Ry involucra la
energia para las funciones diarias o la actividad espontanea, en la cual también estd inclvida la

Raasar La Racr s lo inversién de energio destinada a las funciones de octividad como el nade

{Lucas, 1996).

la Ryyr considera el periodo de alimentacion, por lo que se puede evaluar la tasa respiratoria de
ayuno (Ryyr ayuno) y la posterior a la alimentacién (R, la cual contempla el trabajo metabolico
asociado con las transformaciones mecdnicas y bioquimicas del alimento llamado incremento de
calor aparente {ICA} o accién dindmica especifica (Beamish y Trippel, 1990). El R, se ha
utilizado como un indice de la relacién costo-beneficio en estudios de nutricién de camarones
peneidos en los que se ha observado que el R, pvede variar entie el 5y el 20 % del alimento

ingerido, dependiendo de las caracteristicas nutricionales. y de los niveles de O, disvello {Rosas

et of, 1996; Rosas ef af, 1998)

la alteracién en el flujo de la energia ingerida por efecto de algin factor ambiental puede
modifique la homeocinesis, es decir, la constancia en el aprovechamiento y produccién de la

energia, por lo que puede impactar los respuestas globalizadoras que integran los procesos
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fisiclogicos de incorporacion de energla, como son el crecimiento y la reproduccion, es decir, la
produccion [Py} o cantidad de energia canalizada hacia la produccién de tejido incluyendo el

reproductivo (Eckert ef of 1989; Lucas, 1996)

De acverdo a Hatcher {1991), las razones metabdlicas son buenos indicadores de la estrategia
nutricional a largo plazo de los camarones peneidos debido a su limitada capacidad de
~ dlmacenameinto de nulrientes energdgenos. Se puede obtener la razén O:N  (oxigeno
consumido:nitrégeno excretado) como indicador til del sustrato oxidade dentio del metabolismo
energético (Mayzaud y Dallet, 1973; Mayzaud y Conover, 1988). Los limites tedricos en los
que se mueve esta razén son indicadores del sustrato metabslico: un rango entre 3y 16 se ha
interpretado como catabolismo de proteinas, y cantidades iguales de proteinas y lipidos implican

valores entre 50 y 60 [Mayzaud y Conover, 1988) .

A pesar de la importancia de los resultados que se generan con investigaciones del fipo
bioenergético, son escasos los estudios que se han llevado a cabo sobre el balance de energia
en ciustceos expuestos al cautiverio. la mayoria de estos estudios se han enfocade hacia el
desarrollo de fa camaronicultura, como la evaluacion del tipe de dieta {Cliferd y Brick, 1979;
Zuiiiga, 1983; Rosas ef ol 2000 a,b.c); la salinidad (Guerin y Stickle, 1997), el oxigeno disvelto
[Rosas ef af, 1998); la ablacién peduncular (Rosas ef af, 1993a), y la combinacién de factores

ambientales como la salinidad y temperatura (Vanegas, 1992; Vernberg y Piyatiratifivorakul,

1998).

El flujo de materia y energia que mantiene un estado fisiolégico integral ocurre de manera
simulténea e incesante a partir de los nutrimentos {lipidos, carbohidiatos y proleinas) aportados
en el alimento. la energia quimica contenida en ellos se transforma en gradientes eléctricos,
" iénicos, osmélicos y de contr:accién Vmuscu|or, efc., indispensables para producir tiabajo vy

mantener la integridad estructural, para que el organismo se mantenga, crezceg, y se reproduzeca

{Hill, 1976).

Por lo tanto, un organismo vivo requiere un aporte frecuente de alimento por el gasto confinuo de

energia necesaria para manfener su funcién y estructura en todos los niveles de organizacion. Si
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el suministro energético disminuye por debaijo de la canlidad requerida para su mantenimiento, el
organismo consumirG sus propias reservas energéticas, y al agofarlas, el organismo morird
inevitablemente ([Eckert et af, 1989). Entonces, en cualquier organismo la deposicidn,
movilizacién y utilizacién de los nutiimentos es indispensable como parte del  mantenimiento de
la homeocinesis. Por esto, las concentraciones de diferentes metabolitos en hemolinfa, como la
glucosa, el lactato, los tiacilglicéridos, el coleste(ol y las proteinas, han sido utilizados como
indicadores de mecanismos de regﬁlocién cuando los organismos se exponen a varias
condiciones (Ferraris ef af, 1986; Vinagre y Da Silva, 1992; Santos y Keller, 1993; Webster,
1996; Hall y van Ham, 1998; Racotta y Palacios, 1998).

Ofro elemento piesente en la hemolinfa no usado como indicador fisiolégico, pero de gran
importancia por su intervencién en procesos fisioldgicos como la muda (Wheatly, 1996} y la
respuesta inmune {Soderhall, 19871; Ashida y Séderhall, 1984; Gollas ef of, 1996), es el calcio.
Aunque los niveles de calcio en la hemolinfa son similares entre crustaceos (Wheatly, 1996;
Vijayan y Diwan, 1996}, se presentan intensas movilizaciones justo antes de la ecdisis, en la
premuda y postmuda, pues los niveles se mantienen relalivamente constantes. El calcio interviene,
ademds, en los mecanismos de defensa de invertebrados. En crustaceos, se conoce que su
presencia es necesaria en los procesos de activacion del sistema prolenoloxidasa {Ashida y
Séderhall, 1984; Gollas ef af, 1996). Aunque el mecanismo de accién esponténea del caleio
aun no esta claro, aparentemente, altas concentraciones de este idn estabilizan el sistema

profQ, previniendo lo aclivacién espontdnea cuando hay bajas concentraciones {Séderhall,

1982).

Un parametro indicador del estado fisiolégico del organismo que permite precisar los efectos de
cualquier tipo de estiés, es la cc:pc:crzidodr osmélica (CO), que es_la. diferencia entre la presion

osméfica de la hemolinfa y el ambiente. la CO, puede indicar una distuncién en los mecanismos
de regulacién {Charmantier ef af, 1987, 1994; Soyez, 1998). la disminucién en la CO se ha
observado en crustéceos expuestos o una variedad de condiciones: altas concentiaciones de
amonio (lin ef o/, 1993), bajos concentracines de oxigeno {Chormontier- et é/., 1‘-?94; Soyez,
1998), turbidez del agua {Lin ef of, 1992), variacién en la salindad (Ferraris ef af, 1985), estrés
por temperatura {Ramirez y Taylor, 1985; Newsom y Davis, 1994; Chen y Lin, 1998, exposicién
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a patégenos {Souheil ef af, 1992] y a metales pesados y pesticidas [Fingerman ef o/, 1981;
Bambang, 1995), y por efecto dietético {lignot ef of, 1999; Rosas et al, 2000).

Debido a que procesos inmunoldgicos de los camarones estén implicados en el SMAR, el
estado de susceptibilidad hacia las infecciones en los camarones se ha evaluado considerando
lo cantidad, los fipos y proporciones de hemocitos, lo que permite una evaluacion de la

condicién de salud, ya que las enfermedades infecciosas pueden medificar la concentracion y

distribucion de hemocitos {VargasAlbores ef af, 1991; Pascual, 2000},

los hemocitos, presentes en la hemolinfa, son las principales formas de defensa en los camarones
y cumplen esté funcién por diferentes vias: coagulacién, fagocitosis y encapsulacién (Johansson y
Saderhall, 1989; Bachére ef af, 1995). Ademds de cumplir estas funciones, las células hemales
poseen un sistema enzimdtico capaz de parficipar directamente en la eliminacién de patdgenos,
el sistema profenoloxidasa [proFO). Este se encuentra localizado en los granulos de los
hemocitos, los cuales son liberados durante la fagocitosis, incrementando la actividad fagocitica
de los hemocitos y fortaleciendo el sistema de defensa en crustdceos (Soderhdll, 1992). EI
sistema profO es una compleja cascada enzimdtica que comienza con la liberacion de las
enzimas a la hemalinfa al detectarse B-1,3glucanos o lipopolisacérides de hongos y bacterias
[Sederhdll y Unestam, 1979, VargasAlbores ef ol, 1993; VargasAlbores, 1995). Ya en la
hemolinfa, presente como una proenzima, se activa en forma de una proteinasa (la
fenoloxidasa, FO), la cual es la responsable de la oxidacion de fencles a quinonas que
posteriomente se convierten en melanina {Ashida y Séderhdll, 1984; Johansson y Séderhdill,
1985; VargasAlbores, 1995; Heindndez-lépez ef af, 1996). Este mecanismo de defensa de
inseclos y crustdceos, funciona como un sistema de reconocimiento no—especifico, interviniendo

no solo en la melanizacién sino también en la encapsulacién (Johansson y Saderhall, 1989):

El establecimiento de una enfermedad depende en gran medida de la condicién fisiologica del
organismo, como lo observé Pascual (2000) en adultos de £ sefifervs. mantenidos en cautiverio
en 33 °C, en los que lo presencia de los sindromes del deterioro reproc-i-uéfivo [SMAR y
SMTRM] tuvo estrecha relacién con el efecto que causé la temperatura en lo condicion

fisioldgica observada a tavés de los cambios bioquimicos e inmunolégicos. Por ello, con la
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evaluacion no sélo de ésos indicadores, sino también de los energéticos, se puede profundizar
en el conocimiento de la condicion fisiolégica en cautiverio que puede dar pie al desarrollo de

lo pérdida de la capacidad reproductiva.
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MATERIALES Y METODOS

|-Obtencién de organismos

los bicensayos se realizaron en los meses de octubre y noviembre de 1998, periodo que se
encuentra dentro del segundo pico repioductivo de la especie, asegurandose asi la presencia
de especimenes de talla adulta {33.44 g + 0.45 de peso himedo). los especimenes de
camarén blanco (L seffervs) se capturaron frente a la Isla de Cd. del Carmen, Camp., a una
profundidad méxima de 3 brazas, con una red agallera con apertura de mallo de 1 % de
pulgada; se tasladaron al laboratorio del Grupo de Biologia Marina  Experimental,
perteneciente a la Facultad de Ciencias, de la UNAM. El transporte se realizé en bolsas de
polietileno, con aproximadamente 10 L de agua del medio y atméstera saturada de oxigeno, en
donde se colocaron aproximadamente 15 organismos por bolsa en Durante el traslado, la
temperatura del agua se disminuyd con hielo a 20 °C, con el fin de reducir el metabolismo de

los animales y asi abatir el estiés producido por la captura, el traslado y la manipulacion.
II.- Disefio experimental

Pata evaluar las respuestas metabdlicas como parte del proceso de aclimatacion, se llevaron a
cabo por separado bicensayos a 27 y a 31 °C, en los que se siguié la misma logistica de uso
de instalaciones, equipo, procedimiento y control experimental; la Gnica variante en ambos
bionesayos fue el uso de calentadores sumergibles graduables (Thermal Pre-set marca Hagen),
que permitieson el aumento paulatino de los cuatro grados de diferencia entie 27 °C y la otra

temperatura experimental estipulada (31 °C}.

En cada bicensayo se destiné una parte del stock capturado para conformar el grupo de la
i.l'nea Base ({8, N=58 en 27 °Cy N=27 en 31 °C], y e cual sirvic como punto de referencia
- fpar“c; caraclerizar el estado fisioldgico, bioguimico e inmunolégico de la poblacién recién
capturada y poder compararlo con aquel estado resuliante en los organismos que se sometieron
a cada una de las temperaturas seleccionadas por los 8 dias de cautiverio, contemplados como

-periodo de aclimatacién (fig. 1). -
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Fig. 1 Disefio experimental.
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Completumeme dleatorizado CAPACIDAD OSMOTICA
CALIDAD REPRODUCTIVA
- Conteo y caracterizacion
de espermatozoides {normales,
anormales y muertos)

T

LB= Linea Base
El grupe de la £B se conformé azarosamente y se disliibuyd por partes iguales en tanques
negros circulares [1.58 x 0.38m} con capacidad de 500 L. Estos tanques contaion con fujo
cerrado, filtro biolégico y condiciones confroladas y constantes de aireacién, temperatura,
oxigeno disuelto, salinidad, pH, amonio, nitrito y fotoperiodo (14 h luz/10 h oscuridad} {Tabla

1). El registio de estos pardmetros fisicoquimicos se llevé a cabo dos veces por dia.

los especimenes de la otra parte del stock capturado integraron el grupo de Cautiverio (C,
N=18 en 27 °C; N=14 en 31 °C), el cual se distibuyé por igual en dos tanques rectangulares
de 400 L A paitir del dia 3 del periodo de cautiverio, se seleccionaron de estos dos tanques, 5
camarones al azar y se colocaron individualmente en camaras respirométricas (fig. 2} paia
evaluar diariamenie hasta el dia 7 los indicadores correspondientes al calculo del Balance
energélico ([ig. ]). Al dia 8, tanto los organismos que se mantuvieron en los tanques como los

de los cémaras respirométricas, fueron analizados para las mismas variables consideradas para
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la £8. Duranle los dias que duré el experimento, los tanques y las cdmaras respirométricas

estuvieron conectadas en un mismo sistema de Hlujo cerrado y fillro bioldgico, de tal forma que

ambas clases de recipientes contaron con las mismas condiciones lisicoquimicas {fig. 3). E

comportamiento de los pardmetros fisicoquimicos para cado grupo experimental de ambos

bicensayos se muestian en la tabla 1.
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Fig. 3 Dispositivo experimental en el cual se mantuvieron los organismos para llevar a cabo las

evaluaciones bioquimicas, inmunolégicas, reproductivas, y balance energélico, cotrespondiznies

a los biensayos en cautiverio.

