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Parametrizacion y desarrollo del sub-modelo del proceso fisiolégico de muda de Litopenaeus vannamei.

RESUMEN

El crecimiento es la expresion final de los procesos fisiolégicos de un organismo. Los
intentos para modelar el crecimiento de los crustaceos se han enfrentado al problema del
caracter discontinuo de esta respuesta resultado de los procesos fisiolégicos y bioquimicos
que ocurren durante el ciclo de muda. El objetivo de este trabajo es generar informacion
cuantitativa para construir un modelo matematico que describa el proceso de muda usando
como modelo experimental al camardn Litopenaeus vannamei. En el presente trabajo se
reporta la informacion experimental relacionada con la frecuencia de muda en funcion de la
temperatura, incremento en peso entre mudas sucesivas, cantidad de agua bombeada
durante la premuda, reduccion del consumo de alimento pre y postmuda, asi como los
cambios a nivel bioquimico que el camarén experimenta a lo largo del ciclo de muda y

como estos tienen efecto sobre el control de la homedstasis del organismo.

Los resultados muestran que existe un efecto de la temperatura sobre la duracién del ciclo
de muda. En general, una variacién en 3° C modifica la duracién del ciclo en un dia, esta
respuesta estd asociada con la reduccion o aceleracion de los proceso metabolicos por
efecto de la temperatura. La duracién del ciclo de muda tiene una relacion lineal directa con
el peso de los organismos. Los camarones mantenidos a 32° C ganan una mayor proporcion
en peso durante la intermuda con respecto a los de las otras temperaturas (26 y 29° C). La
combinacidn de los componentes del crecimiento en los individuos, la duracion del ciclo de
muda y la cantidad de biomasa acumulada en intermuda fue méas eficiente para los

camarones en etapa juvenil sometidos a 32° C, lo cual se reflejé en un mayor crecimiento.

La cantidad de agua absorbida por los organismos en el momento de la muda tiene una
relacion alométrica negativa con respecto a su peso corporal himedo (Y=30.183X7%97%%),
estd en funcion de la velocidad de acumulacion de biomasa y de la eficiencia en el
reemplazo del agua por tejido corporal. La activacion del proceso fisioldgico de absorcion
de agua, esta regulado hormonalmente por la hormona ecdisona, que actia sobre la
hipodermis modificando la permeabilidad del tegumento y por la hormona hiperglicemiante
que activa la bomba Na'+K'—ATPasa permitiendo la entrada de agua e iones al organismo.

El aumento del volumen de la hemolinfa que precede a este evento fisiologico modifica las
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concentraciones de los componentes de la sangre como la glucosa y la hemocianina y
tienen un efecto en la capacidad osmdtica, la covariablilidad de estos metabolitos es
indicadora de la adaptacion bioquimica que los camarones presentan, para la regulacion
homeostatica.

La hemocianina como pigmento respiratorio, es un buen indicador indirecto de la energia
que el camardn utiliza en el proceso de muda, muestra un aumento en premuda para cubrir
la demanda de oxigeno y hacer frente al gasto energético que los camarones
experimentaran al momento de la muda. La glucosa es considerada una molécula base en
las reservas de energia, tiene una fuerte correlacion negativa con las reservas de glucégeno
en el hepatopancreas en la premuda tardia y la postmuda temprana, resulté ser un indicador

real en los requerimientos de energia en el ciclo de muda.

Una vez que el tejido reemplaza al agua bombeada, los camarones realizan ajustes
bioquimicos y fisiologicos para volver a mudar que se despliegan en periodos de ~72 h en
juveniles y de ~108 h en adultos. La tasa de alimentacién se reduce desde niveles del 32%
en juveniles (3 a5 g) hasta el 100% en camarones adultos (30 a 50 g).

En términos de crecimiento, el modelo logra reproducir de manera aproximada lo
observado experimentalmente. El bajo crecimiento predicho y observado se atribuye
principalmente a las condiciones experimentales a las que se sometieron los camarones,
como la individualizacion y no a la estimacion de la cantidad neta de agua absorbida en los
camarones. Desde el punto de vista fisiologico y bioquimico, en general, el modelo permite
la comprension de la combinacion de los factores que intervienen en el ciclo de muda, asi

como de la importancia de la regulacion hormonal en este suceso.

Palabras clave: muda, camaron, fisiologia, bioguimica, crecimiento, modelo.



Parametrizacion y desarrollo del sub-modelo del proceso fisiolégico de muda de Litopenaeus vannamei.

INTRODUCCION

La demanda mundial de la poblacién hacia los productos alimenticios acuaticos va en
aumento, la produccién global de la pesca de captura y el suministro de pescado para la
alimentacién son actualmente los mayores jamas registrados y gran parte de las principales
zonas pesqueras han alcanzado su maximo potencial. En algunos afios, las fuentes que
sostienen las industrias pesqueras de captura, no podran por lo tanto, resolver la creciente
demanda alimenticia global (FAO, 2006).

En esta demanda de alimentos, la acuacultura en el mundo ha crecido enormemente durante
los Gltimos cincuenta afios, de una produccion de menos de un millén de toneladas en la
década de 1950 a 59.4 millones de toneladas en 2004 (Figura 1).
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Figura 1.- Tendencia del valor y la produccién mundial por acuacultura (incluyendo plantas) de 1950 a
2004 (Tomado de FAO, 2006)

De acuerdo a la proyeccion de crecimiento poblacional mundial para las proximas dos
décadas, la FAO (2006) estima que por lo menos se requeriran 40 millones de toneladas
adicionales de alimento acuético antes del 2030 para mantener el consumo per capita. Asi,
la acuacultura se intensifica en casi todas las regiones del mundo por tener el potencial de
contribuir significativamente a este aumento en la demanda de alimentos (FAO, 2006).
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En la actualidad, no hay muchas industrias primarias en el mundo que hayan registrado un
crecimiento anual constante durante las ultimas dos décadas. La acuacultura es un sector
gue ha alcanzado no solamente el crecimiento anual regular sobre una base global, sino que
su extension continta (De Silva, 2001). Esta industria es vista frecuentemente como un
sector primario importante de la produccion de alimento, que contribuye a aligerar la

pobreza, desde el punto de vista socioecondémico e industrial (De Silva, 2001).

A nivel mundial, la produccion de crustaceos por acuacultura, representados por camarones
peneidos y cangrejos, tiene valores de produccion desproporcionados con respecto a las
cantidades de produccion. Los camarones peneidos se ubican en el sexto lugar por cantidad
de produccion (millones de toneladas) pero en el segundo por su valor. Por otra parte,
gracias al desarrollo de la acuacultura, especies que eran consideradas “de lujo” como
salmones y camarones son mas accesibles ahora al aumentar la produccion en volumen con
tecnologia mejorada, lo que ha traido como consecuencia bajos precios, segun lo reflejado
en los datos del valor. Esto ha dado como resultado una tendencia a bajar el valor por
unidad de algunas especies durante los Gltimos 20 afios. El valor en 2004 por unidad para el
camarén en América Latina y el Caribe es solamente 58% del valor por unidad con
respecto al del afio de 1987 (FAO, 2006).

La introduccion de la acuacultura en América Latina y el Caribe ocurrié en los afios 40.
Durante los ultimos 20 afios su desarrollo ha sido significativo (Hernandez-Rodriguez et
al., 2001), a nivel mundial ha crecido en un indice medio anual del 8.8% de 1950 a 2004.
En dicha region, el crecimiento medio anual ha sido el mas alto, a razén del 21.3% anual en
este mismo periodo. La alta tasa de crecimiento en la region es entendible puesto que la
acuacultura era casi inexistente de la década de los 50 al inicio de los 70. Durante la década
pasada, la produccion de salmonidos alcanzé a la de camardn, misma que era considerada
como la especie mas importante de la acuacultura. Este acontecimiento fue el resultado de

brotes de enfermedades en los cultivos (FAO, 2006).

De acuerdo con De Silva (2001), las especies dominantes del camardn en América Latina

son el camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) y el camaron azul (L
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stylirostris). En el Pacifico mexicano son ocho las especies de camaron de importancia
comercial y de ellas cuatro constituyen mas del 90% de la captura total (Farfantepenaeus

californiensis, F. brevirostris, Litopenaeus stylirostris y L. vannamei) (Alvarez, 1999).

En México la produccién de camaron destaca del resto de las especies cultivadas en el nivel
comercial por su volumen, el cual se ha mantenido en crecimiento constante alcanzando
una produccion méaxima de 15,867 toneladas en 1995 y una ligera baja en 1996 con 13,315
toneladas derivada de las enfermedades y problemas sanitarios en los cultivos (Alvarez,
1999) y por su valor que en 1998 fue de 1,190 millones de pesos lo que significo alrededor
del 60% del valor de la produccion total por acuacultura comercial (Ramirez-Martinez y
Sanchez, 1998).

La extension del cultivo de camardn a nivel mundial, ha causado enormes preocupaciones
ecologicas en la comunidad internacional, que se ha convertido en un factor limitante para
la extension de la industria del camaron en Ameérica Latina. Algunas de estas observaciones
ecoldgicas son la destruccién del mangle, contaminacion y eutrofizacion de las zonas
costeras, el desplazamiento de poblaciones de camarén silvestre o nativo, la longitud de los
periodos de cultivo, el aumento de la salinidad en regiones agricolas y la degradacién de las
fuentes de agua subterranea (De Silva, 2001). Todo esto asociado a la carencia de
conocimiento tanto ecoldégico como bioldgico, puede derivar en el derrumbe de la

produccion y la pérdida de sustentabilidad.

La extension del cultivo de camardn a nivel mundial, ha causado enormes preocupaciones
ecoldgicas en la comunidad internacional, que se ha convertido en un factor limitante para
la extension de la industria del camarén en América Latina. Algunas de estas observaciones
ecologicas son la destruccion del mangle, contaminacion y eutrofizacion de las zonas
costeras, el desplazamiento de poblaciones de camardn silvestre o nativo, la longitud de los
periodos de cultivo, el aumento de la salinidad en regiones agricolas y la degradacion de las
fuentes de agua subterranea (De Silva, 2001). Todo esto asociado a la carencia de
conocimiento tanto ecologico como biologico, puede derivar en el derrumbe de la

produccion y la pérdida de sustentabilidad.
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Debido a la importancia comercial del camaron a nivel mundial, se requiere contar con
bases cuantitativas solidas para optimizar su manejo a través de un conocimiento mas
amplio de los procesos fisiol6gicos, como alimentacion, ingestion, excrecion, respiracion y
muda, cuya expresion final es el crecimiento de los organismos. Asimismo, es importante
conocer la influencia de factores ambientales (temperatura, luz, fotoperiodo, concentracion
de oxigeno, pH, y salinidad) e internos (etapa de desarrollo del organismo y la especie), que
influyen en esta expresion. Estos datos pueden sintetizarse en modelos matematicos de
crecimiento individual, herramientas que puede ser usada para optimizar las condiciones de
cultivo del proceso productivo. Econdmica y socialmente, el impacto de estos modelos
puede tener mucha trascendencia considerando que el sector privado, principalmente de
pequefia y mediana escala, ha desempefiado un papel determinante en el desarrollo del
cultivo del camardn en América Latina, mas que las compafiias que tienen acceso al capital
privado y puablico (Hernandez-Rodriguez et al., 2001). Asimismo, sera posible detectar
posibles aspectos no considerados en los flujos energéticos de los procesos que generaran

futuras investigaciones.