Tabla 1.- Pargmetios fisicoquimicos observados durante los bicensayos. Promedios+Eror Estandar

Bioensoyo 27 *C

Bioensayo 3! °C

1B Balance Cavtiverio B Balance Cautiverio
Energético Energétice .

Qxigeno- - 5.06+0.14 -5.43+0.08 - 5094010 - | 5.32+04 576+0.29 f-i_.QSi0.0Bl

disuelio {mg L)

Temperatura 29.3+0.2 27.3+0.09 2764007 | 268+011 31.5+0.06 3144025

(*cl

pH 8.2+0.04 7.9+0.03 79+0018 8+0.03 7.9+0.01 7.8+0.013

Salinidad {°/ g0} 33+0.13 35+0.12 34+0.23 314022 32+0.12 3240.25

Amonio (mg L") C.0009+0.0005 0.005+0.0003 0.008+0.0009 [ 0.006+0.002 00044000004 0.007+0.00]
- Mirito  {mg ') 0.16+0.06 0.28+0.043 ° 0.28+0.043 | 0.08+002 0 0.02+0.04
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lIl.- Evaluacién de los indicadores en la hemolinfa, y de la calidad reproductiva

Con el propésito de aminorar el estrés causado por la captura, el muestreo de la (8 se redlizo
después de 19 h de haber aribado los animales al laboratorio; durante este lapso de tiempo los
animales no fueron alimentados, para asi eliminar la alteracién del metabolismo asociada al
proceso de digestién y asimilacién del alimento (Hall, 1998). El muestreo comenzé a las @ a.m. y
a cada individuo se le extrajo tanto una muestra de hemolinfa {150 a 300 pl) para andilizar los
diferentes indicadores metabdlicos, como el espermatéforo para la evaluacion de la calidad

reproductiva. Por Glfimo, se registié el peso himedo de cada organismo..

Estas mismas evaluaciones se llevaron a cabo en el grupo de organismos en cautiverio, en el
octavo y dltimo dia de aclimatacién en que estuvieron expuestos a 27 y 31 °C; en el caso de
estos ejemplares el muestreo también se inicié a la misma hora que el realizado para ka (8,
. estando todos en condicién de ayuno. El procedimiento para cada uno de los andlisis se explica

a conlinuacién,

la hemolinfa se extrajo por puncién en el seno ventrolateral del abdomen, con una jeringa
hipodérmica de 3 ml y aguja de 21G x 32 mm, previamente enjuagada con citrato de sodio
{12.5 %y 8 °C]. s impottante mencionar que antes de extraerle la hemolinfa al organismo se le
quité el exceso de agua con un papel absorbente para evitar alguna interferencia del agua de
mar con la hemolinfa.. De inmediato, la hemolinfa se vertic en parafiim colocado sobre hielo, con
el fin de impedir el proceso de coagulacién. Esta muestra se dividié en ties porciones: una
porcién se destiné a las evaluaciones inmunoldgicas (actividad de la tenoloxidasa y conteo de
hemocitos), y las ohas dos, a los indicadores bioquimicos (glucosa, lactato, colestero,

triacilglicéridos, proteinas y calcio), y a la presién osmética.

A).- Indicadores inmunolégicos

Como primer paso se obluvo el lisado de hemocitos. Por cada volumen de hemolinfa, se
ufilizaron dos volmenes de solucién isoténica F;orc camarén {SICEDTA) a 8 °C de temperatura,
pH de 7.3 y 850 mOsm Kg', dicha solucién se constivye de 450 mM NaCl, 10 mM KC|, 10
mM EDTA Na2, 10 mM HEPES (VargasAlbores ef of, 1993). La muestia se centifugé a 800 g
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por 3 min, para separar el plasma del paquete celular, este Glimo fue resuspendido en
amortiguador de cacedilatos previamente enfricdo a 8°C {100 mM cacodilatos, 10 mM
CaCl2, pH 7.0] y posteriormente centifugado a 2500 g por 2 min. El denominado
“sobrenadante de lisado de hemocitos” {LH}, se ulilizé como fuente de actividad de fenoloxidasa

{FO) {Hernandezlopez ef al, 1996).

Fenoloxidasa (FO)

la actividad de O iotal se midio espectroscopicamente de acverdo a la formacion de
dopacromo del Lhydioxi fenil olanina {LDOPA) {leonard, 1985). la evaluacion de la FO fotal,
se realizé a partir de la conversidn de la profO a su forma activa, es decir, a la FO, para lo cual
se incubaron, durante 3 min a 25 + 2°C, 50 pl de lisado de hemocitos con 50 pl de tripsina
ipo IX de pdncreas de bovino {0.1 mg/ml). Posteriormente, 50 pl de LDOPA (3 mg/ml en
amorfiguador de cacodilatos) se suminisharon a la reaccién y se incubé durante 10 min
(Hernandezlépez ef af, 1996). Se regishé la absorbancia de la reaccién o 490 nm en un

lector de microplacas.

Cabe mencionar que todo el material de plastico y cristaleria empleado para estas mediciones
se lavé con un jabodn especial (ETOXA-CLEAN de Sigma), para asi evitar la acfivacion
espontanea del sistema profQ por endotoxinas. Por esto mismo, fodas las soluciones se

prepararon usando agua libre de pirégenos.

Conteo y clasificacién de hemocitos

Se mezclaron 150 pl de hemolinfa con un volumen igual de solucién Alsever (113 mM glucosa,
272 mM cilrato de sodio, 2.8 mM dcido citrico, 71.9 mM NaCl) y formol al 10 % {v/v). la
muestia se grucrdé en refrigeracién hasta su andlisis. En el conteo y la caracterizacidn de los
hemocitos, se empled un hematocitémetio (cémara de Malassez) con volumen de 0.01 mm® y se
realizé de forma automatica mediante un analizador de imagenes acoplade al microscopio. la

caracterizacién celular integra el tamafio, la forma y el contenido granular {le Moullac ef of,

1997).
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B).- Indicadores bioquimicos

Determinacién de glucosa

Se colocaron 10 pt de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 pl de solucién reactiva
(4-aminofenazona 0.25 mM L'; fenol 0.75 mM I ; PBS 0.1 M L', pH 7.5; glucosa oxidasa>7.5
_ kU L' y peroxidasa>1.5 kU L). Posteriormente se incubaron a 2542 © C durante 30 min y se

registré la absorbancia a 490 nm. la concentracidn de glucosa [mg/ml} se calculd con una

curva patién utilizando el esténdar del kit comercial {Merck GOD-PAD).

Determinacién de lactato

Se colocaron 10 pl de plasma en una micioplaca y se adicionaron 200 pul de solucion reactiva
{lactato oxidasa 400 U {'; PBS pH 7.2; peroxidasa 2400 U L'). Posteriormente fueron
incubadas a 2512 °C por 30 min y se leys la absorbancia a 490 nm. la concentracién de

lactato {mg/ml} se calculd con una curva patrén utiizando el esténdar del kit comercial {Sigmal.

Determinacién de proteinas tolales

Se ulilizd una prueba comercial para micro determinaciones basada en la técnica de Bradford
{1976). Se colocaron 50 pl de plasma diluido [1:500 con agua destilada) en una microplaca y
se afadieron 200 pl de solucidn reactiva (Brillant blue G, 3.5 mg L' en dcido foskorico y
metanol}. las muestias se incubaron a 25+2°C durante 2 min y se regishd la absorbancia a 630
nm. La concentracién de proteina {mg/ml) se caleuld con una cuva patién uiilizando el estandar

de albumina humana {Sigma).

Determinacién de triacilglicéridos

Se colocaron 10l de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 pl de solucién reactiva
[PIPES pH 7.5, 0.1 M ' acetato de magnesio 12.8 mM |”; 4aminoatiiipina 1 mM  L'; ATP 2
mM; 2 clorofenol 2 mM L'; peroxidasa: = 1 U L'; glicerorsinasa 0.2 U L'; glicerol34ostato-
oxidasa 1.5 U_ml_:],' lipase 10 U L' y polietilenglicolmonoetileter 2 g 1'). Se incubé la reaccién a

25+2°C por 10 min y se leyé la absorbancia a 490 nm. la concentracion de tiacilglicéridos
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(mg/ml] se caleuls con una curva patidn ulilizando el estandar comercial obtenido del kit

(Merck, GPO-PAP).

Determinacién de colesierol

Se colocaron 20 pl de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 pl de solucién reactiva
(PBS_ pH 7.5,0.2 M t'; fenol 3 mM L'; polietilenglicoléter 4 g '; polietilglicolmonoalquiléter 1 g -
L'; 1fenil-2,3dimetil4-aminio-antipiina 0.08 M I'; colesterol esterasa > 4 kU L'; colesterol
oxidasa > 4 U ! y peroxidasa > 80 kU L") las muestras se incubaron a 25 + 2° C por 15 min y
se registro la absorbancia o 490 nm. la concentracién de colesterol (mg/ml} se caleuls

ulilizando la constante de conversidn del kit comercial (Merck, CHOD-PAD).

C).- Capocidad osmética
la presién osmética se obtuvo con el andlisis de 20 pl de hemolinfa en un micro-osmémetro (3
Osmeter, 20 plus). Posteriormente, lo capacidad osmética {CO} se caleuld a partir de la

diferencia entre la presién osmética de la hemolinta y la del agua del medio (Lignot et af 1997;

lignot, 1999).

D}.- Calidad reproductiva

Se extrajeron ambas mitades (derechd e izquierda) del espermdtoforo y se pesaron en una
balanza analitica {AS120, OHAUS). Se evalué la calidad espermdtica, a través del conteo de
espermalozoides y de su viabilidad (nomero de normales, anormales y muertos). El
esperrmatéforo fue homogenizado a 1000 rpm en solucién libre de calcio: {370 mM NaCl, 15
mM KCl, 87 mM H,BO,, 47 mM NaOH; 409 mM MgSo,7H,0} {leungTrijillo, 1987).
Posteriormente se le agregé 0.1 ml de czul_ de tripan (tr_ipon blue 0.1% en solucién salina al 0.9
%), Des:pués: de 10 minutos,rrel conteo y la clasificacion de las células espermaticas se realizaron
uilizando la camara de Neubauer y un microscopio de contraste de fase (Micromaster, Fisher

Scientific). Las células anormales fueron reconocidas por la presencia de malformaciones de la

cabeza o la-ausencia del spike, las células muertas por estar tedidas de color azul.

22




D}).- Andlisis estadistico

Para cada uno de los componentes de la hemolinfa, se verificé la normalidad de los datos. En
los casos donde no se observé normalidad, los valores se transformaron para posteriormente
efectuar el andlisis de varianza de una via para cada temperatura, 27 y 31 °C. Las diferencias
significativas se trabajaron al 95 % de confianza {P< 0.05) (Zai, 1974}. Todas las pruebas

estadisticas se realizaron con el programa STATISTICA versién 4.5.
IV).- Evaluacién del Balance Energélico

los camarones seleccionados para redlizar la parte bioenergética (N= 10 en 27 °C; N=4 en
31 °C}, tueron colocados individualmente en las camaras respirométricas (fig. 2} a partir de la
noche del segundo dia y alli permanecieron hasta el octave dia del periodo de cautiverio, dia
en que se realizé el muestieo correspondiente a la parte de los componentes de la hemolinta

{apartado |Il). Las mediciones de este bioensayo se llevaron a cabo desde el tercero hasia el

séptimo dia (cvadro 1).

Fig. 2.- Camara respirométrica

usada en los bicensayos.