El uso de modelos de crecimiento individual, que involucran procesos fisiolégicos es una
contribucion importante para el desarrollo de la acuacultura, considerando las actuales
tendencias regionales de la produccion global. Pueden proporcionar estimaciones del
crecimiento de los organismos condicionadas por diferentes factores en funcién de que la
acuacultura se encuentra en continda intensificacion y diversificacion, utilizando nuevas
especies y modificando sus sistemas y practicas de produccion. La simulaciéon del
crecimiento individual puede ser utilizada también para estudiar la dinamica de la
poblacion con el desarrollo de modelos que pueden predecir el crecimiento de la poblacion
y de la biomasa en un ecosistema dado (Franco, 2005). Los modelos poblacionales
incorporan la informacion individual aleatorizando algunos parametros que permiten

obtener una aproximacion relativamente fina del crecimiento poblacional.

Los modelos que se han desarrollado para simular el crecimiento de los crustaceos en

general se han enfrentado al problema del caracter discontinuo de esta respuesta (Garcia,
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1988), puesto que para crecer y aumentar en tamafio, los crustaceos deben sustituir
periddicamente su exoesqueleto protector por medio de un proceso llamado muda, que esta
bajo control hormonal a través de la 20-hidroxiecdisterona, la hormona promotora de la
muda en crustaceos. El ciclo de la muda es un proceso definido por cambios conductuales,

nutricionales, fisioldgicos y bioquimicos que experimenta el organismo en cada estadio.

Este documento esta estructurado en tres capitulos. En el primero, se estudia el efecto de la
temperatura en el proceso fisiologico de muda, aportando datos sobre la influencia de este
factor en la frecuencia de muda y ganancia en peso en un ciclo de muda completo. Se
presenta informacion sobre la cantidad de agua que el organismo absorbe durante la muda y
la relacion alométrica de este proceso fisiologico. Finalmente, se presenta la evidencia
experimental del tiempo en que los camarones reducen su consumo de alimento en pre y

post-muda.

En el segundo capitulo, se analizan los cambios en el ciclo de muda de algunos metabolitos
sanguineos en la hemolinfa, relacionados con el metabolismo energético del camaron y del
glucdgeno como una de las reservas del hepatopancreas. Esta informacion, se relaciona con

aspectos fisiologicos de la muda como la absorcion de agua.

En el tercer capitulo, se sintetiza la informacion experimental obtenida y se integra a la
propuesta del modelo conceptual del crecimiento individual de camaron, en el sub-médulo

de muda.

El objetivo general de este trabajo es generar informacion cuantitativa que permita
desarrollar un modelo matematico que describa el proceso de muda para integrar esta
informacién a un modelo general de crecimiento individual utilizando como modelo

experimental al camaron blanco del pacifico Litopenaeus vannamei.
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CAPITULO I.- PROCESOS FISIOLOGICOS INVOLUCRADOS EN LA MUDA

En este capitulo se estudia el proceso de muda desde un punto de vista fisiologico y se
aporta informacion sobre los factores externos, principalmente la temperatura, que regulan
este proceso. Se obtiene informacion experimental que lleva a establecer la relacion
alométrica del proceso de absorcion de agua, proceso fisioldgico que se lleva a cabo en el
organismo durante el evento de la muda y del tiempo en que los camarones reducen su

consumo de alimento antes y después de mudar.

1.1. HIPOTESIS

Hipotesis 1

La temperatura, como factor ambiental controlador, regula los procesos metabdlicos que se
Ilevan a cabo en organismos ectotérmicos como es el caso del camarédn L. vannamei. De tal
manera que, dentro su preferendum térmico (que incluye la temperatura 6ptima de
crecimiento), se espera que a mayor temperatura aumente la frecuencia de muda y se
incremente la acumulacion de la biomasa en intermuda, dando como respuesta final la

promocion del crecimiento de los camarones.

Hipotesis 2

El patron tipico de crecimiento de los camarones peneidos esta caracterizado por un
aumento rapido de peso durante las etapas tempranas de vida. Esta velocidad disminuye en
la edad adulta donde alcanza un comportamiento asintético. Asi, si la cantidad de agua
absorbida durante la premuda tardia y la postmuda temprana determina el maximo
crecimiento potencial que el camaron tendra en la siguiente intermuda cuando el agua sea
sustituida por biomasa. La proporcion de agua absorbida respecto a su peso corporal, sera

mayor en camarones de tallas pequefias que en organismos adultos.

Hipotesis 3

Las estructuras digestivas del camaron como la boca, esofago y parte del estomago tienen
una membrana quitinosa que esta conectada con el exoesqueleto, que cuando se acerca el
momento de la ecdisis e inicia el desprendimiento paulatino de la cuticula, comprometen

las funciones normales de prensién, transito y molienda del alimento al perder rigidez. El
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restablecimiento de estas funciones dependera del tiempo en que estas estructuras se
calcifiquen, que en la fase adulta serd mayor, debido a que en esta etapa de desarrollo
aumenta la cantidad de calcio en la cuticula. De esta manera, el periodo de tiempo en que
Litopenaeus vannamei reduce el consumo de alimento pre y post muda y la magnitud de

esta reduccion serd menor en organismos juveniles que en adultos.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar el efecto de la temperatura en la frecuencia de muda, en el peso ganado en
intermuda y en la relacién entre el peso del organismo y la duracion del ciclo de la

muda

e Determinar la cantidad de agua absorbida durante la muda y describir su relacion con el

peso del camaron en términos de la biomasa

e Determinar el tiempo que los camarones reducen su consumo de alimento antes y

después de la muda
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1.3 ANTECEDENTES

1.3.1 Biologia del camarén Blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei

Los camarones peneidos, en condiciones naturales, tienen preferencia por aguas marinas en
su vida de adulto y por aguas estuarinas desde postlarva hasta juvenil (Figura 1.1). En
climas templados los camarones migran fuera de los estuarios durante la fria estacion
invernal y alcanzan la madurez sexual fuera de la costa e inician el ciclo completo otra vez.
En climas tropicales los camarones se pueden asociar con estuarios a lo largo de todo el
afo, solamente se desplazan fuera de la costa para madurar y desovar. En vida silvestre
puede alcanzar una talla de hasta 230 mm de longitud (Fernandez et al., 1998).

ESTADIOS
&
LARWVARIOS

Mysis ’ -/‘ﬂ‘ . - . B
i
h '.." = Huevos liares

Frotozoea Mauplio

Figura 1.1.- Ciclo de vida de los camarones peneidos silvestres, segiin Hendricks 2001.

Se reproducen sexualmente, la diferencia morfoldgica entre machos y hembras no es
evidente, sin embargo las hembras pueden alcanzar un tamafio mayor que los machos. El
apareamiento y desove usualmente ocurre frente a las costas, donde los huevos son
liberados directamente al mar. Los huevos eclosionan dentro de las 18 a las 24 horas a una
temperatura de 28° C. Las larvas de camardn pasan por 5 estadios naupliares, tres estadios
de protozoea y tres estadios de mysis antes de llegar al estadio postlarval. Pueden tomar de
10 a 18 dias para llegar al estadio de postlarva dependiendo de la temperatura y la cantidad

y calidad de alimento.
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Figura 1.2.- Camardn blanco d
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El camarén blanco del pacifico, Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) (Crustacea,
Decapoda, Peneida) (Figura 1.2), se distribuye en la costa este del océano Pacifico, desde

Sonora en el Noroeste de México hasta Tumbes en el norte de Per( (Figura 1.3).

Figura 1.3.- Distribucion geogréfica de L. vannamei (Dore y Frimodt, 1987)

Este camaron marino prefiere fondos lodosos, en aguas costeras desde la orilla de la playa
hasta profundidades de 72 metros (Dore y Frimodt, 1987). En condiciones naturales, las

hembras pueden alcanzar 220 mm de longitud, mientras que los machos alcanzan tallas de

11
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180 mm (Chéavez, 1973). Esta especie tiene preferencia por las aguas marinas en su vida de

adulto y por aguas estuarinas desde postlarva hasta juvenil (Fernandez et al., 1998).

L. vannamei es capaz de tolerar un intervalo amplio de temperatura, sin embargo las tasas
mas altas de crecimiento ocurren entre los 26 y los 32° C con un oOptimo a los 29° C
(Fenucci, 1988). Aunque esta especie puede tolerar temperaturas por debajo de los 15° C y
por encima de los 33° C, pueden reducir su tasa de crecimiento bajo estas condiciones.
Ponce-Palafox et al. (1997) obtuvieron el mejor crecimiento en los juveniles de esta especie
entre las temperaturas de 25 y 35° C. La temperatura también tiene un efecto en la
supervivencia de los organismos y en este mismo experimento se obtuvo la mayor

supervivencia entre las temperaturas de 20 y 30° C.

Wyban y Sweeny (1991), reportaron que esta especie es capaz de tolerar un gran intervalo
de temperaturas, creciendo mejor entre los 23-30 °C, con un crecimiento optimo a los 30 °C
para los camarones de 1 g y de 27 °C para los de 12-18 g. Aunque L. vannamei tolera
temperaturas por debajo de los 15 °C y por encima de los 33 °C, bajo estas condiciones
reducen su tasa de crecimiento. En general, esta especie se distribuye donde la temperatura
del agua esta por encima de 20 °C durante todo el afio (Wyban y Sweeny, 1991,
Rosenberry, 2002).

Esta especie también tolera un gran intervalo de salinidades, puede sobrevivir entre los 0.5
y 45 %o pero su crecimiento es optimo a salinidades alrededor de los 10-15 %o donde el
medio interno es isosmético en relacién al ambiente (Wyban y Sweeny, 1991). Ponce-
Palafox et al. (1997) encontraron poca diferencia en el crecimiento a salinidades de 20, 30,
35, 40 y 50 %o. La supervivencia de juveniles de L. vannamei fue mayor a salinidades

cercanas a 20%o.
En la costa del Pacifico mexicano, L. vannamei comparte su distribucion con 3 especies de

camarones peneidos: Farfantepenaeus californiensis, F. brevirostris y L. stylirostris, todos

de importancia comercial. Cohabita principalmente con L. stylirostris, ya que al igual que

12
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L. vannamei los juveniles prefieren lagunas y aguas salobres, mientras que las otras

especies se encuentran en condiciones marinas en todos sus estadios (Edwards, 1977).

1.3.2 Taxonomia

Los peneidos incluyen dos superfamilias, los Penaeoidea (familias Aristeidae,
Benthesicymidae, Penaeidae, Sicyoniidae y Solenoceridae), y la Sergestoidea (familias
Luciferidae y Sergestidae). La familia Penaeidae tiene 26 géneros, incluido Litopenaeus. En
1997, el subgénero Litopenaeus fue elevado a la categoria de género junto con otros 4
subgéneros (Pérez-Farfante y Kensley, 1997).

La posicidn taxondémica de L. vannamei es la siguiente:
Phylum: Artropoda
Subphylum: Crustacea
Clase: Malacostraca
Subclase: Eumalacostraca
Superorden: Eucarida
Orden: Decapoda
Suborden: Dendrobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea
Familia: Penaeidae

Género: Litopenaeus

Especie: L. vannamei (Boone, 1931)

La morfologia de las estructuras reproductivas tanto internas como externas, juega un papel
fundamental en la interpretacion de la sistematica de los Dendrobranchiata. Estos aspectos
de la biologia del grupo reciben considerable atencion, dado el papel central de la
reproduccion en el conocimiento de la fecundidad, historia de vida y explotacion del grupo
(Pérez-Farfante y Kensley, 1997). La importancia del télico (cerrado o abierto) en los
sucesos evolutivos de este grupo impone poner particular atencion a las caracteristicas que

se encuentran en la morfologia reproductiva. Los espermatéforos tienen un patron basico
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para cada genero y pueden exhibir variaciones entre especies congenéricas, como en las

especies de Litopenaeus (Pérez-Farfante, 1975).

1.3.3 Ciclo de muda

Dentro de los procesos fisiologicos mas importantes involucrados en el crecimiento de los
camarones esta la muda (Franco et al., 2006, de Oliveira et al., 2006). Este proceso esta
relacionado con la mayoria de los sistemas que controlan los procesos metabdlicos y
reproductivos del camardn (Passano, 1960; Kuo y Lin, 1996) y representa para los
crustaceos la posibilidad de llevar a cabo los procesos normales de crecimiento. Cada ciclo
de muda termina con la eliminacion del viejo exoesqueleto que es liberado rapidamente y
se produce una nueva capa quitinosa que paulatinamente se endurece mediante la absorcion
de minerales y proteinas, hasta adquirir la consistencia y dureza del exoesqueleto anterior
(Chang, 1992). Esto ocurre en forma ciclica cada vez que el organismo esta preparado para

aumentar de talla y peso (Skinner, 1985).

Tanto antes como después de la ecdisis, suceso definido por Passano (1960) como el
desprendimiento de la exuvia, ocurren los mayores eventos metabolicos especificamente
asociados con el crecimiento. El cuerpo del camardn absorbe agua y se favorece la division
celular, provocando el incremento de volumen y peso del animal (Van Wormhoudt y
Bellon-Humbert, 1996). En la langosta Panulirus longipes el porcentaje de agua en el
cuerpo se incrementa unas horas antes de la muda y es maximo durante la ecdisis. La
cantidad de agua absorbida se correlaciona directamente con el peso ganado durante un
ciclo de muda (Dall y Smith 1978). En los camarones, el agua absorbida antes de la ecdisis
se acumula en las branquias y en los intestinos (Renaud, 1949, Charmantier, 1985). El
catabolismo neto de los tejidos ocurre en los periodos de intermuda, donde se lleva a cabo
la sustitucion de agua por tejido y el aumento en biomasa. Cheng et al. (2002) estudiaron
las concentraciones osmaticas e ionicas de proteinas en la hemolinfa en relacién al sexo,
tamafio y estadio de muda. Revelaron que los niveles idnicos en la hemolinfa eran méas

bajos durante la postmuda y mas altos en la intermuda y la postmuda temprana
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posiblemente debido a la entrada subita de agua que ocurre en la muda (de Oliveira et al.,
2006).

Los estadios de la premuda tardia y postmuda, son caracterizados por una reduccion en el
consumo de alimento (Dall, 1986 y Chan et al.,, 1988). Durante estos periodos, los
nutrientes acumulados en el hepatopancreas son utilizados de forma eficiente. A la
conducta ciclica de no alimentacién se le denomina “ayuno fisioldgico” y se sugiere que se
debe al hecho de que en el proceso de despojarse de exoesqueleto, algunas estructuras
como la boca, el esofago y parte del estbmago dejan de ser funcionales. Estos érganos
poseen una capa de quitina que es continuacion de las capas externas del exoesqueleto, que
en el momento de la muda se desprende junto con el antiguo sistema digestivo impidiendo
que se sigan realizando las funciones normales de prension, transito y molienda del
alimento (Ceccaldi, 1997). De hecho las branquias quedan inutilizadas por esta causa y el
camardn no volvera a respirar normalmente hasta que éstas vuelvan a adquirir la rigidez
necesaria. Debido a que el desprendimiento de las capas quitinosas del sistema digestivo
comienza durante la premuda final, el animal no puede comer desde este momento y
comienza a utilizar las grasas y azucares que tiene de reserva para poder llevar con éxito las
etapas subsecuentes de la muda asi como la construccion del nuevo exoesqueleto. Después
de la muda, las estructuras digestivas reblandecidas no seran funcionales hasta varias horas
después (Fernandez-Luna, 1998; Vega-Villasante et al., 1999). En Penaeus esculentus se
encontrd que el 70% de los camarones no se alimentan la noche en que ocurre el
desprendimiento del exoesqueleto (Wassenberg y Hill, 1984). La muda se ha estudiado
como parametro fundamental para el calculo de la racion diaria de alimento en un estanque
considerando que los crustaceos modifican su comportamiento alimentario en funcién de

este proceso (Vega-Villasante et al., 2000).

Estudios realizados sobre el comportamiento de los camarones indican que existe una
relacion entre la periodicidad de las fases lunares y el proceso del ciclo de muda (Dall et
al., 1990, Robertson et al., 1987). Esta posible relacion tiene importancia en el manejo de
sistemas de cultivo de camaron. Molina et al. (2000) evaluaron el efecto del ritmo

circadiano y el ciclo de muda sobre la actividad enzimatica y su relacion con el crecimiento
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y conversion alimenticia bajo condiciones experimentales. Los resultados muestran una
sincronizacién de la muda con el ciclo lunar, encontrdndose en cuarto menguante
aproximadamente el 50% de la poblacion de camarones mudados, alcanzando el pico

maximo en luna nueva (80%) que corresponde a los primeros dias de marea baja y alta.

El estudio del ciclo de muda en los crustaceos se ha enfocado principalmente en aspectos
bioldgicos y las caracteristicas particulares de cada especie durante este fendmeno, desde el
punto de vista enddcrino basico y aplicado al estudio del efecto de hormonas exdgenas
sobre este fendmeno (Hagerman, 1983, Harpaz et al., 1987, Dittel, 1993), demostrando que
la muda esta relacionada directamente con aspectos de madurez de los organismos y por lo

tanto reproductivos (Amestoy, 1983).

La duracién del ciclo de la muda varia dependiendo de la edad, talla y especie. Los
organismos en tallas pequerias tienen una tasa de crecimiento alta con ciclos de muda cortos
y conforme aumentan en tamafio su tasa de crecimiento por unidad de biomasa decrece.
Este proceso tiene influencia en la morfologia, fisiologia y comportamiento de estos
animales (Bureau et al., 2000; Vega-Villasante et al., 2000).

En el proceso de crecimiento, los crustaceos decapodos experimentan un estado dinamico y
continuo de atrofia y restauracion proteica del musculo para facilitar la liberacion del
caparazén durante el evento de muda. El equilibrio entre estos procesos metabdlicos que
estan en conflicto, determina en dltima instancia el crecimiento total del animal (Koenders
et al., 2002). Como la mayoria de los otros crustaceos, el crecimiento del camarén depende
de la capacidad de restauracion del musculo después de la muda. De Oliveira et al. (2006),
usando un método modificado de determinacion setal de las etapas de la muda, analizaron
los cambios bioguimicos y celulares de los musculos abdominales de L. vannamei en un
ciclo completo de muda, encontrando que la fibra del musculo cambia a lo largo del ciclo
de muda, especialmente en las etapas del pre y postmuda. La acumulacion abdominal del
masculo ocurre sobre todo durante la etapa del intermuda asi como un aumento en el
tamano de la fibra. Los cambios morfoldgicos en el musculo abdominal se asociaron a cada

etapa de la muda.
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1.3.3.1 Estadios de muda

De acuerdo a la clasica clasificacion de los estadios de muda realizada por Drach (1939), el
ciclo de muda se subdivide en 5 estadios, basado en la dureza de regiones especificas del
exoesqueleto del cangrejo de tierra Gecarcinus lateralis. Drach y Tchernigovtzeff (1967)
definieron en el camar6n Palaemon serratus cinco estadios principales del ciclo de muda,
los cuales también se encuentran en el resto de los crustaceos (A, B, C, D y E) con varias
subdivisiones. A y B son estadios posteriores a la muda, C es la fase de intermuda, D es la
fase de premuda y E, la muda o ecdisis, cuando el animal se desprende del exoesqueleto
completamente. Aquacop et al. (1975), proponen una modificacién en las subdivisiones de
la premuda para el camar6n Penaeus merguiensis (Natantia Penaeidae) y de igual manera
proponen 5 estadios con las siguientes agrupaciones: Postmuda (A, B, By), Intermuda (C),
Premuda (Do, D1’, D;”, D1, D) y Ecdisis (E).

Estadio A.- Se caracteriza por la consistencia de la cuticula y por el aspecto de la epidermis
con respecto a las bases setales. Este estadio empieza después del desprendimiento de la
vieja cuticula del camardn (muda). Los conos setales empiezan a formarse y la bases setales
estan llenas con la epidermis, la cual puede notarse transparente, y presenta poca

pigmentacion.

Estadio B.- El exoesqueleto empieza a adquirir rigidez debido a los depdsitos de calcio.
Empieza la secrecion de la endocuticula, la cual se completa en la intermuda (Chan et al.,
1988; Dall et al., 1990). La formacién de los conos setales contintia (Smith y Dall 1985;
Chan et al., 1988).