Durante el lapso del periodo experimental, a excepcién del ilimo dia (octavo dia), a esos

animales que habitaron las camaras, junto con el resto del grupo de cautiverio {tanques), se les
suministré calamar fresco-congelado ({ofigo sp) como dieta, en una racién de 5 % del promedio

de la biomasa total, repartida en dos tomas, matutina y vespertina.
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Debido a que los camarones de las cémaras y los de las tinas estuvieron sujetos a condiciones
experimentales semejantes, durante el bicensayo de 31 °C se presentd un deceso en las
camaras respirométricas, por lo que el camarsdn fue sustituido por uno de los que estaban en los
tanques. Aunque se presentaron dos muertes en la segunda corrida experimental a 27 °C, en

este caso no se sustituyeron por estar cercano el fin del bioensayo {dia 7).

tas camaras respiromélricas utilizadas para este estudio, tienen 2.5 | de capacidad, y su diseiio
permilié una evaluacién més fina y una facil colecta del alimento remanente y las heces (fig. 2)
[Rosas et af 1998). Aparte de las 5 camaras, se ulilizé una adicional como control. las 6
cdmaras se conectaron a una bomba peristaltica multicanal (Ismatec BY GE] que mantuvo un

flujo constante e igual para fodas.

Diariamente, las mediciones de concentracion de oxigeno y excrecién nittogenada comenzaron
a las 8:00 a.m,, hora correspondiente a la respuesta en ayuno. Inmediatamente después de la
medicién, se agregd una fraccién del calamar previamenie pesado a cada una de las camaras
respirométricas, y se dejé por 30 minutos; el remanente se refiré. Las mediciones continvaron por
cada hora, hasta después de la 6a. hora de haber alimentado a los organismos. Se flevé un

registio cada dia del alimento remanente y las heces pora cada cémara respirométiica.

El oxigeno disuelto se determind con un oximetro digital [YSI 50+0.01 mg L'} conectado a un
sensor polarogréfico. la tasa respiratoria se evalué a partir de la medicién del consumo de
oxigeno (VO,), que se determiné por la diferencia entre la concentracion de oxigeno de la

entrada ((O,)e] y salida {{O, }s) de cada cdmara, multiplicada por el fljo de agua (F).
VO~ ((Oyle- (O F

Los valores se corrigieron con los de la camara control. Los resultados de la tasa respiratoria en
ayuno {Reyr), se expresaron en Jd' g’ peso seco libre de cenizas (pslc), a partir de una primera
transformacién del consumo de oxigeno en mg O, h' g'pslc y en valores caldricos utilizando el

coeticiente oxicalérico 3.32 cal mg' O, consumido {Elliot y Davison, 1975).
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El incremento de calor aparente (Ricy) se determind por la diferencia del maximo valor de

consumo de oxigeno obtenido durante el periodo de seis horas de mediciones realizadas con el
. . . . a1

valor obtenido en el ayuno. los resultados se expresaron en unidades de energia/tiempo (] d'g

pslc), como ya se menciond en el consumo de oxigeno.

Simulténeamente a las mediciones del consumo de oxigeno, se fomaron muestras de agua para
la evaluacion de la concentracion de amonio, para lo cuol se usé la técnica de inyeccion de
flujo/difusion de gas {Hunter y Uglow, 1993); previo a las mediciones se realizé una cuva de
calibracién con concentiaciones conocidas de amonio para posteriormente obtener las

concentraciones del nitrégeno amoniacal de [as muestras.

la tasa de excrecion nitrogenada [{N) se obtuve por la diferencia entre la concentracién de la
entrada {{N-NH;)e) y salida ({N- NH,)s) de cada camara, mulliplicada por el flujo continuo {f)

del agua de mar:
N-NH,={ (N- NH,Je-{N- NH,}s ) F

los resultados obtenidos se corrigieron por la camara control y se expresaron individualmente en
mg N-NH; h'g" psle, transforméndose posteriormente en valores caléricos ufilizando el factor de
conversion 594 cal'mg N- NH, excretado {Eifiot y Davison, 1975), para expresarlos
posteriormente en § d'g’ psle. la excrecién nitrogenada postalimentaria (ENPA] se calculé por
la diferencia entre la excrecién nitogenada en condiciones de ayuno y el méximo valor

obtenido después de la alimentacién.

Se calculd la razén O:N- para los organismos en ayuno {O:Nayu) y alimentados {O:Nali), a
partir.de los-valores del-consumo de oxigeno y excrecién nitogenada obtenidos en la hora
correspondiente al ayuno y del méximo registrado en ambas respuestas metabélicas. Para lo
cual, los valores expresados en mgO, h'g” pslc y mgNH, b'g” psic, se transformaron en nimero
de dlomos de oxigeno consumido y excretado, al utilizar los coeficientes de 62.5 para el
consumo de oxigeno y el de 589 para el caso de la excrecién amoniacal {Mayzaud y

Conover, 1988).
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A partir de la cuantificacién del alimento remanente se estimé la tasa de ingestion del alimento
(), pot la diferencia entre las raciones de peso conocido del alimento suministrado y el alimento

remanente en cada foma.

Para los diferentes calculos energéticos fue necesario obtener el peso seco en gramos [ps) de
muestras de calamar con peso himedo conocido {ph). Se deshidrataron en una estufa (Blue M
a 60 °C hasta peso constante y posteriormente se incineraron en una mufla {Sybron Thermolyne}
a 600 °C durante 4 horas para obtener las cenizas y el peso seco libre de cenizas {psic).
Ademds, se obtuvo su contenido caldrico (cal), con ayuda de una bomba calorimétriica (Parr),
utilizando & muestras de 1 gramo cada una. Igualmente, al término de los 8 dias de cautiverio y
después de someterse a las evaluaciones de los componentes de la hemolinfa y de obtener su

peso humedo (apartado Ill), los camarones también pasaron por este mismo proceso.

la Eficiencia de Absorcién (E Abs), se determiné a través de la ecuacién propuesta por Conover

{1966), modificada por Condiey ef of {1972):

E Abs = {IH / {1-H} [} 100

I=pslc /ps, del alimento suministrado
H=pslc/ ps, de las heces producidas por los camarones

Para evitar una subestimacién debido a la probable asimilacién de las cenizas del alimento, se

empled la correcién de la eficiencia de asimilacion (E Abs corr] propuesta por Condrey ef af

(1972):

E Abs corr = { (Ef Abs / 100} - (Au /AR ) [H{1)/1 (1-H]} 100

Au = cenizas contenidas en el alimento
~ Af = cenizas contenidas en las heces
Au/Al = traccién de cenizas asimiladas.

A partir de la evaluacién de la |, ia E Abs y del valor caldrico del o[iinenio, se obtuvo la
Absorcién {Ab): - 7
Ab= (I} {E Abs) {Valor caldrico del alimento),
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Con todo lo anterior, se calculd de manera indirecta la Produccion (P;), es decir, la energia
potencial canalizada tanto al crecimiento somdtico como @ la reproduccion, como seria lo

formacion de estructuras y componentes reproductivos [esperma, espermatéforo, efc ).

la P se estimé por la diferencia entre la asimilacion {A}, que involucra la diferencia de la Ab con
lo sumatoria de la excrecién nitogenada de rutina y el postalimentario (N y ENPA,
respeclivamente), y la sumaltoria de la tasa respiratoria de rutina {Rgy,;) con las transformaciones

mecdanicas y bioquimicas del alimento ingerido (R,.s) {Lucas, 1996):

Pr=A- (RRUT+RICA)
A = Ab - (ENPA + NJ

A).- Andlisis estadistico

En el andlisis de los datos los resultados abarcan cinco dias, desde el tercero hasta el séptimo

dia de cautiverio.

Se efectud un andlisis de varianza de dos vias, considerando como criterios de clasificacion el
efecto del cautiverio y de la temperatura. Se emples la prueba de rangos miltiples de Duncan
para ponderar las diferencias entre los Hatamientos. las diferencias significativas para esta
prueba se trabajaron al 95 % de confianza {P<0.05) {Zar, 1974). Todas las pruebas estadisticas
se -realizaron con el programa STATISTICA versién 4.5. Cabe mencionar que por cuestiones
técnicas ocurridas en la primera corrida experimental de 27 °C, se consideraron en el andlisis
sélo los calculos de ta Ry, la Rey, la N, la ENPA y la |, hasta el sexto dia experimental. Se
compararon los datos del tercer y séptimo dia, para identificar el grado de diferencia en las
respuestas energéticas entre el inicio de esfas mediciones en cautiverio y las correspondientes o
un dia antes del final de los 8 dias consideradas como el periodo experimental. Para ello se

eliminaron los valores correspondientes a los animales que murieron durante el experimento.
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RESULTADOS

1. Balance energélico

Las variaciones diarias de cada individuo para cada elemento del balance energético en cada
una de las temperaturas experimentales, 27 y 31 °C, se presentan en el anexo 1. En general, se
observan oscilaciones en las diferentes respuestas a tavés de los dias que los organismos

permoneciefon en IGS camaras.

El comportamiento diaric de todos los elementos del balance eneigético para las dos
temperaturas experimentales se presenta en la tabla 2. Como se puede apreciar, mientias que la
| tendié a aumentar en los orgonismos expuestos en 27 °C, la Abs, A, y la P, aumentaron para
posteriormente bajar al séptimo y dltimo dia. -En cambio, en 31 °C estos mismos indices

presentaron una tendencia a la disminucién ql'quinto dia, para luego aumentar y mantenerse (P

>0.05}.

Por su parte, la N de los camarones mosttd una tendencia al incremento continue en 27 °C
mientras que en 31 °C varié diariamente su comporfamiento {A0.05). En 27 °C la ENPA,
disminuyé al cuarto dia, y después tendié al aument sin lograr alcanzar el valor inicial, en cambio

en 31 °C se moshd una tendencia paulatina al incremento {£0.05).

Los Gnicos casos en los que se observd un efecto significativo de la interaccién de la temperatura
y el cautiverio fue en la Rpyy. v en la Rica[A<0.05). En 27 °C la Ryyp. auments perceptiblemente
al final del periodo experimental, con una reduccién en el dia 5 y 6. En cambio, en la
temperatura de 31 °C, los especimenes disminuyeron en mas de la mitad el metabolismo de
ruting desde el cuarto hasta el séptimo dia. En cuqﬁto a la Rcs, en los organismos mantenidos en
"27 °C se obses un ligero incremento al séptimo dia de cautiverio, pero en los de 31 °C

disminuyd para aumentar drdsticamente al dltimo dia.

- En contraste, la Ef Abs se mantuvo casi constante en ambas lemperaturas, oscilando entre 64 y

75 % en los animales expuestos a 27 °C, y entre 63y 72 % a 31 °C.
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A través de la comparacién de los elementos que integran el balance energético entre los dias 3
y 7 de cautiverio {figs. 5-13), se observa que para la |, Abs, A, y P {figs. 5, 6, 8, 13,

respectivamente}, hay una tendencia al incremento entre el tercer dia y el séptimo {~>0.05).

La Reyr, que mostid un efecto significativo por la interaccion de la temperatura experimental y el
dia de aclimatacién (A<0.05). En los camarones mantenidos a 27 °C incrementé entre el dia 3
{2356 ) dia' g psic') y el dia 7 {4027 | dia’ g psic'} {A<0.05). En cambio, en aguellos
expuestos a 31 °C ocuriié un efecto contrario: el mayor valor se presentd en el tercer dia, con

4476 ) dia’' g pslc", y el menor, 225.6 | dia”' g pslc’, en el séptimo {Fig. 9).

Por su parte, ko R, moskd un aumento significativo debido al cautiverio {A<0.05), siendo la
condicién experimental de 31 °C la que presento un incremento considerable: de 15.08 J dia”
g psic’ en el tercer dia, a 73.9 ) dia”' g psic’ al dia 7, en relacion con el observado en 27 °C,

que fue de 23.5  dia’ g psk’ @ 25.8 j dia” g psle’ {Fig. 10).

Lla N mostré una tendencia a aumentar en la temperatura de 27 °C, de 47.6 a 86.1 | dia’ g
psic!, pero en 31 °C disminuyd de 111.03 o 78.8 j dia' g psic' (20.05) (Fig. 11). En
contraste, la ENPA tendio a disminuit de 11.30 a 7.70 | dia”! g pslc’ en 27 °C pero tendié a
aumentar de 403 a 10.86  dia’ g psic' en los de 31 °C (£>0.05) {Fig. 12).

los resultados obtenidos en la razén O:N sugieren que el sustroto metabdlico ulilizado los
camarones en condiciones de ayuno {O:Nayu) y después de haber sido alimentados {O:Nali)
fue de tipo proteico (3.49 + 0.51-15.95 + 2.14}, independientemente de la temperatura y del

dia de aclimatacién {tabla 3}.

A partir de la poréién de energia que es conalizada diariamente hacia la produccion (tabla 4),
se puede apreciar que las proporciones P/I, P/Abs y P/As mostraron una fendencia dl
aumento durante el periodo de aclimatacién en los camarones expuestos a 31 °C. Sin
embargo, aunque en animales mantenidos a 27 °C las proporciones tendieron al incremento,

lvego disminuyeron al final del periodo experimental, es decir, al séptimo dia.
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Tabla 2.- Comparacién diaria de los diferentes componentes del balance energético en machos

adultos de £, sefifervs expuestos a 27 v 31 °C. Promedios + Enror esténdar

Vifd! g psic} Dia
1229.34°
1951.98°
2050.12°
2483.41°
2671.21°
Ef Abs /%) D

NOULEWE Yo nhw

7Q°
640
71
75°
650

Abs [ d! gpskc’]  Dia
1366.69°
1181.02°
1524,09°
215577°
1697.83°

SO B W

=
)

A [d'gpsk!}
1279.08°
1M13975°
1479.57 ¢
2073.96°
1604.02 °
Reur 031993/5‘"/
235.59"
398.35°
339.2¢9b
29902 °"
402.77°

]
NoOLRLE yousw

<
a

Rica [/d'gps/c—"/
23.48%
10.86°
19.275
37.66
2584%

N Ww

ENPA [/’ g psic'{ Dia
11.30°
3.22°
s501°
521°
7.70°

NO W

N 0d’gps/c-’)' Dia
47.66°
5554°
5307°
23 -
B&11°

Nt AW

Py Y’ g psict] Dia
1048.49°
743.44°
1130.30°
1692.58°
117542°

WWWWW ZWooom ZWOERODZWODIIZWONDODZWWWWRWZWWWWW ZWWWWWwZWwooomZ

~N O bW

I I+ 1 1 I D T T I I O R I T b b+ T+ I+ B B O T P e O E N B B

I+ 1+ 1+ 1+ 1+

+ O I

317.69
402.67
536.37
376.38
324.49

1.5
&40

161 .

259
7.38

45557
492.03
318.23
211.82
6952

45003
484,20
31360

'222.77

7¢.68

18.14
3473
27.68
38.61
4080

6.7
4.74
6.01
.61
@.87

321
1.18
1.84
1.83
203

17.60
11.26
5.54

i1.98
12.86

462.84
428.34
305.16
298.01
111.50

BhAWWW ZAMUWLW ZBALWUWWZMAVWLZELMWRWZARWLWWZAELMGWWLG ZAHMWWWZAMWWWLZ

276197°
2893.68°
2112.69¢
3149.27°
3H1676°

©3°
&9
72°
7Q°
70°

1742,52°
2002.29°
1528.94°
2205.33°
2174.19°

1631.49°
1932.88 ¢
1476.34°
2091.45°
2084.53 °

A47 55°
40672 °
350710
338,190
22557 °b

15.08°
4994 =
3397%
2067
7397°

403°
693°
640°
Q.51°
i086”

111.03°
62.47 ¢
46.20°
108.76°
78.80C°

1168857
147622°
109167 °
172359°
1784.99°

I+ 14+ 14 04 )+ I+ L+ 1+ 1+ 1+ I+ 14 i+ 14+ 1+ I+ 1+ i+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ I+ 1+ 14 5+ 1+ 41+ 1+ 1+ 1+

4 i I+

+ I+

137.45
74557
438,19
242.36
5@3.54

5.63
0.5
1.99
.33
1.27

68.39
527.71
353.72
16642
32046

100.51
Q18,19
34612
151.68
385.02

143.94
2332
.25
41.29
803

§.75
677
3.02
398
15.80

2.59
4.60
276
534
447

32.12
8.76
1067
2707
1091

2357C
R.25
246,52
137.14
36910

Promedios seguidos de letras diferentes en cada rubro indican diferencias sign[icoliv;s {(P<0.05)

| Ingestidn Reor  Respiracién de rutina
E Abs Eficiencia de absorcion Ry, Incremento de calor aparente

P; Produccién

Abs Absorcién ENPA Excrecién nitrogenada postalimentaria

A Asimilacién N Excrecién ritrogenada




Tabla 3. Comportamiento diario de la razén O:N en machos
adultos de L sefifervs en condiciones de ayuno y alimentados,
expuestos a 27 y 31 °C. PromediostEror estandar

27 °C 31 °C
O:Nayu Dia N N
3 8 517 + 054 3 7.57 + 027
4 8 1595 + 214 3 1243 + 030
5 8 1266 + 1.18 3 1464 + 3.19
6 8 851 + 117 4 8.21 + 1.48
7 3 Q07 + 1.01 4 701 + 125
O:Nali Dia
3 8 349 + 051 3 11.3¢9  + 088
4 8 1246 + 1.31 3 1340 + 224
5 8 1174 + 117 3 1258 + 075
6 8 11.21 + 1.09 4 890 + 132
7 3 859 + 1.14 A Q69 + 170

Tabla 4.- Proporcion de la energia canalizada a la Produccion a
partir de la Ingestion, Absorcién y Asimilacién, en machos adultos
de [ sefiferus expuestos a 27 y 31 °C. PromediostError estandar

27 °C 31 °C

P/l (% Dia " N
33 48° + 112 3 43° + 107
4 3 36° + 80 3 45° + i34
53 51° + 58 3 51° + 10
6 3 58 + 65 4 55¢ + 1.61
73 45° + 50 A4 56° + 157

P/Abs (%] Dia
33 68° + 15 3 67° + 109
4 3 55 + 95 3 65° * 187
53 72° + 76 3 72° + 09
6 3 77° + 57 4 /8° + 2.5
7 3 69° + 37 4 80° + 3.5

P/A (%] Dia
3 3 73° + 145 3 71 + 10.1
4 3 57t + 93 3 68° + 179
5 3 74° + 74 3 74° + 09
6 3 80° + 53 4 gz2° + 2.2
7 3 72°- + 34 4 - 7 B4° + 20

Promedios seguidos de letras diferentes en cada rbro indican diterencias
significativas (£ < 0.03)

| tngestién

Abs Absorcidn

A Asimilacién

P Praduccidn
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Figs. 5 y 6. Comportamiento de la Ingestién y la Absorcién de machos adultos
de L setiferus mantenidos en 27 y 31 °C en los dias 3 y 7 de cautiverio. Valores

promedio {J d”' g pslc”) + E.S. Letras diferentes indican diferencias significativas

(P 0.05).
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Figs. 7 y 8. Comporiamiento de la Eficiencia de Absorcién y la Asimilacién
de machos adultos de L setiferys montemdos en27y31 °C,enlosdios 3y 7

de cautiverio. Valores promedso {d’ g pslc ). Diferentes letras indican
diferencias significativas {# 0.05)
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Figs.9-13. Comportamiento de RpT, Rica, ENPA, Excrecion Niogenada

y la Producdion, en machos adulios de £ sefiferus mantenidos en 27y 31 °C
en los dias 3 y 7 de coutiverio, Valores promedio (| d' g pslc' |+ ES. letras
distintas indican diferencias sgnifieativas (P 0.05).

34




Il.- Componenies de la hemolinfa

la tabla 5 presenta la comparacién de los diferentes componentes de la hemolinfa evaluados en
los camarones mantenidos en las camaras respirométiicas y en los tanques, en las dos
temperaturas experimentales (27 y 31 °C). Resalia que en ninguno de los componentes se
presents diferencia significativa (A<0.05). Se observa, ademas, que no existe un patdn
homogéneo de aumento o disminucion por ol efecto de la condicién generada ni por las
camaras, ni por la temperatura, excepto en los cuatro tipos de células sanguineas de los
camarones mantenidos en los lanques y expuestos a 27 °C los cuales presentan un valor mayor

que los de las camaras.

Para la evaluacién del posible efecto estiesante de las camaias respirométricas, se realizd un
andlisis en aquellos componentes de la hemolinfa que han sido considerados como indicadores
de estrés, para lo cual se incluyd también a la linea base (LB) {tabla 6). Es notorio que los
valores promedio de la glucoso, el lactato y la CO-hipo, enfre ambos tipos de recipientes en
cada una de las temperaturas experimentales son similates y no presentan diferencias
significativas [A>0.05). Las diferencias significativas se observaron dnicamente con respecto a la
LB, en la cual los valores del lactato y la glucosa fueron significativamente mayores en los

bioensayos de 27 y 31 °C, respectivamente, y la CO-Hipo fue significativamente menor fanto en

27 como en 31 °C [&0.05).

A partir de estos resultados se consideré como un solo grupo a los camarones mantenidos en las
' camdras y en los tanques, denominandose como cautiverio, y se contrasté enfonces con la LB. En
este caso, los resultados presentaron tendencias diferentes, mostrandose un efecto significativo

por el cautiverio en casi todos los componentes de la hemolinfa [ A<0.05) {anexo 2; figs. 14-20).
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Tabla 5 .- Comparacion de los diferentes componentes de la hemolinfa evaluados en los camarones que
se mantuviercn en las camaras respirométricas y en los tanques durante 8 dias de caufiverio, expuestos a

27 y 31 °C. Promedios + Error estandar

27 °C 31 °C
INMUNOLOGICOS N N
HT Camara 7 25655° + 10108 4 70597° + 9613
cel mm? Tanque 11 36768 + 103461 10 73318° + 7665
CG Camara 7 2057 ° + 738 4 7000 + 1052
cel mm?® Tanque 11 3055°  + 933 10 5520° + 498
CSG Camara 7 13486° + 4982 4  31600° + 2540
cel mm?® Tanque 11 17818° + 5075 10 30080° + 2421
CH Camara 7 8571° + 3677 4  33200° + 5332
cel mm? Tangue 11 Q527" + 2947 10 34400° + 4223
FO Cémara 7 1.05¢° + 0.24 4 0.68° + 016
DO A90 nm Tanque 11 0.58° + 016 10 074° + 014
BIOQUIMICOS
Calcio Camara 7 071° + 042 4 173° + 094
mg ml' Tonque 11 0.34° + 0.08 Q 1.57 ¢ + 026
Triacilglicéridos Camara 7 0.23° + 0.02 4 030° + 0.03
mg ml! Tanque 11 0.30° + Q.05 10 Q25° + 0.05
Colesterol Camara 7 0.46° + 009 4 103° + O
mg ml" Tanque 11 092° + 022 10 091 + 017
Proteinas Camara 7 293.2¢ + 115.2 4 249.1° + 253
mg ml' Tanque 11 4138° + 84.3 10 207.8° + 130
Glucosa Cémara 7 Q.10° + 0.04 4 008° + 00t
mg ml’ Tanque 11 0.14° + 0.04 10 008" + 001
lactato Cémara 7 0.03° + 001 4 008° + 0.04
mg ml" Tanque 10 003° + 000 10 006° + 00l
CO-Hipo Camara 7 1906.7° + 88 4 -118.7° + 111
mQOsm kg’ Tanque 11 A791° + 12.6 10 -1268° + 58

Promedios segu-id;:s de letra semejante indican diferencias significativas {# < 0.05)
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Tabla 6.- Indicadores de estiés en el grupo de LB, y en los camarones que se
mantuvieron en los tanques y en las cdmaras respirométicas durante los 8 dias
de cautiverio. Promedios+Error estandar

27 °C 31 °C
N N

Glucosamg ml*

Céamara 7 010° + 004 4 008t + 0.01

Tanque 11 014° + 004 10 008° = 0.01

LB 57 014° + 002 27 012° + 0.02

lactato mg ml!

Cdamara 7 003 + 00! 4 008° + 004

Tanque 10 003" + 000 10 006° + 0.01

1B 58 007° + 001 24 008° + 0.02

CO-hipo mOsm g'

Camara 7 -1967°% + 876 4 -1187° + 11.07
- Tanque 11 -179.1° + 12.61 10 -1268° + 583

LB 58 -1165° + 15.29 27 3401 + 6.56

Promedios seguidos de letias diferentes en cada rubro Indican diferencia significativa {A<C.05)

Después de 8 dias, el total de células del tejido hematopayético disminuyé significativamente en
relacién con la LB en los animales expuestos a 27 °C (P < 0.05) {anexo 2; fig. 14A a 14D). la
reduccién de los hemocitos tofales y las células granulares en relacién con los camarones en

cautiverio resultd ser de casi un 45 %, mientras que las células semigranulares, disminuyeron en

un 39 %.

Por su parte, en los camarones mantenidos en 31 °C, a excepcién de las células hialinas en
donde se presentd un aumenio no significativo de un 14 %, mostrason también una reduccion en
el total de las células presentes en la hﬁemoiinf_o {15 %), en las células granulares (10-%) y
'sern'igran-uloré-s {37 %),Vesk]us L'Jltimcé con una disminucién significativa (P < 0.05) (anexo 2; figs.