Estadio C.- La textura dura que toma el exoesqueleto se debe a una completa calcificacion
de éste (Smith y Dall, 1985; Chan et al., 1988). La epidermis llena las bases de las setas y
forma una linea a lo largo de las bases setales conocida como la linea epidermal
(Stevenson, 1985; Kuo y Lin, 1996), en intermuda se completa la formacion de los conos
setales. En este estadio la cuticula esta absolutamente clara, el material celular es mas

turgente. Este es el periodo de méximo crecimiento somatico (Aquacop et al., 1975).
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Estadio Do.- Representa el umbral del periodo pre-exuvial. Se produce una separacion de la
epidermis de los lazos cuticulares. La retraccion de la epidermis termina cuando se recoge
totalmente de las bases setales, formando una linea sinuosa y paralela a los nddulos. Esta
retraccion se lleva a cabo de dos maneras, segun la region, ya sea en el area apical o del

borde del urépodo:

Estadio D;.- El desarrollo de las nuevas setas (setogénesis) es la principal caracteristica de
este estadio en el que se pueden apreciar con cierta dificultad las nuevas setas. En algunas
especies de crustaceos desde cangrejos, jaibas y peneidos, esta etapa se subdivide en Dy’,
D;”” y D;,’””.0Otro proceso que se manifiesta en esta fase es la invaginacion de la epidermis,
que consiste en la retraccion de la epidermis de las bases setales (Smith y Dall,1985; Chan
etal., 1988).

Estadio D,.- La secrecion de la nueva epicuticula se observa en este estadio (Smith y Dall,
1985). Las nuevas setas se observan méas formadas, mientras que el exoesqueleto es fragil y
blando. Se caracteriza por ser el periodo en el cual se llega al maximo de reabsorcion de los
componentes que se encuentran en el viejo exoesqueleto. El exoesqueleto se encuentra

bastante fragil que puede romperse facilmente (Smith y Dall, 1985).

Estadio E.- Es un estadio corto en el que se produce la absorcién activa de agua que rompe
el exoesqueleto debido a la presion que se ejerce y el animal se desprende de su viejo

caparazon. Algunos componentes del viejo exoesqueleto se degradan o se reabsorben.

Se han descrito dos tipos de intermuda en los crustaceos, anecdisis y diecdisis. En el
primero, la fase de intermuda esta definida por ser de periodo largo; en este grupo estan
incluidos los cangrejos y langostas. La diecdisis, comprende un tiempo corto entre el
término de la postmuda y el comienzo de la intermuda; en este grupo estan los camarones
(Smoth y Dall, 1985; Chan et al., 1988, Kuo y Lim, 1996)
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Los métodos usados para determinar los estadios de muda son: exploraciones histologicas
del integumento, regeneracion de los periopodos y la determinacion del desarrollo setal
(setogénesis) en los apéndices como son los urépodos y pledpodos (Stevenson, 1985; Smith
y Dall, 1985; Sandifer y Smith, 1985; Anderson et al., 1985; Chan et al., 1988). La
duracion de cada estadio y sus subdivisiones dependen de la especie y la edad del

organismo.

1.3.4 Factores que afectan el ciclo de muda

Luz y fotoperiodo

Entre los factores externos que afectan la muda estan la intensidad de luz y el fotoperiodo.
El papel que desempefia la luz es importante en la conducta de los animales, influye en
migraciones y en los habitos alimenticios (Dowling y Motheshill, 1999). Entre el 80 y 90%
de los crustaceos mudan durante la noche bajo condiciones de intensidad de luz y

fotoperiodo similares a las que se encuentran en la naturaleza (Fowler et al., 1971).

El fotoperiodo y la intensidad de luz afectan el proceso normal de muda. En cangrejos del
género Gecarcinus, una iluminacién constante de aproximadamente 10 lux inhibe por

meses el proceso de la muda (Passano, 1960).

Dall (1965) hace referencia que la muda en el camaron Metapenaeus bennettae se inhibid
bajo la influencia, tanto de una iluminacién constante como de oscuridad constante. Sin
embargo, el mismo autor en 1990, no encuentran diferencia en la frecuencia de muda de P.
duorarum durante las 8 semanas en que los camarones fueron sometidos a condiciones de

baja a ligera oscuridad 0 12 h luz y 12 h oscuridad.

Temperatura

En los intervalos 6ptimos en los que se desarrolla una especie, las temperaturas bajas
retrasan el proceso de la muda, mientras que temperaturas mayores lo promueven. En
general, la temperatura tiene relacion directa con el crecimiento, la frecuencia de muda y la
reproduccion. Crisp y Patel (1958) muestran por primera vez que existe esta relacion en

cirripedos sésiles. En L. anatifera se observo que mientras los individuos gestan embriones
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no mudan, despues de que termina el desarrollo embrionario, se liberaran los nauplios y

simultdneamente experimentan ecdisis (Patel, 1959).

Patel y Crisp (1960) reportan que las tasas de muda de cuatro especies de balanos
operculados (crustaceos), Chthamalus stellatus (Poli), EIminius modestus Darwin, Balanus
perforatus Bruguiere y B. ampbhitrite var. dentriculata (Broch), son dependientes de la
temperatura y de la nutricion. La tasa de muda de especimenes bien alimentados se
incrementa de manera lineal. El ritmo de muda sigue un patron lineal en relacion a la
temperatura hasta un nivel maximo, por arriba y por debajo del cual la tasa de muda

experimenta un descenso.

Temperaturas mayores a las del intervalo éptimo de crecimiento de los crustaceos pueden
provocar un efecto inhibitorio del proceso de muda. En Lepas anatifera L., al aumentar la
temperatura de 10 a 25° C, la tasa de muda se incrementa linealmente, sin embargo a 30° C
la tasa de muda decrece y finalmente una temperatura de 34° C resulta ser letal (Patel,
1959).

Fowler et al. (1971), estudiaron los efectos de la temperatura en los periodos de intermuda
(frecuencia de muda) en crustaceos eufausidos bajo condiciones de laboratorio. Los
resultados muestran que los periodos medios de intermuda de Euphausia pacifica y
Meganyctiphanes norvegica estan inversa y linealmente relacionados a la temperatura en
los intervalos de temperatura en los cuales los eufasidos normalmente se encuentran en el

mar.

Choe (1971), en experimentos con P. japonicus, determind que el ciclo de muda varia
dependiendo principalmente de la temperatura del agua y del tamafio del camarén. A una
temperatura de 25-28° C, P. japonicus de 3 a 15 g tiene ciclos de muda de 6 a 15 dias,
cuando la temperatura del agua es de 20-25° C en camarones de 1.5 a 15 g los ciclos fueron
de 7 a 16 dias.

20



Maria del Carmen Galindo de Santiago

En Panaeus setiferus (de 17 a 30° C), un aumento en la temperatura favorecid el
incremento en la frecuencia de muda (Dall, 1990). En un intervalo entre 25-30° C se
observé un mejor crecimiento en los camarones P. aztecus y P. stylirostris (Rubino et al.,
1983).

En el medio natural se determino la relacion entre la variacion interanual del crecimiento
individual del camarén marrén Farfantepenaeus californiensis y la temperatura del agua de
mar a lo largo de la costa central del este del Golfo de California. La temperatura fue un
factor decisivo en el crecimiento porque controla el indice del metabolismo, que en
especies cuyo ciclo de vida es corto, como el camardn, se hace particularmente evidente. La
temperatura dptima para el crecimiento de esta especie estaba entre 24.5 y 25.5° C con
disminuciones de la eficacia del crecimiento hacia ambos lados de este valor (Lopez-
Martinez et al., 2003).

Salinidad

Los cambios de salinidad no tienen efecto directo sobre la frecuencia de la muda. En el
cangrejo de agua dulce Cherax tenuimanus el efecto de la salinidad, en un intervalo de 0 a
100 mg/l, no fue significativo en el nimero de mudas observadas (Rouse y Kartamulia,
1992). Estos resultados fueron similares en P. aztecus y P. setiferus (Hysmith y Colura,
1976).

Oxigeno disuelto

La calidad del agua también es importante en el proceso de muda del camarén. En Penaeus
esculentus, el consumo de oxigeno a una temperatura de 25° C en varios estadio de muda,
incluyendo la ecdisis, muestra que existe un cambio diferencial en el uso de la energia
(evaluada como mg de oxigeno x g en peso himedo™ x dia®). Cherax tenuimanus
aproximadamente 3 dias antes y 1 dia completo después de que el organismo ha mudado
presentan un incremento en el consumo de oxigeno del 55% (Dall, 1986) por lo que un
déficit en la cantidad de oxigeno disuelto provoca el retraso en el ciclo normal de muda.
Organismos de P. semisulcatus mantenidos concentraciones de oxigeno de 2 ppm no

mudaron en 17 dias, sin embargo, en cuanto la concentracion aument6 a 5 ppm se presentd
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la muda (Clark, 1986). En esta misma especie de camardn, se comprobd que a bajas
concentraciones de oxigeno disuelto, el ciclo completo de muda se extendié 3 dias mas de
lo normal (Dall, 1990).

En Xiphopenaeus kroyeri se evalud la respiracion rutinaria (r) en organismos juveniles con
estadios de muda diferente (C/Do, A/B, D1 y D,). La tasa respiratoria varia a lo largo de un
ciclo de muda, con niveles inferiores durante las etapas C/Dy, aumentando en las etapas Dy,

D,, y en la ecdisis y alcanzar los niveles mas altos en las etapas A (Carvalho y Phan, 1988).

Factores intrinsecos

La etapa de desarrollo del organismo (edad), la talla y la especie son los principales factores
intrinsecos que influyen en la frecuencia de muda de los crustaceos (Franco, 2006).
Estudios en varias especies de crustaceos muestran que, en general, existe una relacion
directa entre el tamafio del individuo y los periodos de intermuda en individuos de la misma

especie y sometidos a las mismas condiciones ambientales (Fowler et al., 1971).

Existe una correlacién entre el tamafio y la frecuencia de muda, especialmente evidente en
especies como Meganyctiphanes norvegica y Nyctiphanes couchii, que tienen un intervalo
amplio de peso. La relacion que se reporta es una curva que indica que en individuos que
crecen sanos, la frecuencia de muda esta relacionada con el crecimiento, es decir,
individuos méas pequefios, de crecimiento méas rapido tienen periodos de intermuda méas

cortos que individuos de mayor talla (Fowler et al., 1971)

En L. vannamei se reporté una alta correlacion de la frecuencia de muda con la edad del
organismo. Los camarones juveniles de un mes de edad mudaron méas rapidamente (4.6 +
0.5 dias/ciclo), a los tres meses de edad el ciclo aumenta a 11.8 £+ 1.7 dias/ciclo y alcanzan

un ciclo de muda largo a los seis meses (17.2 + 2.7 dias/ciclo) (de Oliveira et al., 2006).