14A a 14D).

la actividad de la fenoloxidasa aumenté significativamente por efecto del cautiverio {# < 0.05)

en ambas temperaturas [anexo 2; fig. 15). Este aumento fue de mayor magnitud en los

camarones expuestos a 27 °C {50 %) que en los de 31 °C [25 %).
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A hemoitas tetdles, B) cdlulas hidinas () granukares, D) semigronuleres, 12} adividad dela
fendlaridasa (O Vdlores promediat ES. Disfintes lefras entre coda gupo experimentd indicon
diferendias signifiectivas (P< 005).

38




Con respecio al calcio presente en la hemolinta, se observa que en 27 °C experimentd una
ligera disminucién no significativa (~0.05): de 0.59 mg/L en [B a 0.48 mg/L en el grupo de
cavtiverio {anexo 2; lig. 19). En contiaparte, su concenlracion aumentd significativamente un 327

% en 31 °C, de 0.49 mg L' a 1.62 mg L' al final de! experimento (P< 0.05] (anexo 2; Fig. 19).
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Fig. 19.- Concentracién de Calcio en la hemolinfa de machos adultos de L sefiferus, entre los
grupos linea base {LB} y cautiverio (C) para cada una de las temperaturas experimentales {27y
31 °C). Valores promedio {mg mL'} + E.S. tetras diferentes en cada grupo experimental indican
diferencias significativas {#< 0.05).
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la concentracion de tracilglicéridos presentd una disminucion significativa por efecto del
cautiverio, fanto a 27 como en 31 °C [P< 0.05) {anexo 2; Fig. 16A), siendo esta baja de similar
magnitud en ambas temperaturas: 41 % en 27 °C (de 0.38 mg ' a 0.27 mg U}, y 47 % en 31
°C (de 0.49 mg ' a 0.26 mg L').

En los animales en cauliverio expuestos a las dos diferentes temperaturas se observo una
disminucion del colesterol |P< 0.05) {anexo 2; fig. 16B), la cual fue mds severa y significativa en
31 °C (42 %) [P < 0.05) que a la menor temperatura (30 %) (P> 0.05), en donde no tue

significativa.

Con respecio a las proteinas, ocurrié casi lo mismo que con lo mayoria de los metabolitos
evaluados, se observéd una disminucion en la concentracion al final del cautiverio {anexo 2; fig.
17). Es notable que el porcentaje de disminucion fue mucho mayor en 27 °C [casi un 50 %),
donde la concentracion de profeinas bajé significativamente de 707.3 mg I' @ 345.8 mg L' {P<
0.05). En tanto que en 31 °C, sélo fue de un 14 %: el valor cambié de 254.8 mg ['a 219.6 mg
L', sin que fuera significativo {£> 0.05).

En lo referente a la glucosa y el lactato de la hemolinfa evaluados en este estudio, ambos
disminuyeron por efecto del cautiverio en las dos lemperaturas experimentales [ A<0.05) (anexo
2; figs. 18A y 18B). Mientas que la glucosa en animales en condiciones de cautiverio y
expuestos a 27 °C, presentd una ligera baja no significativa {£> 0.05) {7 %; 0.14 mg l'enBa
0.13 mg L' en caufiverio}, en aquellos que estuvieron a 31 °C, este metabolito disminuyd
significativamente un 32 % (A<0.05). El lactato, por su parte, disminuyd significativa y
abruptamente en 27 °C, pues bajd de un valor de 0.07 mg L' a sélo 0.03 mg L' {63 %) (P<
0.05); en cambio, la baja en la concentracion de este indicador en cmmoles mc:ntenldos en 31
°C fue de mucho menor magnitud y no sngmhcohvo (P> 0.05), pues varié de 008 mg L' a 0.07

mg L', lo cual representa dnicamente un 17 % (anexo 2; fig. 18B).
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Figs. 16 [A-B) y 17.- Concentracién de riacilglicéridos{A), colesterol {B), y proteinas {15} en

la hemolinfa de machos adultos de £ setifervs. Comparacién entre los grupos Linea Base [LB)y
Cautiverio en las dos temperaluras experimentales (27 y 31 °C). Valores promedio {mg mL']) + £.5.
Letras diferentes en cada temperatura experimental indican diferencias significaticas (£ < 0.05).
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Figs. 18 A y B.- Conceniracidn.de glucosa (A} y lactato (B] en la hemolinfa de machos
adultos de L setferus. Comparacién entre los grupos Linea Base (LB} y Cautiverio (C) en
las dos temperaturas experimentales (27 y 31 °C). Valores promedio {mg ml')+ E.S. Letras
diferentes en cada grupo experimental indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Fig. 20.- Capacidad osmética hipo, {CO-Hipo) obsevada en machos adultos de £ setiferus.
Comparacion entre los grupos linea Base (1B) y Cautiverio (C) en las dos temperaturas
experimentales (27 y 31 °C]. Valores promedio [(mOsm kg') + ES. letras diferentes en cada

grupo experimental indican diferencias significativas {£< 0.05).

la capacidad osmélica presenté diferencias significativas por el cautiverio (£ < 0.05) {anexo 2;
fig. 20). En los animales expuestos @ 31 °C, aumentd un 73 %, mientias que en aquellos que se

mantuvieron a 27 °C, la CO incrementé un 37 %, en relacién al periodo de aclimatacion.

lll.- Calidad reproducliva
Cada una de las variables de la caracterizacién reproductiva no mostiaron  diferencias

_ significativas en cautiverio y temperatura, por ello se agruparon los valores de la LB y cautiverio

de cada temperatura experimental, los resultados se muestran en la lablo 7. De acverdo a este
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agrupamiento, no se presentaron diferencias  significativas en ninguno de los elementos

reproductivos [20.05).

los camarones que formaron parte de la corida experimental de 31°C, tuvieron en promedio un
mayor peso del espermatdfore, 37.10 mg, en relacién con 3593 mg del grupo de los
camarones de 27 °C. En ambos grupos, el total de células espermdticas fue 3.2x10%y 3.0x10°,
para 27 y 31 °C, respeciivamente. Sin embargo, en 31 °C el porcentaje de células normales
fue mayor (766 %) que en 27°C [59.4 %), lo que sin duda se reflejd en los porcentajes
couespondientes al nimero de células anormales y muertas, en donde el menor porcentaje para
ambas temperaturas se presentd en las células muertas, 0.43 % para 27 °C, y 0.10 % para 31

°C.

Tabla 7. Caracterizacion reproductiva de los machos adultos de L
setiferus en cada temperatura experimental, 27y 31°C. (LB y bioensayos
en cautiverio). Promedios+Error estandar

27 °C 31 °C

N N
Espermatéforo {mg} 43 3593° + 548 27 3710° £ 714
Células normales/espermatéforo 42 1.9°  + 037 27 23° + 052
x10°)
Células 42 12° + 021 27 064° + on
anormales/espermatdforo
{x10%
Células muertas/espermatdforo 42 0.014° + 0009 27 0003° + 0002
(x10°)
Total de células/espermatdforo 42 32° + 046 27 30° + 0353
x10%
Promedios seguidos de distinta letra en mismo renglén, indican diterencias significativas
{P<0.05)
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DISCUSION

Después de la captura, los machos adultos de £ sefiferus despliegan diversos mecanismos que
les permiten ajustarse fisiologicamente a las condiciones de cautiverio. En el presente estudio se
ha puesto en evidencia que durante los primeros 8 dias se modifics el metabolismo energético y
el sistema inmune, como se reflejé a través de los parametros del balance energético y de los

diversos componentes sanguineos medidos.

la aclimatacién es un proceso en el que ocurren cambios compensatorios morfolégicos,
bioquimicos o biofisicos que permiten la constancia en las funciones después de un cambio
prolongado en un ambiente controlado (Vernberg, 1975; Prosser, 1991). Es una condicidn
individual en lo que cada organismo tiene diferentes capacidades para responder a los cambios
ambientales, y con el objeto de estudiar este proceso, se realizaron mediciones individuales
diarias de diterentes pardmetios del metabolismo energético en camarones bajo cauliverio. Se
observé que la magnitud de las respuestas dependié de las caracteristicas de cada individuo
[Anexc 1). En un estudio reciente Pascual ef of [1998) demostrd que existe una alta variabilidad
individual de la calidad reproductiva de los machos de esta especie la cual hace que cada
animal responda de manera distinta a la aclimatacién en cauliverio. Resullados similares fue
reportado por Alfaro {1993) para L shlirostris, quién concluye que la alta variabilidad de los
componentes de lo calidad espermdtica hacen dificil poder establecer los parametros de

seleccidn de machos para la produccion de lavas.

Como porte de la variabilidad individual, ademds, fue factible observar el deferioro que
experimeniaron los camarones que no se aclimataron durante este tiempo y murieron. De
acuerdo con los resullados presentados en el anexo 1, en los organismos expuestos en la
segunda corrida experimental a 27 °C, uno de los camarones presentd una reducéidn paulatina”™
de la tasa de ingesiidn, la cual se manifestd entre el segundo y tercer dia de haber sido
colocado en la cdmara metabdlica (4o. y 5o. dia de cautiverio). No se observaron alteraciones
evidentes en la tasa respiratoria ni en la excrecion nittogenada en este animal, lo cual permite
_ pensar“ql;e durante esfe periocfo el camarén in.tenté mantener la homeostasis energética a pesar
de no contar con energia proveniente del olimento. El olro organismo que murié, mostrd un

comportamiento distinto {Anexo 1). Un aumento de la tasa de ingestién del alimento previo a la
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muerte pone en evidencia que foctores interos asociados a las necesidodes de energia
metabdlica afectaron de manera decisiva en la capacidad de aclimatacion de este organismo.
Aunque a lo fecha no se cuenta con informacion que permita establecer con precisién las
razones de esfas alteraciones, se tiene conocimiento de que a pesar de los ajustes de resistencia
que implican la sobrevivencia del organismo, puede ser inevitable la muerte como consecuencia

del tiempo de exposicion al nuevo ambiente.

Con el lin de observar los cambios que ocurren durante el proceso de aclimatacion en los
camarones cautivos, los resultados se analizaron desde la éptica de las variaciones diarias para
el grupo de individuos expuestos a las dos temperaturas experimentales (Tabla 2). Como se
puede apreciar, a excepcién de la Ry y la N, los valores de los diferentes elementos del
balance energético en los camarones expuestos a 31 °C, son mas altos en cada uno de los
elementos en relacién con los obtenidos en los expuestos a 27 °C, lo cual concverda con la

respuesta caracteristica de los poiquilotermos ante el aumento en la temperatura (Fry, 1947).

El proceso de ajuste energético se analizé Gnicamente a parfir de la comparacion entre el dia 3
y el dia 7 de cautiverio {figs. 5-13). A través de este andlisis se identificd una tendencia al
aumento en la tasa de ingestidn (1) en relacion con el cautiverio y la temperatura (P> 0.05) {fig.
5). Vernberg y Piyatiratifivorakul {1998} reportaron que la | de Poloemonetes pugio se vio
alferada por la temperatura, produciendo un incremento répido de la | asociade con un
aumento de la temperatuia de 15 a 28 °C. Sin embargo, la regulacién de la energia ingerida
en crusticeos no es muy clarq, si bien la temperatura acelera la tasa de ingestion de alimento, la
cantidad de energia que realmente es asimilada es influenciada por ofros factores como el
tamafio corporal, la concentracién de c[irﬁento, el tipo de alimento, y ofros factores ambientales

como la salinidad o el oxigeno disuelto {Rosas ef al; 1998; Vemberg y Piyatiratitivorakul, 1998).

la asimilacién (A} es ofra de las respuestas mefabdlicas en la que se presentado una tendencia
al incremento generado por la temperatura (Beamish y Trippel, 1990). En el presente estudio, la
A, asi como la Abs, tendieron al aumento con respecto a ese factor ambiental {Figs. 6 y 8) P>
0.05), y al considerar que-esto mismo ocurrié con la canlidad de alimento ingerido (1) (Fig. 5), se

observa que en los procesos de oblencién de la energia los organismos se ajustaron al nuevo

46



ambiente en el que se mantuvieron. El aumento de la asimilacién con respecto a la temperatuia,
lo han reportado Vemberg y Piyatiratitivorakul {1998), quienes senalaron que la tasa de
produccién de heces de P, pugio aumentd con respecto a la temperatura, indicando con ello un

incremento en la contidad de alimento ingerido.

la eficiencia de absorcion [E Ab) no fue atectada por la temperatura ni por el cautiverio {£ >
0.05) [Fig. 7], lo que pone en evidencic que la captuia, la manipulacion, y los ajustes fisiclégicos
asociados con el cautiverio y la temperatura, no alteran la eficiencia de transformacidn del
alimento ingerido en energia. Estudios recientes llevados a cabo con postlarvas de diferentes
especies de camarén hon demostrado que la E Ab estd mejor relacionada con las
caracteristicas del alimento que con los factores ambientales, las condiciones de cautiverio o la
cantidod de alimento ingerido {Rosas ef of, 1995; Rosas ef of, 1996). Esto se debe o que la E
Ab en los camarones peneidos esta altamente relacionada con la proporcién de proteinas en el
alimento y los mecanismos asociados para el aprovechamiento de éstas como sustrato
energéfico. Mayzaud y Conover {1988), observaron que mientras que el sustrato energético no
cambia, la eficiencia de absorcién se mantiene constante debide a que la cantidad de energia

invertida para la degradacion de los diferentes componentes del alimento es también constante.

lo anterior concuerda con los resultados obtenidos de la razén O:N, que muestran que los
camarones utilizaron las profeinas como sustrato  energético, independientemente de la
temperatura y del cautiverio {Tabla 3), lo que pone en evidencia que lo degradacién de la
proteinas se mantuvo constante, confirmdndose asi la hipdtesis establecida por Mayzaud y

Conover ({1988) , enunciada en el parrafo anterior.

A través de la comparacion del comportamiento de la Ryyr entre ambas temperaturas -
experiﬁentcles, se observaron mecanismos de compensacién de los animales expuestos a 31
°C en los que se observaron valores mas bajos después de 7 dias de experimento {fig. 9). Estos
resultados indican que a esta temperatura los camarones fueron capaces de reducir la energia
canalizada hacia el mantenimiento dé las funciones involucradas en el movimiento esbonténeo,
de tal forma que las diterencias entre las respuestas observadas en ambas temperaturas podrian

estar asociadas con los mecanismos compensalorios que se despliegan durante la aclimatacién
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termal {Kinne, 1970). En el crustéceo decépodo Uca pugilator, se detectaron en los pedinculos
oculares dos hormonas que regulan el consumo de oxigeno ante la aclimatacién termal, ia
hormona que aumenta la 1espiracién en cangrejos en condiciones frias y la que lo disminuye, en
aquellos aclimatados en lemperaturas célidas (Unglaud, 1975). Quizd la respuesta observada

en L sefferus tenga relacién con algin factor endécrino.

la compensacién termal en la fasa metabélica a pesar del aumenio en la ternperﬁturc se
observé en la tucha arcoiris { Oncorhynchus mykiss) (Evans, 1990}, en la que a pesar de que la
actividad de nado aumentd con un incremento de 5 °C, la tasa metabdlica de rutinag decliné
significativamente. El autor afirma que la conservacion de la energia, no obstante el aumento en
el nado, es resullado de la compensacidn metabdlica por ocurir dentro del 1ango nomal de

temperatura (Evans, 1990).

El camarén blanco [ sefiferus es una especie euritermal, mds tolerante a altas que a bajas
temperaturas {Muncy, 1984), siendo los adultos mas susceptibles a temperaturas bajas.
Wiesepape {1975) menciona que el LCs, en 24 horas para juveniles es de 36 y 37 °C, para
animales aclimatades a 29 y 34 °C, respectivamente. Aunque no se ha defemminado el rango
6plimo para adullos del camarén blanco, se podria afirmar que 31 °C estd dentro de los limites
de tolerancia termal. Esto podria explicar por qué a pesar de que, en general, ante un aumento
en la temperatura hay una tendencia al incremento de los respuestas fisioldgicas, en los
camarones expuestos a 31 °C, la Ry,; disminuyd con respecto a los mantenidos en 27 °C. El
mantenimiento de las funciones a 31 °C de temperatura, estd dentro de la tolerancia termal de £,
setiferus, lo que permitid el despliegue de los mecanismos involucrados en una homeostasis

metabdlica.

Por ofro lado, con las fransformaciones n;ecdr{iéc; y bioql;u'miccs del alimento ingerido evaluadas
a partir del incremento de calor aparente {Rie,] (Fig. 10), fue posible observar el efecto del
cautiverio (P<0.05). De acuerdo a los resvliados, a medida que los animales van aclimatandose,
- la-tasa de ingestién aumenta, pero nola energia invertida en lo transformacion mecanica y
bioquimica del alimento ingerido. En ofros estudios se ha observade que este indicador es

allamente sensible a las caracteristicas del ambiente y del alimento pues se han reportado
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importantes variaciones de éste asociadas con cambios en los niveles el oxigeno disuelto (Rosas

etal, 1998), la salinidad (Rosas et af, 1999) vy las proteinas de la dieta {Rosas et al, 1996).

Durante el lapso de 5 dios considerados para las evaluaciones energéticas, los camarones
vtilizaron a las proteinas como principal sustrato energético {O:N de ayuno y O:N después de
la alimentacién, estuvieron entie 4 y 16; Tabla 3). Si se considera que la tasa de excrecion
niffogenada [N} esté directamente asociada con el catabolismo de las proteinas, es posible
esperar que la N tenga una relacién con la tasa de ingestién {Figs. 5 y 11}. Sin embargo, los
resultados en este estudio muestran que la pérdida de nitrdgeno [N} se ajusté de diferente forma
en las dos condiciones experimentales: los animales expuestos a 27 °C presentaron una
tendencia al aumento en la tasa de N en relacidn con el tiempo, mientras que en los de 31 °C,

tendié a disminuir entre el dia 3 y el dia 7 de cautiverio {Fig. 11).

De acuerdo con Regnoﬁlt {1981), la relacidn de la N con la ingestién del alimento y los
procesos catabdlicos proteicos también estd en funcion de la temperatura, la cual regula ios
procesos enzimdticos involucrados en la degradacién de las proteinas ingeridas. Al respecto, en
un estudio reciente se demostré que juveniles de Macrobrachivm rosembergii son capaces de
mantener constante la tasa de excrecion de amonio ante un cambio de femperatura paulatine lo
que les permite ajustar los procesos metabdlicos asociados con la degradacién de las proteinas
[Schmitt, 1996). las variantes en el comportamiento de la N, como se observa a partir de los
resultados obtenidos en los camarones expuesios a 31 °C, reflejan los procesos de ajuste

metabdlico que ocurren durante un proceso de aclimatacion.

Como producto de la ecuacion del balance energético se calculé el campo de crecimiento
representado con la letra Py, Es notorio la tendencia al aumenio en este indicador en ambas
temperaluras experimentales y al findl del periodo de cautiverio {Fig. 13). Sin llegar a la fase
relativamente estable que corresponde a la aclimatacion que resulta de ajustes fisioldgicos
graduales {Prosser, 1991), los machos adulios de £ sefiferus mantenidos por 8 dias en cautiverio
a27y31°C dgsp‘egoron mecanismos de compensacion en las diferentes vias energéticas

[ingestion de alimento, consumo de oxigeno, excrecién nirogenada, etc.} en los que el efecto
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nefo fue la homeocinesis, es decir, la constancia en el aprovechamiento y produccion de la

energia.

De acuerdo con lucas [1993), en general en organismos adulios un alto porcentaje de la
energia metabdlicamente util {A) {80-90 %) debe invertirse en la formacién de tejido gonadico.
No obstante que hasta ahora no se ha medido la cantidad de energia especiticamente ufilizada
en los procesos reproductivos, los resultados demuestian que esta cantidad puede ser importante
puesto que la P representa entre el 73 y el 84 % de la A para 27 y 31°C, respectivamente
(Tabla 4). Diversos autores han demostrado que la fasa de reposicién de los espermatéforos de
los machos adultos de camarén es muy rapida, foma Gnicamente entre 4 y 7 dias [Pascual ef o,
1998}, por lo que durante este periodo los organismos necesitan no sélo formar las nuevas
células espermdticas, sino ademds, elaborar la' compleja estuctura que conforma el

espermatédforo (King, 1943).

los seres vivos continuamente afrontan retos ante cambios en los condiciones ambientales que
generan situaciones de estrés desencadenando respuestas que van desde el nivel subcelular
hasta el nivel de organismo como un todo. lo que hasta chora se ha analizado, son las
respuestas metabolicas que fos camarones mostraron a nivel del organismo. Sin embargo, las
evaluaciones de los diferentes componentes de la hemolinfa como los metabolitos y los
correspondientes a la respuesta inmune, y su comparacién entre organismos recién caplturados y
los que se manluvieron en cautiverio, dan la pauta para tratar de complementar el andlisis del

proceso de aclimatacion.

Un aporte interesante en la presente investigacion, son los resultados que derivaron de la
“evaluacion del efecto de las cdmaras respirométricas en los camarones. A excepcion del trabajo
de Carvatho y Phan [1997), no existen en la literatura reportes en los que se haya evaluado la
aclimatacién de los camarones a las cémaras metabélicas cominmente utilizadas en este tipo de
estudios. Estos autores encontraron que un lapso de 24 h fue suficiente para la aclimatacién de
Xiphopenaeus kroyeri en cémaras respirométricas, a partic de lo ohservado en el consumo de
oxigeno y la excrecién de amonio. En el presente estudio, a partir de lo comparacién de los

diferentes componentes de la hemolinta entre los camarones due las habitaron y aquellos que
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permonecieron en los tanques de 400 L durante los 8 dias de cautiverio (tabla 5), no hubo
diferencias significativas en ningin caso del total de componentes de la hemolinfa considerados
{tabla 5}; ni siquiera para los que se han usado como indicadores de esirés en diferentes
crustceos, como el lactato y la glucosa {tabla 6) (Telford, 1974; fohnson y Uglow, 1985; Spicer
et al 1990; Santos y Keller, 1993; Paterson, 1993; Wehbster, 1996; Hell y Ham, 1998; lignot ef
al 1999), y la presién ésmotica (AQUACOP ef af, 1992; Chen y Lin, 1998; Soyez, 1998;
lignot ef af 1999). |

Un aspecto importante en el andlisis de aclimatacion, es desde la perspectiva del efecto del
cautiverio a través de los indicadores de estrés, como la capacidad osmética. En el presente
estudio, la capacidad osmética de los camarones aumentd en ambas temperaturas
experimentales {fig. 20} y las diferencias en estos valores, quiza reflejan los mecanismos
regulatorios que estos organismos despliegan en el rango de temperatura que se presenta en
condiciones nalurales. la recuperacién de la capacidad osmética se observé en dos especies
de acociles, Procambarus clarkiiy P. zonangulus expuestos a 4 diferentes temperaturas {10, 15,
25 y 30 °C} en un valor optimo de salinidad {20 °/4) establecido para estas especies
[Newsom y Davis, 1994}. Como paite de los mecanismos regulatorios en las variaciones de la
osmolaridad en la hemolinfa se fiene el intercambio idnico entre la hemolinta y el medio externo
{cambios en las concentraciones de sodio y cloro), pero ofra parte puede relacionarse con
mecanismos presentes en especies eurialinas, como £ sefiferus, y que estan relacionados con el
transporte rdpido de moléculas orgénicas del hepatopdncreas a la hemolinfa, como la glucosa
{lignot ef al 1999), o bien, por la alteracién en los aminodcidos libres como una consecuencia

de la biosintesis de aminodcidos no esenciales y/o por el catabolismo de proteinas [{Claybrook,

1983; Rosas ef al, 2000).

Otro de los elementos evaluados en lahemolinka que se ha considerado como indicador de
eskés, es la glucosa. Su incremento en ¢l plasma se ha asociado con el eshiés generado por
cualquier situacién que involucre una intensa actividad muscular. Hall y van Ham [1998) afirman
que donde no existe un estiés de este tipo, y donde ademds los organismos se habitéan a las
condicbnés de cautiverio, no se presenta hipeiglicemia, ni un comportamiento variable en los

niveles de glucosa. El palrén observado en la glucosa en los camarones expuestos a 27 y 31
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°C después de haber permar.

descrito por estos autores: el valor |

obtenidos en juveniles de /. vannamei bajo cautiverio sin algin fipo de estriés adicional, {0.15 mg
mt'} y estén por debajo de los obtenidos en animales que fueron somelfidos a estrés por un

muestreo continue de hemolinta {0.38 a 0.50 mg ml') {Racotta y Palacios, 1998}.

Al igual que con la glucosg, el incremento en la concentracién de lactato se ha relacionado con
hiperactividad, como ocurre cuando los crustceos son recién tomados del agua (Johnson y
Uglow, 1985; Spicer ef of 1990). Hasta aqu/, las evidencias obtenidas indican que sin que
existiera el mecanismo que disparara una respuesta de hiperactividad en los organismos que
permanecieron en cauliverio por 8 dias en 27 y 31 °C, la glucosa y el lactato no se

incrementaron (anexo 2; fig. 18 Ay B).