22



Maria del Carmen Galindo de Santiago

1.4 MATERIALES Y METODOS

Para la parametrizacion del modelo se obtuvo informacion experimental relacionada con la
cantidad de agua absorbida durante el proceso de muda y el nimero de dias en ayuno
durante las fases de pre y postmuda. La informacién obtenida con respecto al efecto de la
temperatura en la frecuencia de muda, las relaciones entre la duracién del ciclo muda y el
peso de los organismos, asi como el incremento en peso entre una muda y otra, fue
considerada en el modelo, por un lado, para validar las predicciones que éste realiz6 sobre
el tiempo de duracién de un ciclo de muda en funcion del peso y como esto afectd el
crecimiento y por otro lado para que en un momento dado se pueda hacer un analisis de
sensibilidad con respecto a condiciones ambientales, en este caso con las variaciones de

temperatura.

1.4.1 Experimento 1

¢ Frecuencia de muda
Para evaluar la variacion de respuesta de la frecuencia de muda en funcién a la temperatura,
se llevd a cabo un experimento con un disefio experimental anidado, en el que los
organismos se sometieron a 3 temperaturas diferentes (tratamientos) 26, 29 y 32° C, que
son los extremos del intervalo de temperatura Optima de crecimiento y el valor medio

Optimo (Fenucci, 1988).

Este experimento se realiz6 en dos partes: la primera se llevd a cabo de noviembre a
diciembre de 2005 y se utilizaron camarones PLsy (0.5 g) que eclosionaron a partir del
desove de una sola hembra en las instalaciones de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia
e Investigacion en Sisal, Yucatan. Para la segunda parte del experimento, que se realizé de
marzo a abril de 2006, se utilizaron camarones del mismo desove cuando estos alcanzaron
un peso promedio de 6 g. Para ambas fases del experimento se obtuvo el registro de tres
ciclos de muda completos. Para la mayoria de los organismos de la primera fase, se

incluyeron registros del cuarto ciclo de muda en las tres temperaturas.

Por razones relacionadas con las variaciones de temperatura en el ambiente, los

tratamientos de la primera fase del experimento tuvieron que iniciar en diferente fecha. El
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tratamiento de los organismos sometidos a la temperatura de 26° C, inici6 el 24 de octubre,
el de los de 29° C el dia 31 de octubre y el de los de 32° C el dia 8 de noviembre.

Se utilizaron 15 acuarios de 56 cm de largo por 31.5 cm de ancho y una altura de 30 cm,
con 12 divisiones cada uno, una de las cuales se utilizé para oxigenar y mezclar el agua y
asi obtener la temperatura deseada. El sistema experimental se alimenté con agua de mar
(36 UPS) con recambios continuos a traves de un sistema de flujo abierto. El agua se
suministré desde un reservorio principal y antes de llegar a los sistemas experimentales
pasd por tanques de 10,000 L, donde se filtrd (filtros de 30 um). Una vez filtrada, se
almaceno en tanques cubiertos con un aislante térmico (hule esponja y geomembrana) para
evitar flujos de calor y mantener la temperatura del agua. Uno de los tanques tenia un
dispositivo de enfriamiento (chiller) marca AZOO y el otro se habilitdé con varios
calentadores sumergibles. A su vez los acuarios fueron aislados térmicamente de manera

individual con placas de unicel y se cubrieron con plastico poliburbuja.

1.4.1.1 Aclimatacion

La aclimatacién permite que los organismos puedan ajustar sus respuestas fisiologicas a las
condiciones experimentales de temperatura. Antes del montaje del experimento, los
camarones se aclimataron durante 10 dias tanto a la temperatura como al alimento. Se
mantuvieron en casetones de 400 L con 100 individuos por temperatura. Todos los
organismos fueron alimentados al 10% de su biomasa en peso humedo con una dieta de
40% de proteina animal, que permite una mayor asimilacion y eficacia en la produccion
(Pascual et al., 2004).

1.4.1.2 Primera fase
Para cada temperatura se utilizaron 5 acuarios con 11 organismos individualmente
identificados en cada uno. Por lo tanto, se obtuvieron 55 repeticiones por cada tratamiento.

El total de individuos para este experimento fue de 165 (Figura 1.4).
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El peso promedio de siembra de los organismos sometidos a la temperatura de 26° C fue de
0.35 £ 0.16 g, para los de la temperatura de 29° C de 0.81 + 0.32 g y para los de la
temperatura de 32° C de 0.49 £ 0.19 g.

1.4.1.3 Segunda fase
El disefio experimental fue el mismo, con la diferencia que solo se utilizaron 2 acuarios
anidados por temperatura. El total de repeticiones por tratamiento fue de 22 organismos y

fueron 66 individuos para este experimento.

TEMPERATURA ACUARIO
Factor A Factor B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Y Yz | Y Yir | Yist
Y112 Y122 Y132 Y142 Yis2
26°C '
Yun | Y | Y | Y | Yisu
Yau | You Yoz | You Yas1
Ya12 Y22 Yoz | Yan | Yos2
29°C
Your | Yoour | Yasun | Yoar | Yosun
Yauu | Yau Yaar | Yau Yas1
Yaz | Yaz Yaz | Yau Yss2
32:C
Yaur | Yaur | Yaar | Yaar | Yasu

Figura 1.4.- Disefio experimental anidado para la primera fase del experimento. Temperaturas
(tratamientos), acuarios (anidados en tratamientos), 11 repeticiones por acuario (Primera parte del

experimento con organismos PLs)

Al momento de la siembra se registraron los parametros biométricos de los camarones
(Figura 1.5):
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e Longitud total (mm)
e Longitud del cefalotérax al rostrum (C-R, mm)
e Longitud del telson (mm)

e Peso ()

Long. Total
[ b, o2 SR St 30 ol SR T RV AR T L i Ll O 1Y |

Long. Telson

—_—

Biometria

Figura 1.5.-Biometria de un camardn peneido

El registro de las mudas por dia se obtuvo mediante la inspeccion diaria de los 165
compartimentos. Las exuvias encontradas se extrajeron con una manguera de plastico
utilizada como sifén y con un colector con malla de 500 um. La primera muda de cada
organismo se tom6 como muda cero y, a partir de ésta, se contd el tiempo que transcurre
entre esta primera, la segunda y las mudas sucesivas para estimar la duracion de los ciclos
de muda en dias. Se estimé el tiempo que transcurre entre mudas sucesivas hasta 3 ciclos
completos de muda o 4 ecdisis. En la primera parte del experimento para la mayoria de los

organismos, se obtuvieron cuatro ciclos completos de muda.
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Los organismos se midieron y pesaron semanalmente para poder asociar el incremento en

peso y talla a la frecuencia de muda.
Para alimentar a los camarones se elaboré una dieta con 40% de proteina animal, conocida
como alimento de crecimiento éptimo, bajo la siguiente formulacion realizada por la Dra.

Gabriela Gaxiola (Tabla 1.1).

Tabla 1.1.- Formulacion de la dieta de 40% de proteina animal

INGREDIENTE %
Harina de Pescado 34.000
Calamar 5.000
Suero de Leche 12.000
CPSp% 4.000
Almidon 20.000
Lecitina 2.000
Aceite de Higado de Bacalao 3.700
(ACH BAC)
Colesterol 0.500
Premix 1.000
Robimix 0.450
Carofila 0.015
Booster 0.500
Alignato 1.000
Relleno 15.825
100.000

Paralelamente a la primera parte de este experimento se registro la frecuencia de muda en
organismos reproductores de 30 a 45 g de peso. Se colocaron 20 camarones de manera
individual en acuarios de vidrio de 40 L de capacidad con un sistema de flujo de agua
continuo y se registrd el tiempo que transcurre entre muda y muda hasta obtener 3 mudas
consecutivas, lo que representa 2 ciclos completos de muda. Estos datos complementan los
obtenidos por Rodriguez-Pestafia (datos sin publicar) en un trabajo anterior y que

amablemente cedi0 a este proyecto.
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1.4.2 Experimento 2
¢ Cantidad de agua bombeada

Para calcular la cantidad de agua bombeada en la post-muda se utilizaron organismos de 3
tallas diferentes (3-5 g, 8-11 g y de 20-30 g). Para la primera y segunda talla se obtuvieron
20 datos para cada una y para la tercera 13, dando un total de 53 observaciones. Previo al
montaje del experimento los camarones se aclimataron durante 10 dias a la temperatura y
alimento. La temperatura a la que se llevaron a cabo los experimentos fluctto entre 28.5 y
29.5° C. Para las dos primeras tallas se utilizaron acuarios de 40 L con 12 divisiones cada

uno y a los camarones de la talla mayor se les colocé en acuarios de 40 L por separado.

Los organismos se seleccionaron en funcion a su estadio de muda, el cual se determind
observando en el microscopio el desarrollo setal de los uropodos, de acuerdo a la
clasificacion de Aquacop et al. (1975), que define 5 estadios de muda de acuerdo a la
retraccion de epitelio dentro de la seta. Los organismos se clasificaron como A, B; y B>
para estadios de postmuda temprana y tardia respectivamente, C para intermuda, Dy, Dy

(D:’, D1” y D1””) y D, para estadios de premuda.

Para los organismos de 3 a 5 g, la evaluacion del estadio de muda se hizo colocando el
camaron vivo directamente en el microscopio para observar el urépodo. A los camarones de
tallas mayores fue necesario cortarles el uropodo para poder observar el desarrollo setal al
microscopio. Los organismos que se encontraban en estadio de premuda tardia (D;”” 0 D)
se pesaron en una balanza analitica eliminado lo mas posible el exceso de agua. Los que

mudaron al siguiente dia se volvieron a pesar de la misma manera al igual que su exuvia.

La cantidad de agua bombeada en la post-muda se calcul6 por diferencia de pesos
H,0=P - (P -P.)
donde H,O = Cantidad de agua absorbida post-muda,
Pt = Peso htimedo final (post-muda),
Pi = Peso humedo inicial (pre-muda) y

P. =Peso hiimedo de la exuvia.
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1.4.3 Experimento 3

¢ Consumo de alimento antes y después de la muda
Para determinar el periodo de ayuno pre y post muda, se evaluo la tasa de ingestion diaria
para organismos de 2 tallas diferentes: 20 organismos de 3 a 5 g (juveniles) y 15
organismos de 30 a 50 g (adultos). Los organismos se aclimataron durante un periodo de 10
dias.

La seleccion de los organismos se llevo a cabo mediante la determinacién del estadio de
muda por desarrollo setal observado en el urépodo de los camarones en el microscopio. Se
colocaron organismos en estadio de premuda temprana (Do) en acuarios individuales de 40
L y se les alimentd 3 veces al dia (8, 14 y 20 hrs.). Después de 2 horas de suministrado el
alimento se retird el que no consumieron con una manguera de plastico como sifon y se

recolecto en frascos de plastico de 500 mL de capacidad.