El comportamiento del lactato en los organismos expuestos a 31 °C permite visualizar
mecanismos de ajuste en los camarones que repercutieron en el metabolismo de carbohidratos,
a partir de la diferencia en los valores de lactato entre los animales aclimatados en las dos
temperaturas experimentales y de la disminucién observada en la Ry de los organismos
expuesios a la lemperatura mayor {tabla 2, fig. ). De acverdo con Paterson {1993), los
organismos pueden reducir su consumo de oxigeno, y ocurrir una anaerobiosis, para poder
mantener la energia metabdlica y con ello traer consigo la acumulacién de una gran cantidad
de écido lactico, lo cual quizd explica un valor menor Ry pero mayor de lactato en los

organismos expuestos a la mayor temperatura.

la acidosis generada por la acumulacién del écido lactico en los organismes mantenidos en
31°C, probablemente explique el aumento significativo observado en el calcio en esta misma
condicién de temperatura {anexo 2; fig. 19). De acuerdo a Wheatly {1996}, de todos los iones
presentes en la hemolinfa, el calcio es el que aparece como el mejor regulado. Presenta niveles
constantes circulantes, a pesar de las movilizaciones entre ofros tejidos durante el ciclo de muda
y como respuesta-a una variedad de situaciones ambientales como la variacion en la salindad
(Ramirez y Taylor, 1985; Ferraris ef al 1986) y por estés termal (Ramirez y Taylor, 1985). El

caso en el que se ha visto un aumento en lo concentracién de este idn, es como respuesta a la
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acidosis extracelular generada por una acidosis respiratoria, en la que el incremento del calcio

circulante trata de compensar la acidosis a través de la acumulacién de bicarbonato (Wheatly ef

al, 1996).

Se constatd una historia alimenticia previa a la captura de los organismos a havés de las
diferencias significativas encontradas en los tiacilgicéridos, el colesterol, y las proteinas, entre
ambas lineas bases {anexo 2; figs. 16A y B, 17). En cuanto a los organismos que permanecieron
cavtivos y sujetos a 27 y 31 °C, se enconhiaron similitudes en el comportamiento de estos
metabolitos, mostrdndose con ello mecanismos que involucraron las respuestas nutricionales y de
metabolismo energético. Retomando que los procesos de obtencidén de energia, como la
ingestion, la absorcién y la asimilacién observados en la presente invesfigacion, tendieron a
aumentar conforme los organismos se adecuaron al ambiente {figs. 5, 6, 8), aon y con la
disminucién que de manera uniforme se presents en las proteinas, lipidos y carbohidiatos, los
organismos siguieron canalizando energla, no sélo para su metabolismo de mantenimiento, sino
también para el crecimiento y la reproduccién [aumento de la Py al dia 7, en ambas

temperaturas experimentales) (tabla 2; fig. 13]

la disminucién significativa y dréstica en las proteinas de la hemolinfa en los organismos
mantenidos en 27 °C {fig. 17), coincide con el aumento en la excrecién amoniacal de los
camarones al séptimo dia de cautiverio (fig. 11}, ya que el amonio es producto principalmente
del catabolismo de proteinas y de desaminacion de los aminodcidos [Claybrook, 1983; Wright,

1995},

Como parte integral de la compensacién en los camarones, es importante hacer referencia al
papel que jugd el fipo de alimento utilizado en esta investigacién. El andlisis bromatolégico del
calamar {lofgo sp.}, indica que su contenido nutricional es en su mdyor-l’c: de tipo profeico {65 %)
y en mucho menor medida glucidico {10 %]} v lipidico {5 %). Resulta claro que por su contenido
proteico, desde hace tiempo se ha considerado al calamar como un alimento con un alto valor
nytricional, probéndose éste valor en el crecimiento de varias especies-de peneidos {CruzRicque -

efol 1989).

53




Tomando como referencia que el sustrato metabdlico utilizado por los organismos fue proteinico
q p p

{razén O:N =16, tabla 3), podria pensarse entonces que la estabilidad en la concentracion de

la glucosa y la disminucion en los componentes lipidicos se suplié con el uso de las proteinas
p p p p

proporcionadas por el alimento a partic de la activacién de rutas metabélicas alteinas. Ciertos

aminodacidos desaminados son similares o fos productos del desdoblamiento que se genera

durante el metabolismo de la glucosa y de dcidos grasos, por ejemplo, la alanina desaminada

9 )4 g . P [emplo,
la cual es convertida en écido pirdvico, y entonces puede convertirse en glucosa o glucégeno
p y p g glucog
{gluconeogénesis) o en acelilCoA, que a su vez, puede polimerizarse para formar dcidos grasos

{cetogénesis) {Zubay, 1983).

Hasta ahora, lo integracion de las evidencias energéticas y bioquimicas permiten ubicar el
proceso de aclimatacién de los machos adullos expuestos a 27 y 31 °C, y al parecer el
requerimiento alimenticio para su sustento durante los 8 dias que permanecieron en cautiverio fue
suficiente, es decir, el tipo y la cantidad de alimento minimo ingerido permitié realizar los
procesos metabélicos esenciales manteniendo un balance positive en la energia metabolizable

destinada al crecimiento y la reproduccién (PL).

No obslante, a partir del seguimiento diario de las variables metabdlicas en la hemolinta que
durante 10 dias se llevé a cabo con el fin de observar su dindmica dentro del proceso de
aclimatacién en camarones adultos expuestos o 33 °C, Pascual (2000) advirtié cambios
marcados en la glucosa, proteinas y triacilglicéridos. El patrén de comportamiento de estos
metabolitos fue cambiante, pero a partir del dia 5 fue de disminucion, resaltando que en el
octavo dia de cauliverio, la disminucion es igualmente dréstica para las proteinas,
triacilglicéridos, glucosa, colesterol y lactato, Al final del periodo de cativerio, los camarones
mostraron una péidida significativa de biomgsa atiibuyéndose ésta al uso de las reservas
tisvlares como paite de los mecanismos de compensacién energética. Esta autora afima que el

fipo de dieta jugd un papel clave en los resultados.
Probablemente el pancrama del balance positivo al crecimiento y la reproduccién observada en

los camarones utilizados en este estudio cambiaria, si el tiempo contemplado en el disefio

experimental hubiera sido mayor a los 8 dias o también por la presencia de un factor estresante.
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Efectivamente, durante este lapso, el tipo y la cantidad de alimento y los mecanismos energéticos
desplegados permitieron canalizar parte de la energio hacio la produccién, sin embargo, el
conslante uso de la proteina dietélica como Unica fuente metabdlica energética fen el caso de
que los carbohidratos y lipidos se suplieran por las rutas metabélicas alternas: gluconeogénesis y
cefogénesis), a la larga provocaria un déficit en el suministio proteinico adecuado, por lo que se
llegaria al uso de proteinas de los tejidos. Aunado a esto, si se visualizan los resultados
referentes al colesterol, resulta evidente una insuficiencio dietética de este nutiimento {anexo 2;
fig. 16B). Los crusidceos son incapaces de sintetizar el colesterol, por lo que su presencia sélo se
puede alibuir a la dieta y a la movilizacién de las reservas del colesterol previamente

consumido.

Como parte de la caracterizacion del proceso de oclimatacién considerando el estado
fisiologico de los organismos, se evalud la respuesta inmune como marco de referencia de la

susceptibilidad a infecciones en los camarones después que pasaron 8 dias en cautiverio.

la caracterizacion de células hematopoyéticas no coincide con la de L shiostris expuestos a

condiciones de hipoxia por 24 hrs {le Moullac ef of 1998). la principal disminucién en las

proporciones celulares en machos adultos de L sefiferus recién capturados y en cautiveric se

obsevé en las células semigranulares (CSG) y hialinas {CH) [alrededor de un 50 %} en 27 y 31

°C, y en menor medida, en las granulares [CLG) {aproximadamente un 8 %) [anexo 2). En a
stylirostris el 80 % correspondié a las CH; entre 10-13 % a los CSG, y sélo de un 4-10 %, « las

CLG. A pattir de que la proporcionalidad de los subtipos de hemocitos es semejante entre los

organismos recién ccpfurados {LB) y los que permanecieron en cautiverio de { setiferus, la

diferencia con respecto a L st/firostris, quiza reflejo una especilicidad en la proporcionalidad de

los subtipos celulares entre las especies de crustaceos peneidos.

No obstante que las proporciones de los tipos celulares no se comportaron igual, se observd un
patidén de decremento en la concentracién del total y subtipos celulares en los camarones
después.del cautiverio [anexo 2; figs. 14 A-D). Los hemocitos totales {HT} en ambas temperaturas
experimentales mostraron gran diferencia ya que los porcenﬁ:ies disminuyeron 4296 %y 15 %

en 27 y 31 °C, respectivamente. A su vez, la mayor disminucién, de mas de un 50 %, coincidio
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en las CLG y CSG, y la menor {36 %), recayé en las CH de 27 °C (las CH de 31 °C
incrementaron 13 %} {figs. 14B-D).

la disminucion en los HT quizé indique un incremento en la susceptibilidad hacia infecciones. Se
ha especulado que fos organismos que disminuyen el nimero de células granulares son mds
suscepfibles a infecciones porque se reduce la habililidad de reconocimiento del material
extrano, y del inicio de coagulacién realizadu por lus CH {Acno ef al, 1994). Ademds, un
menor nimero de células implica una disminucion en los productos del denominado “estallido

respiratorio” que intervienen en la actividad microbiocida durante la fagocitosis (le Moullac e/

al, 1997; Bachere ef af 1995).

la disminucién de la actividad de la fenoloxidase, otro de los componentes de la respuesta
inmunolégica, se ha relacionado con la susceptibilidad de los organismos a infecciones, como se

observd en P. californiensis con una exposicién a una temperatura exhema por un periodo de 14

dias (VargasAlbores ef of, 1998).

A pesar del conocimiento de la relacion existente entre las células granulares y el sistema profO
en crustaceos, por ser las ClG y las CSG donde se localizan compartamentalizados los
elementos del sistema profQ {Ashida y Saderhall, 1984; johanson y Séderhall, 1985; Vargas-
Albores, 1995}, el decremento o el aumento en la cantidad de hemocitos granulares, no
necesariomente implica una mayor actividad de la fenoloxidasa. En C. maenas Hauton et ol
{1997) observaron una correlacion entre la presencia bacleriana en el ambiente y lo
fencloxidasa, pero no con las células granulares. Esto se puede explicar porque la dindmica de
activacién de la fencloxidasa en la hemolinfa no sélo depende de la cantidad de células
granulares existentes y de cuantas se degranulen, sino también de la accién directa de
inhibidores que actian como regulares plasmaticos sobre lo enzima que activa al sisiema profQ,
la alfa-2-macroglobulina y el ishibidor de tripsina: la macroproteina atrapa la profO - sin

desactivarla, pero el inhibidor de tripsina, denominado pacitasting, si logra su desactivacion (le

Moullac ef of, 1998).
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la complejidad en la gama de respuestas de los componentes inmunolégicos para mantener ia
homeostasis, quizd encuentre explicacién en mecanismos de regulacidn nerviosa que influyen en
el comportamiento celular plasmético, como serfan la accién de factores neuroactivos en
hemocitos, identificados ya en moluscos, y la comunicacion inmunoneuronal de la actividad de

los hemocitos por sustancias endégenas identificada en Aplasic californica {Clatworthy, 1996},

Aunado a esto, como parte de los complejos mecanismos involucrados en la homeostasis, se
encuentra la participacién de las células del tejido hematopoyético en el metabolismo
energético. Hay una posible participacién de los hemocitos como almacén de carbohidratos y
como fuente de glucosa (Jonhston y Spencer, 1972; Santos y Keller, 1993), o como via de
transporte de acidos grasos hacia el hepatopdncreas, en procesos de reabsoicidn en ovarios. Al
octavo dia de cautiverio, la disminucién casi uniforme en los hemocitos, coincide con lo que
Pascual {2000) observé en adultos de £ sefiferus, en la que ademds el decremento en las células
del tejido hematopoyético a partir del séplimo dia de cautiverio, concordé con la disminucién de
la glucosa. Por lo tanto, el comportamienio de las células del tejido hematopoyético observado
en la presente invesligacion se encaminé posiblemente, més hacia un papel de tipo metabdlico
que hacia uno de tipo inmunolégico.

Por todo lo anterior se puede afirmar que la alteracion observada en el conteo de hemocitos y el
sistema profenoloxidasa, con la disminucién en el fotal de hemocitos y el aumenlo en la actividad
de la fenoloxidasa en los camarones mantenidos por 8 dios en 27 y 31 °C {anexo 2; figs. 14A
Dy 15), formé parte de los mecanismos metabélicos de compensacién que redujeron el impacto

del cauliverio sobre el organismo.