Se eliminaron las heces con una micropipeta Pasteur y las muestras de agua con alimento se
filtraron con filtros Whatman GF/C de 1.2 um de abertura de poro y 55 mm de diametro
previamente pesados en una balanza analitica. El filtrado se puso a secar en un horno a 60°
C por un lapso de 48 horas. Posteriormente las muestras se pesaron en una balanza analitica

para obtener su peso seco.

Con estos datos se calculd la cantidad de alimento ingerido por individuo a partir de la
siguiente expresion:
A= (A-A)
Donde
A = Alimento ingerido

A, = peso seco (9) del alimento ofrecido

A; = peso seco (g) del alimento recuperado del acuario
Para calcular la cantidad de humedad que pierde el alimento al ser secado en el hormo, se

pesaron diferentes cantidades de alimento (aproximadamente 0.1, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 g) con

5 repeticiones cada una y se colocaron en el horno a 60° C durante 48 hrs. Con estos
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valores, se ajustd un modelo de regresion lineal y se ajustaron los valores obtenidos

mediante la ecuacion que se presenta en la (Figura 1.6).
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Figura 1.6.- Ajuste por pérdida de humedad del alimento al ser secado al horno, utilizado para L.

vannamei

Las condiciones de temperatura y salinidad se mantuvieron constantes (28-29° C y 33-35

UPS) durante todo el experimento.

1.4.4 Anélisis estadistico
¢ Frecuencia de muda

Las distribuciones de frecuencia de muda por dia se suavizaron utilizando una estimacion
de densidad por kernel gaussiano (Salgado, 2002). Se determind la periodicidad de los
ciclos de muda por medio de un analisis de las series temporales, obteniendo las
autocorrelaciones y autocorrelaciones parciales para cada “LAG”, que representa la
comparacion de los dias N con n (N con N+1, N con N+2, etc.). El valor de Q es calculado
de acuerdo a la autocorrelacion o dependencia de los datos en la serie temporal, que ayuda
a identificar las modas. El valor de autocorrelacién méas alto determina la periodicidad del

fenémeno.

La densidad de frecuencia para la duracién del ciclo de muda en cada una de las ecdisis se

grafico utilizando diagramas de burbujas.
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Se establecio la relacion de la duracion del ciclo de muda en funcién al peso de los
organismos para los datos obtenidos en cada temperatura y en cada evento de muda,
mediante una regresion lineal simple. Se utilizd el analisis de covarianza (Zar, 1999) para
comparar las pendientes y ordenadas al origen de estas relaciones en las diferentes

temperaturas.

Se utilizaron diagramas de cajas multiples para en analisis de la proporcidn de ganancia en
peso en cada ciclo de muda y para la comparacion de las tasas de crecimiento en las

diferentes temperaturas.

¢ Cantidad de agua bombeada
La relacion entre la cantidad de agua bombeada y el peso se analizé utilizando, en primera
instancia, diagramas de dispersion. Posteriormente se calculdé el porcentaje de agua
absorbida en funcién al peso corporal de los camarones. Estos datos se ajustaron a una
ecuacion potencial con respecto al peso de los organismos para encontrar el coeficiente
alométrico que define este proceso fisioldgico, el cual posteriormente fue utilizado en el

sub-modelo de muda.

¢ Consumo de alimento antes y después de la muda
Los valores de consumo de alimento calculados entre los estadios de premuda temprana y
posmuda tardia se graficaron individualmente. Las curvas de consumo de alimento a lo
largo del tiempo se suavizaron utilizando medias moviles de 3 puntos. Posteriormente se
sacO un promedio de todas las curvas suavizadas y sobre este promedio se estimaron los
puntos de inflexion que definieron el momento en que los camarones reducen su consumo

de alimento antes de la muda y restablecen dicho consumo después de la muda.

Se calcul6 el error estdndar para determinar la variacion en cada punto registrado de
consumo de alimento para todos los organismos y se grafico sobre el promedio.
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1.5 RESULTADOS

Frecuencia de muda

La frecuencia de organismos mudados por dia de experimento se muestra en la Figura 1.7.
En los histogramas se observa que existe sincronia en la muda de los camarones. Una gran
proporcion de los individuos mudan al mismo tiempo o por lo menos en el mismo dia. Se
define una distribucion multimodal, en la que la distancia entre las modas representa la

periodicidad del ciclo de muda para cada temperatura.

30 —
251 32°C ¥ 4

FRECUENCIA DE MUDA

DIAS

Figura 1.7.- Histogramas de frecuencia de los organismos de L. vannamei, mudados por dia de
experimento (Primera parte del experimento que corresponde a los organismos de 0.5 g de peso inicial

promedio). Las flechas sefialan las modas.

Para la temperatura de 26° C se obtiene aproximadamente una distancia de 6 a 7 dias, en la
de 29°C de 5a 6y en lade 32° C de 4 dias. Esta periodicidad en los ciclos de muda se
refrendd mediante la suavizacion de las distribuciones utilizando una estimacion de
densidad por kerneles (kernel gaussiano), la cual proporciona varias formas para probar y

evaluar la multimodalidad (Salgado, 2002).
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La Figura 1.8 muestra la distribucion suavizada para las distribuciones de frecuencia de

todas las temperaturas de camarones mudados por dia utilizando una amplitud de banda
Optima Gaussiana de Silverman (Salgado, 2002).

Para los datos de la segunda parte del experimento (6 a 12 g) no se realizo este analisis

debido a que no se logrd reunir un nimero minimo de observaciones (50) para todas las
series temporales.
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Figura 1.8.- Distribuciones suavizadas para la estimacion de densidad por kernel Gaussiano con amplitud

de banda optima h =1.3, nimero de histogramas desplazados M=10 y kernel=6 (gaussiano) para la

frecuencia de organismos mudados por dia para las 3 temperaturas (Primera parte del experimento que

corresponde a los organismos de 0.5 g de peso inicial promedio).

La periodicidad del ciclo de muda también se determind por el valor de autocorrelacion

mas alto en la serie de tiempo (Tabla 1.2), que de acuerdo a los resultados obtenidos

corresponde a 6 dias para la temperatura de 26° C, de 5 dias para la de 29° C y de 4 para la

de 32°C.

Tabla 1.2.- Resultados de autocorrelacion y autocorrelacion parcial para cada LAG (N+n) del andlisis de
la serie temporal para las 3 temperaturas (Primera parte del experimento que corresponde a los

organismos de 0.5 g de peso inicial promedio)

T(C)
LAG Autocorr Autocorr  ValorQ Prob>Q
parcial

1 0.2024 0.2378 1.561 0.2116
2 -0.0664 -0.1995 1.734 0.4203
3 -0.0747 -0.2627 1.959 0.5809
4 -0.1242 -0.0822 2.604 0.6261
5 0.1147 0.0062 3.172 0.6735

26 6 0.3835 0.3468 9.739 0.1361
7 0.3341 0.4601  14.902 0.0373
8 0.0593 0.1892 15.071 0.0578
9 -0.1980 -0.1051 17.024 0.0483
10 -0.1666 0.2139 18.462 0.0477
11 -0.1295 -0.3658 19.366 0.0548
12 0.0052 -0.6881 19.368 0.0800
13 0.2475 0.0545 22.975 0.0420
14 0.0237 0.4058 23.010 0.0601
15 -0.1015 -0.1545 23.676 0.0708
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LAG Autocorr  Autocorr ValorQ Prob>Q
parcial
1 0.3622 0.4168 4.605 0.0319
2 -0.2701 -0.5665 7.251 0.0266
3 -0.3964 -0.1962 13.147 0.0043
4 -0.0027 -0.0855 13.148 0.0106
5 0.4774 0.6416 22.331 0.0005
6 0.4572 0.2187 31.078 0.0000
29 7 -0.0332 0.0005 31.126 0.0001
8 -0.3085 -0.0636 35.440 0.0000
9 -0.2950 -0.3574 39.557 0.0000
10 -0.0479 -0.3222 39.671 0.0000
11 0.2814 -0.0720 43.774 0.0000
12 0.2169 -0.1175 46.332  0.0000
13 -0.1488 -0.2680 47.601  0.0000
14 -0.3430 0.5839 54.711 0.0000
LAG Autocorr  Autocorr ValorQ Prob>Q
parcial
1 -0.0415 -0.0529 0.047 0.8289
2 -0.3183 -0.4480 2.921 0.2322
3 -0.1958 -0.5652 4.060 0.2551
4 0.4531 0.2626 10.464  0.0333
32 |5 0.1716 0.1119  11.431 0.0435
6 -0.0516 0.4642 11.523 0.0735
7 -0.3885 -0.2042 17.063 0.0170
8 0.1017 -0.1093 17.467 0.0256
9 0.2403 -0.7269 19.870 0.0187
10 0.0413 0.1397 19.946 0.0298

El total de mudas

registradas por

temperatura a lo largo del

experimento,

independientemente del dia de registro, del individuo y del ciclo de muda, se resumen en

las tablas 1.3 y 1.4, para organismos de 0.5a 3.0 gy de 6 a 12 g respectivamente.

Tabla 1.3.- Resumen de las mudas colectadas de organismos de L. vannamei de 0.5 a 3.0 g para las

diferentes temperaturas (Primera parte del experimento que corresponde a los organismos de 0.5 g de peso

inicial promedio).

TEMPERATURA (° C)

26 29 32
Numero de Mudas 208 196 210
Dias de experimento 37 30 25
Promedio de dias del ciclo de muda 6.28 5.57 441
Desviacion estandar dias del ciclo de muda 0.9737 0.9222 0.8212
Duracién del ciclo de muda menos frecuente (dias) 9 3 2
Frecuencia del ciclo de muda menos frecuente 1 1 2
Moda: duracidn del ciclo méas frecuente (dias) 6 5 4
Frecuencia del ciclo del ciclo mas frecuente 71 70 85
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Para los organismos de 0.5-3.0 g (Tabla 1.3), la media y la moda de la duracion del ciclo de
muda coinciden en definir que existe una tendencia de los organismos a mudar més

frecuentemente conforme aumenta la temperatura.

Tabla 1.4.- Resumen de las mudas colectadas de organismos de L. vannamei de 6 a 12 g para las
diferentes temperaturas (Segunda parte del experimento que corresponde a los organismos de 6 g de peso

inicial promedio)

TEMPERATURA (°C)

26 29 32
Numero de Mudas 57 66 57
Dias de experimento 38 38 38
Promedio de dias del ciclo de muda 9.26 8.61 7.60
Desviacion estandar dias del ciclo de muda 1.0093 0.8015 0.7285
Duracién del ciclo de muda menos frecuente (dias) 7 7 6Y9
Frecuencia del ciclo de muda menos frecuente 1 5 4
Moda: duracion del ciclo mas frecuente (dias) 9 9 8
Frecuencia del ciclo del ciclo més frecuente 20 29 30

Para los organismos de 6 a 12 g (Tabla 1.4), la tendencia general de disminucion en la
duracion del ciclo de muda en funcién al aumento en la temperatura se conserva en el
promedio, aungue para la moda este efecto es menos contundente para las temperaturas de
26y 29° C.

Los valores descritos por evento de muda se presentan graficamente en las Figuras 1.9 y
1.10, donde el tamafio y la intensidad del color en las esferas representan la densidad de

frecuencia para una determinada duracion del ciclo de muda.

En la Figura 1.9, a una temperatura de 26° C, la esfera més grande y de color més intenso se
ubica a los 6 dias, mientras que a 29° C las esferas con estas caracteristicas se encuentran
entre los 5y 6 dias y finalmente a 32° C entre 4 y 5 dias. Nuevamente se presenta el patron

de relacion inversa entre la temperatura y la duracion del ciclo de muda.
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La distribucion de la frecuencia por muda muestra la dispersion en la duracion del ciclo de
muda por temperatura, asi a los 26° C encontramos organismos que tienen ciclos desde 4

hasta 9 dias, mientras que a los 29° C la variacion va de 4 a 7 dias y para 32° C 3 a 6 dias.

En organismos de talla de 6-8 g, la mayor frecuencia de ocurrencia de duracion del ciclo de
muda a los 26° C esta entre los 9 y 10 dias, para los 29° C entre 8 y 9 dias y finalmente a

32° C a los 8 dias como lo muestra la Figura 1.10.
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9 - . .
8 - . .
7 - - -
- Q- - Q0 -
9 5 - 190 1 99
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‘- : - 100
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Figura 1.9.- Gréfico de frecuencia de muda de L. vannamei en funcion de la temperatura (Primera parte

del experimento que corresponde a los organismos de 0.5 g de peso inicial promedio)
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Figura 1.10.- Gréfico de frecuencia de muda de L. vannamei en funcion de la temperatura (Segunda parte

del experimento que corresponde a los organismos de 6 g de peso inicial promedio)

Lo observado en las Figuras 1.9 y 1.10 define la tendencia de crecimiento general en los
camarones. En etapas tempranas de desarrollo, la tasa de crecimiento es acelerada y los
individuos aumentan de peso rapidamente, esto esta directamente correlacionado con la
frecuencia de muda. Asi, a menor peso del camarén, la frecuencia de muda por intervalo de

tiempo es mayor y conforme los organismos crecen esta frecuencia disminuye.

Con los resultados obtenidos en ambas fases del experimento, se obtuvo la relacion de la
duracion del ciclo de muda en funcién del peso separando los datos por evento de muda
para evitar la dependencia, ya que para cada organismo se consideran tres eventos de muda

sucesivos. Los graficos de estas relaciones se muestran en la Figura 1.11.
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Figura 1.11.- Relacion de la duracién del ciclo de muda (dias) en funcion del peso (g) para las tres

temperaturas y tres eventos de muda por temperatura.

El analisis de covarianza se aplico para las tres temperaturas por evento de muda, de tal
manera que se comparan las pendientes y ordenadas de la muda 1 en las tres temperaturas,
y lo mismo para los otros dos eventos de muda. Los resultados del analisis de covarianza
(Tabla 1.5), muestran que no existen diferencias significativas (p>0.05) entre las pendientes
(b) de las tres temperaturas para los tres eventos de muda, esto es que todas las rectas
corren paralelas, lo cual indica que la tasa de cambio de la duracion del ciclo de muda en
funcién del peso no esta siendo afectada por la diferencia en la temperatura. Las ordenadas
al origen (a) presentan diferencias significativas (p < 0.05) entre las temperaturas en los
diferentes eventos de muda. Esto implica que la temperatura tiene efecto sobre la duracion
del ciclo. Observando los valores de las ordenadas al origen por temperatura tenemos que la
recta para 32° C corre a partir de un valor en “y” de aproximadamente 3.6, mientras que
para la de 29° C la recta inicia a un valor de 4.9 y finalmente para la de 26° C el origen es
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de 5.7, lo cual confirma lo anteriormente expuesto, existe una reduccion en la duracion del

ciclo de muda al aumentar la temperatura.

Tabla 1.5.- Comparacion de las rectas (y = a + bx) entre las temperaturas para los diferentes eventos de

muda, donde y = duracién del ciclo de muda (dias) y x = peso (g).

MUDAS
TEMP (°C) 1 2 3
b=0.42 b =0.46 b=0.49
26
a=571 a=5.73 a=5.68
b=0.46 b=047 b=0.44
29
a=4.69 a=4.92 a=492
b=047 b=0.49 b =0.49
32
a=3.61 a=3.64 a=3.59
F 0.66, 0.23, 0.61,
P P >0.05 P>0.05 P >0.05
F 610.70, 71.02, 1121.67,
a (gl) (2,21) (2,21) (2,215)
P P <0.05 P <0.05 P <0.05

Las gréficas de la Figura 1.12 son datos del presente estudio complementados con un
experimento de una investigacion anterior (Rodriguez-Pestafia, datos no publicados). Estos
experimentos se realizaron a una temperatura de 29° C e incluyen camarones de diferentes
tallas en dos ciclos de muda sucesivos. Con estos datos se comprueba que la relacion que

guardan las variables de duracion del ciclo de muda con respecto al peso es lineal.
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Figura 1.12.- Relacion del tiempo de duracion de la primera y segunda muda de L. vannamei en funcién

del peso para organismos sometidos a 28-29° C

La proporcidn de ganancia en peso de los organismos considerando cada evento de muda se
muestra en la Figura 1.13, para las tres temperaturas. Los organismos sometidos a la
temperatura de 32° C obtienen en general una mayor proporcion en peso durante la
intermuda con respecto a los de las otras temperaturas, aproximadamente el 60% de
biomasa con respecto a su peso inicial, lo que aunado a una menor duracion del ciclo de
muda impacta en el crecimiento (Figura 1.15). Para esta temperatura, la Figura 1.13
muestra una tendencia a disminuir la proporcion de ganancia en peso con respecto a los
eventos de muda, lo que indica que los individuos han llegado a una etapa y peso donde la
tasa de acumulacion de biomasa empieza a disminuir como consecuencia de la propia
dindmica de crecimiento. Estos organismos llegan a una talla y peso mas rapido que los
organismos sometidos a las otras temperaturas y por lo tanto su crecimiento en proporcion a

su biomasa comienza a ser menor.

Lo anterior se marca con mayor claridad en la ganancia en peso relativa para los camarones

de 6 a 8 g (Figura 1.14), ya que en todos los casos existe una tendencia decreciente,
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seguramente porque los organismos llegan a una talla donde la curva de crecimiento

cambia de pendiente y por lo tanto los incrementos relativos en peso son cada vez menores.
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Figura 1.13.- Incremento en peso para cada evento de muda por temperatura para L. vannamei (Primera

parte del experimento que corresponde a los organismos de 0.5 g de peso inicial promedio). Los limites

verticales de las cajas agrupan el 50% de las observaciones, la linea central representa la mediana y las

observaciones extremas se denotan por asteriscos.
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Fig. 1.14.- Incremento en peso para cada evento de muda por temperatura para L. vannamei
(Segunda parte del experimento que corresponde a los organismos de 6 g de peso inicial promedio). Los
limites verticales de las cajas agrupan el 50% de las observaciones, la linea central representa la mediana y

las observaciones extremas se denotan por asteriscos.

El crecimiento de los camarones es la expresion final que refleja lo anteriormente expuesto.
Su evaluacion es objetivo de un proyecto paralelo y utiliza los mismos organismos para
medir esta respuesta. Las tasas globales de crecimiento para el periodo de estudio por
temperatura se muestran en la Figura 1.15. Se observa que existe un aumento en la
ganancia de peso por dia al aumentar la temperatura. La diferencia mas notoria se muestra
entre las tasas de crecimiento de la temperatura de 32° C que representa practicamente el
doble que para la de 26° C. Con esto se hace evidente que la temperatura es un factor capaz
de modificar las respuestas asociadas al crecimiento como la frecuencia de muda. El efecto
en el crecimiento es gradual en funcion al aumento de temperatura, esto es los organismos
tienen mayores tasas de crecimiento a 29° C que a26° Cyasuveza32°Cquea29° Calo

largo del tiempo.
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Fig. 1.15.- Tasas de crecimiento en peso himedo (expresada en logaritmos) de L. vannamei para tres

temperaturas

Cantidad de agua absorbida

La cantidad de agua bombeada por los camarones antes de que se lleve a cabo la ecdisis, en
cualquier etapa de desarrollo de los organismos, en promedio es igual. Sin embargo, la
relacion entre esta cantidad de agua en funcion al peso, muestra diferencias en la dispersion
(error estandar) de la respuesta de cada una de las tallas (Figura 1.16). Dicha variacion esta
asociada principalmente a la talla de los camarones, los organismos pequefios estan
completamente comprometidos con el crecimiento y los eventos de muda estdn bien
determinados fisiologicamente, de tal manera que la cantidad de agua absorbida antes de la
muda es menos variable. Al ir creciendo, este proceso fisioldgico se asocia también a otros
eventos como los reproductivos y tanto el ritmo como la acumulacion de biomasa en el
crecimiento, disminuye. Asi, la cantidad de agua que sera sustituida por biomasa en el
periodo de intermuda, en funcion al peso corporal del organismo comienza a ser no tan

importante y se vuelve mas variable.
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Figura 1.16.- Relacion de la cantidad de agua absorbida absoluta (g) en funcidn del peso hiimedo (g)

La proporcion de agua absorbida por los camarones, define una relacion alométrica de tipo

potencial negativa con el peso de los organismos (Figura 1.17).

10

% BOMBEO DE AGUA

y =30.183x -0.9783

R®=0.7574

PESO (g)

Figura 1.17.- Relacion del % de agua absorbida (como proporcion del peso corporal hiimedo después de la

muda sin exuvia) en funcion del peso himedo corporal (g)
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Considerando que el exoesqueleto es un tejido quitinoso que no participa en la absorcién de
agua en la premuda, se obtuvo el porcentaje de agua bombeada con respecto al peso seco de
los organismos y se relaciond con el peso seco sin exuvia. La transformacion de peso
hdmedo a peso seco se obtuvo mediante la funcion potencial propuesta por Menz y Bowers
(1980): Peso seco (mg) = 0.16 (Peso himedo (mg))**®°. Los resultados se muestran en la
Figura 1.18.
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Figura 1.18.- Relacion del % de agua absorbida (como proporcién del peso corporal seco después de la
muda sin exuvia) en funcidn del peso seco corporal (g)

Los coeficientes alométricos obtenidos en ambas relaciones son similares y su diferencia no

impacta en la simulacion del crecimiento del camarén (Capitulo 3).