Al final del periodo evaluado, el proceso de aclimatacién desplegado. por los. camarones.
machos adultos de L. sefiferus expuestos a las dos temperaturas experimentales por un lapso de
8 dias en caufiverio, fue resultado de sﬁ capacidad adaptativa genéticamente determinada,
donde las variaciones fisiolégicas o cambios compensatorios metabdlicos, permitieron un
funcionamiento relativamente normal en una condicién dmbiental dentro de un rango termal

tolerable, a lo que Prosser {1991) denomina como adaptacion de capacidad.
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El balance positivo hacia la produccion observado en los camarones mantenidos en las dos
temperaturas experimentales forma parle de un proceso de aclimatacién. Sin embargo de
acverdo a la definicién propuesta por Vernberg {1975) y Prosser (1921}, la aclimatacién
involucra una secuencia en las respuestas metabdlicas, que pueden it de un nivel de
compensacién a ofro, hasta alcanzar el denominado estado estable, lo cual depende del tiempo
al cual el organismo est¢ sujeto a la nueva condicion experimental. Probablemente el
comportamiento observado en los indicadores evaluados en la presente investigacién, como la
sobrecompensacién en la Ry de los organismos expuestos a 31°C, forman parle de la
secuencia en la que los organismos pasarian de ése nivel de compensacién a ofro, hasta
alcanzar la estakilidad en la respuesta. Al respecto, Sidell, ef al (1973} evaluaron en un pez
pequefio (Carassivs auralus) el curso del tiempo de aclimatacién metabdlica de tres enzimas
{citocromo oxidasa, succinato deshidrogenasa y la catalasa) ante un aumento de 15 a 25 °C
durante 40 dias. Entre los posibles mecanismos que causaron las diferentes oscilaciones que
mosirafon estas enzimas, se menciona una diferente sincronizacién en las tasas de sintesis y
degradacién de proteinas especificas y lipidos donde intervienen los componentes del sistema
enzimdtico, por lo que varios componentes del sistema enzimdtico pueden estar dentro o fuera
de la fase de transicién. Otro de los mecanismos mencionados responsable de las Huctuaciones
es un control de tipo endocrino y neural, en el que los cambios compensatorios son modulados a

través de las funciones de sintesis y degradacion.

Sin duda, el control de mecanismos que permiten la homeostasis en los crustéceos no es simple, y
la integracién funcional de las respuestas bioquimicas, energéticas e inmunolégicas en el
proceso de aclimalacién involucrd algin mecanismo nervioso no evaluade en la presente
investigacion. Como un ejemplo del control nervioso, Fingerman (1987} y Fingerman vy
Nagabhushanam {1992} mencionan la existencia de neuroreguladores en crustaceos que
ﬁpuedenr funcionar como neurotransmisores, 6 bien, como neuroreguladores en la liberacion de
hormonas secretadas por el complejo neuroendociino de la glandula del sinus, una glandula
endocrina de origen neural localizada en el pedinculo de crustaceos. Eatre los procesos
fisiolégicos controlados -por las hormonas secretadas por esta glandula estén la muda y
maduracién gonadal (en ambos intervienen hormonas que inhiben y estimulan estos procesos). La

movilizacién de carbohidrutos, que es contiolada por la Hormona Hiperglicémico de

*
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Crustdceos; y la actividad neuronal, por medio de la Hormona Neurodepresora, que actia
sobre las funciones sensoriales y motoras. De entre los nevroreguladores, se tienen a las aminas
biogénicas que se sabe actian como reguladores de neurohormonas del tejide endociino en C.

maenas bajo una situacion de estiés (Lischen ef o/, 1993).

Retomando el planteamiento del problema que dio origen a la presente investigacion que era
conocer las alteraciones dentro del proceso de qciimctocién que permitan caracterizar el estado
fisiolégico que da pie a o disminucién de la respuesta reproductiva de los machos adultos de £,
setiferus en condiciones de laboratorio, se consideraron las evaluaciones de la calidad
espermdtica de los organismos recién capiurados y los mantenidos por 8 diasc 27 y 31 °C. los
resultados generados en el conteo y caracterizacién espermdtica no mosfraron diferencias

significativas para ninguna condicién (anexo 2).

Pascual {2000) observé una disminucién en los niveles de colesterol, tiacilglicéridos y glucosa
en la hemolinfa, aunada o la disminucién en la calidad reproductiva de machos adultos de £
setiferus mantenidos 10 dias en cautiverio en 33 °C, y lo explica como un aumento en |a
demanda de estos mefabolitos con el proceso de regeneracion del espermatsforo.
Considerando que este proceso es continuo y toma entre 4 y 7 dias {leung-Tivjillo y lawrence,
1991; Pascual ef ol, 1998 y que ademds incluye también la formacion de células espermdticas,
existe la posibilidad de que la insuficiencia dietética de estos suskatos metabdlicos en los
camarones machos adultos que enfrentan un continuo ajuste de mecanismos para compensar el
efecto del cautiverio por un largo lapso de tiempo {més de 30 dias) y/o por algin elemento
ambiental estresante {33 °C de temperatural, provoque un desbalance en la homeocinesis y en
la homeostasis que conlleven un estado de susceplibilidad a enfermedades y una alteracién en
los mecanismos reguladores del proceso de maduracién como en la gléndula androgénica, la
cual es responsable de lo esteroidogénesis, de la actividad espeimatogénica, y del desarrollo y

mantenimiento de las caractersticas sexuales [Nagabhusman y Kulkarni, 1981; Alfaro, 1990).

Considerando lo observado por Pascual (2000) y de acuerdo con los resultados oblenidos en

el presente estudio en lo referente al comportamiento de los metabolitos y la respuesta inmune, se

O SALT
ESTA TESIS NO 52
DE LA BIBLIOTECA 59




propone una secuencia que frata de explicar los sindromes obsevados en los machos cautivos

de [ setiferus:
1.- En cautiverio, el estado nutricional produce estrés en los camarones.

2. Esta condicion fisioldgica conlleva la alteracién de la respuesta inmunolégica por medio de la

reduccién de los hemocitos y el aumenio en lo actividad de la fenoloxidasa.

3- Con el aumento de la actividad de la fenoloxidasa, se incrementa la produccién de la
melanina presente en la células espermdticas, que produce la degeneracion celular, dando

lugar, finalmente, al SMAR y al SDARM, es decir, ia esterilizacién de los machos.

Con la presente investigacion se logré un primer acercamiento en el conocimiento del estado
fisiolégico durante un proceso de aclimatacion en dos temperaturas {27 y 31 °C) que son
usuales en un laboratorio de produccién de postlarvas. Sin embargo, ain las causas especificas
que provocan el SDTRM y el SMTRM en cautiverio, siguen siendo desconocidas. En términos
précticos, este desconocimiento limita establecer un érea de maduracién o reproduccién
completamente independiente de ias poblaciones del medio natural, por no poder contar con un
stock permanente de machos sanos y con calidad reproductiva aceptable, lo que impide lograr
el objetivo de la camaronicultura de producir continuamente navplios, para el caso especifico
del camarén blanco, L sefiferus. Por ello, es lundamental llevar a cabo estudios que permitan
elucidar la pieza clave en el deferioro de los machos en cautiverio, como serian los referentes a
la naturaleza de las alteraciones individuales del sistema nervioso y endocrino de los camarones

durante el proceso de aclimatacién.

Corﬁo cor-ne-ntorio final, al comparar los valores de la calidad reproductiva de los especimenes
evalvados en la presente investigacion, con los observados en machos de la misma especie
capturados en la misma regién {Pascual ef af, 1998) (labla @), se percibe una disminucién en la
calidad reproductiva. Se tiene conocimiento de la actividad estrogénica de piéguicidcs
organoclorados, como el DDT, Endosulfan, Dieldrin, en varias especies de vertebrados {Sharpe y

Skakkebaek, 1993; Soto ef af, 1994; Harries ef af, 1996). Este tipo de contaminantes se han
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detectado en la Llaguna de Términos y en la sonda de Campeche, por ser un drea sujeta a un
conlinuo aporte de plaguicidas provenientes de los sistemas fluviales (Rosales, 1979). la
persistencia de estos quimicos en los suelos es alta, por lo que existe la posibiidad que
organismos benténicos, como el camarédn, los bioacumulen, como yo lo detectaron Murray y
Beck (1989; 1990 en L sefiferus y F. aztecus. Seria interesante llevar a cabo investigaciones
concernientes al efecto de los pesticidas organoclorados en la respuesta reproductiva, como una

pieza mas en el conocimiento de las alteraciones en el campo reproductive.

Tabla 8. Calidad espermatica de machos de /. sefifervs de la cosia continental del Golfo de
México. capturados para la presente investigacién (N= 69 especimenes de LB +Cautiverio} y de
especimenes capturados en la misma regién en 1994 {N= 30). Promedios+Error estandar

Células MNormales Células Anormales  Células Muertas  Células Totales

(x10% {x10°) {x10% x109)
1998
cel/espermatéforo 2.1 +0.29° 10+0.14° 0008 + 0006 3.1+034°
% 677 322 0.2 100
1994 {Pacual ef af, 1998)
cel/espermatdloro 48+13"% 003+001° 0014 +00006° 49+13°
% 0.2 28 - 03 100

Promedios en la misma columna seguidos por distinta letra, difieren significativamente {£ < 0.05)
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CONCLUSIONES

* las oscilaciones en las respuestas energélicas mostadas al inicio del periodo de cautiverio,
mostraron una tendencia al incremento al final del mismo, dando como resvltado un balance

posifivo hacia la Produccién.

¢ la temperaturo tuvo efecto en los elementos del balance energético de los camarones
produciendo valores alios en los camarones expuestos a 31 °C en relacién con los
obtenidos en los expuestos a 27 °C, lo cual concuerda con la respuesta caracteristica de

los poiquilotermos ante el aumento en la temperatura.

e En 31 °C, los camarones en cautiverio ajustaron el metabolismo energético al disminuyendo
la Reyr, lo que trajo consigo un aumento en la concentracion de lactalo como respuesta a
una condicién de anaerobiosis, con un consecuente aumento en el calcio como mecanismo

reductor de la acidosis.

¢ Al menos por los primeros 8 dias de cautiverio, el fipo y la cantidad de alimento ingerido por
los camarones expuestos a 27 y 31 °C, les pemitié realizar los procesos metabdlicos
manteniendo un balance positivo en la energia metabolizable destinada al crecimiento y la

reproduccion.

» Sin embargo, la disminucién en los triacilglicéridos, las proteinas y el colesterol, asi como la
reduccion en los hemocitos tolales, en contraste con el aumento en la actividad de la
fenoloxidasa, indican una alteracion nutricional y en los mecanismos regulatorios del sistema

inmune.
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Anexo 2. Comparacién de los diferentes componentes de la hemolinfa evaluados en machos adultos
de L. selifervs recién capturados (linea Base, LB) y aquellos que se mantuvieron en cautiverio durante 8
dias a 27 y 31 °C [ C). Promedios+ Error Estandar

27 *C 31 °C
LB Cc LB C
INMUNOIOGICOS
HT cel/mm’ 60231 +3550° 32446 +7372° 85866+ 5371° 72540+ 5938°
N 54 17 27 14
CG cel/mm’ 4837 +242° 2667 +634° 06637 +406° 5942+ 479°
N 54 17 27 14
CSG  cel/mm’ 26437 +1547° 16133+3595°% 48266+ 2734° 30514+ 1833°
N 54 17 27 14
CH cel/mm® 26552 + 1866° 9155+ 2234° 29333+ 2316° 34057 +3273°
N 54 17 27 14
FO D.0.490 nm 0.50 + 0.05° 076 +0.14° 054+0.11° 072+0.10°
N 58 i8 12 14
BIOQUIMICOS
Calcio  mg/M| 0.59+0.10° 048+ 0.17° 0.49 +0.04° 1.62+031°
N 56 18 27 13
Triacilglicéridos 0.38 + 0.03° 0.27 +0.03°* 049 +003° 026 +003°
mg/ ml '
N 58 18 27 14
Colesterol mg/eml 1.06 +0.09° 074+015° 162+0.11° 094 +0.12°
N 57 18 27 14
Proteinas mg/ml 707.3+0642° 345.8 + 69.3° 2543+251° 2196+123°
N 56 18 27 14
Glucosa mg/ml 0.14+001° 0.13+003"° Q.12 + 0.009° 0.08 + 0.007°
N 57 18 27 14
lactate  mg/mt 007 +0.007° 0.03 + 0.003" 0.08+0.008° 007 +0.002°
N 58 17 24 14
COhipo mOsm/kg 1165 +536° 1859+ 8.5% 341 +82° \1245+51°
N 58 27 14

18

Promedios seguidos de letras diferentes en cado temperatura, implican diferencias significativas [P< 0.05)
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