Reduccidn en el consumo de alimento

La Figura 1.19 muestra las curvas suavizadas con medias moviles de 3, calculadas para los
datos del consumo de alimento en el tiempo de cada uno de los 20 organismos juveniles (3
a 5 g) del experimento y la curva promedio (negro). En estas curvas se observa que en
general existe alta variacion en el consumo individual de alimento con una tendencia
paulatina de disminucion conforme se acerca el momento de la muda y un incremento del

consumo después de la muda.
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El maximo consumo de alimento se presenta 130 horas (5 dias) antes de la muda cuando el
organismo se encuentra en el estadio de intermuda, que es el periodo donde los organismos
estan acumulando biomasa y por lo tanto consumen mas alimento. Cuando el camaron esta
en premuda estabiliza su consumo (aproximadamente 76 horas antes de la muda) y se
prepara para la muda. Finalmente 28 horas antes de la ecdisis se presenta un punto de
inflexion en la curva de consumo que es el momento en que el desprendimiento del viejo

exoesqueleto comienza a afectar las estructuras digestivas.

El consumo minimo que se registrd se presenta en todos los organismo 8 horas despues de
la ecdisis, aunque en realidad existe un periodo de 10 horas en que los camarones no
tuvieron alimento antes y después de la muda, debido a que el remanente de alimento se
retiraba a las 22:00 h y la primera racion del dia se ofrecia a las 08:00 h, tiempo en el cual
pudo incluso haber cesado este consumo. Sin embargo la evidencia muestra que
practicamente el camaron de esta talla tiene un periodo de ayuno fisiologico realmente muy
estrecho o nulo, ya que se observd que todos los organismos después de haber mudado
tenian el tracto digestivo lleno o casi lleno (tres cuartas partes del tracto).

Después de la muda, los organismos de tallas pequefias son capaces de reestablecer sus
estructuras digestivas rapidamente y hacerlas funcionales, esto puede suceder en un periodo
de pocas horas. La evidencia muestra que 14 horas después de la muda los camarones ya

estan consumiendo alimento y al cabo de 44 horas alcanzan su consumo promedio.
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Figura 1.19.- Consumo de alimento (g x racién) antes y después de la muda en organismos juveniles de L.

vannamei (3 a 5 g). El intervalo alrededor de t=0 indica el momento en que se presento la ecdisis.

En cada punto de evaluacién del consumo de alimento se obtuvo el error estandar con
respecto al consumo promedio (Figura 1.20) para evidenciar la tendencia en la dispersion
de los datos al alejarse del momento de la muda. Este error es mayor a tiempos mas
alejados del momento de la muda y disminuye al acercarse este evento, lo que indica que a
lo largo del ciclo la variacién en el consumo de alimento por los organismos es alta,
mientras que al acercarse al momento de la muda el consumo se hace minimo y muy

parecido en todos los organismos.

48



Maria del Carmen Galindo de Santiago

0.24
0.22
0.20

0.18

0.16

0.14

0.12

CONSUMO DE ALIMENTO (g)

0.10

0.08

T T T T T T T T T T T
-150 -100 -50 0 50 100
TIEMPO (HORAS)

Figura 1.20.- Promedio de consumo para cada racion de alimento con el error estandar (n=20 juveniles).

Las curvas suavizadas en el consumo de alimento para organismos adultos (30-50 g) y su
promedio se muestran en la Figura 1.21. En camarones adultos el periodo en que reducen el
consumo de alimento es mayor que en juveniles, debido a que el tiempo de quitinizacién de
las estructuras digestivas es mayor, lo que impide que el funcionamiento para la prension,
el transito y molienda de alimento se reestablezca rapidamente. La reduccién en el consumo
de alimento inicia 64 horas antes de la muda y al igual que los juveniles, el consumo se
reestablece completamente 44 horas después. En promedio el minimo consumo se da entre

10 horas antes y 8 horas después de la muda.
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Figura 1.21.- Consumo de alimento (g x racidn) antes y después de la muda en organismos adultos de L.

vannamei (30 a 50 g). El intervalo alrededor de t=0 indica el momento en que se presento la ecdisis.

Los errores estandar para los puntos de estimacién de consumo de alimento para adultos
(Figura 1.22), tienen el mismo comportamiento que en los juveniles la magnitud del error

es menor cercano a la muda y maximos errores a tiempos mas alejados de ésta.
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Figura 1.22.- Promedio de consumo para cada racién de alimento con el error estandar (n=15 adultos)

En la Figura 1.23 se muestra la relacion entre el tiempo en que los organismos reducen el

consumo de alimento (numero de horas antes y después de la muda) en funcién del peso

hdamedo del camaron.

TIEMPO (h)

120 -

100 A

Qo
(=]
I

(93}
o
Il

LN
(=]
I

[
(]
I

o

0.30 ;33

y = 0.7002x + 64.267
R’ = 0.4752

o

10

20 30 40 50 60
PESO (9)

Figura 1.23.- Tiempo de reduccion del consumo de alimento en funcion del peso del camarén L. vannamei
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1.6 DISCUSION

Frecuencia de muda

La temperatura es uno de los factores mas importantes que controlan el crecimiento de los
organismos a través de la regulacion de las tasas metabolicas, que se hace mas evidente en

especies cuyo ciclo de vida es corto, como es el caso del camaron (Wyban et al., 1995).

Los experimentos de este trabajo fueron realizados con la finalidad de determinar
cuantitativamente el efecto de la temperatura sobre la frecuencia de la muda o duracion de
un ciclo de muda en Litopenaeus vannamei, lo cual se ver reflejado en el crecimiento de
los organismos. Las temperaturas probadas experimentalmente estan dentro de los limites
Optimos para el crecimiento de la especie. Las evidencias experimentales provenientes de
los resultados obtenidos muestran que, en efecto, existe una respuesta diferencial de los
organismos en la duracion del ciclo de muda cuando son sometidos a diferentes
condiciones de temperatura. En general reducen el tiempo de duracién de sus ciclos de
muda cuando aumenta la temperatura, lo cual ha sido reportado también para el camaron
Panaeus. setiferus y la langosta Cherax tenuimanus (Dall, 1990; Rouse y Kartamulia,
1992).

La duracion del ciclo de muda se ha reportado para diferentes especies de camarones por
varios autores (Tabla 1.6). Los resultados de estos reportes muestran una clara influencia
tanto de la temperatura como de la talla y posiblemente de la especie, en la frecuencia de
muda. La tendencia general de la influencia de la temperatura coincide con los resultados
obtenidos en este trabajo, sin embargo se muestran amplias variaciones en cuanto al tiempo

de duracion de los ciclos de muda reportados por estos autores.

Tabla 1.6.- Duracién del ciclo de muda para diferentes especies de camaron y su relacién con la
temperatura y el tamafio

Autor Especie Peso/talla T(CC) C?;ga;;é:qgg;
Choe, 1971 Penaeus japonicus 3albg 25-28°C 6 a 15 dias
Choe, 1971 Penaeus japonicus 15al5¢g 20-25°C 7 a 16 dias
Carvalho y Phan, 1998 Xiphopenaeus kroyeri 1ly10g 25°C 6 y 20 dias resp.
Robertson et al., 1987 Penaeus setiferus 43-57¢g 27-29°C 13.6 dias
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Robertson et al., 1987 Penaeus stylirostris 43-57¢g 27-29°C 11.5 dias
Chan et al., 1988 Penaeus vannamei 11.5-13cm 20-22°C 28 a 40 dias
Charmantier et al., 1994 Penaeus vannamei 10g 28°C 14 dias
Bentacourt et al., 1993 Penaeus vannamei 55¢g 28°C 11.7 dias

Los resultados de Choe (1971) en Penaeus japonicus, muestran que un cambio de 4° C,
altera el ciclo de muda por un dia. En general se observa que una disminucién en la
temperatura promueve el aumento del periodo del ciclo de muda. Este efecto fue reportado
también por Staples y Heales (1990) en juveniles de Panaeus merguiensis, cuyo periodo de
intermuda se increment6 de 3 a 12 dias cuando la temperatura decrecio de 35 a 15° C. Al
igual que en el presente trabajo, este efecto se relaciona con la reduccion general del

metabolismo de los camarones.

Los reportes de Robertson et al. (1987), en adultos de P. setiferus y P. stylirostris muestran
resultados poco coincidentes con los obtenidos en este estudio. Se observa que para esta
etapa de desarrollo la duracion del ciclo de muda en L. vannamei es mayor que en estas
especies, al menos por 10 dias. Esta diferencia no puede ser atribuida a la tasa de
crecimiento especifica debido a que en esta talla, los camarones han llegado a la asintota de
su curva de crecimiento, por lo tanto la especie y las condiciones de cultivo son las que
pueden influir determinantemente en estas variaciones. Contrario a estos reportes, en los
experimentos con el camarén Xiphopenaeus kroyeri se obtuvo una duracion de los ciclos de
muda para camarones de 1y 10 g mayor que la observada en este trabajo para L. vannamei.
Lo anterior confirma que el metabolismo de cada especie determina las diferencias tanto de
periodicidad del ciclo de muda, como del incremento neto de biomasa traducido finalmente

a crecimiento.

Chan et al. (1988), reportan para P. vannamei un ciclo de muda de 28-40 dias para
individuos de 11.5-13 cm de longitud (peso estimado 10-16 g), bajo un disefio experimental
similar al utilizado en este trabajo, con la individualizacion de los organismos pero con una
temperatura controlada de 20 a 22° C. Esta temperatura estd dentro del preferendum

térmico de la especie, pero por debajo de su intervalo optimo de crecimiento. De esta
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manera, su tasa metabolica resulto ser muy baja y por lo tanto los tiempos intermudales mas

amplios.

Charmantier et al. (1994) y Bentacourt et al. (1993) reportaron para L. vannamei periodos
intermudales mayores en organismos en etapa juvenil pero menores en adultos
respectivamente, a una temperatura promedio de 28° C. A pesar de que los reportes para L.
vannamei muestran tiempos de duracion de ciclos de muda variables, la tendencia de la
influencia de la temperatura sobre el metabolismo de los organismo y por lo tanto en la
periodicidad de los ciclos de muda, se mantiene en concordancia con los resultados

obtenidos para L. vannamei en este estudio.

Las experiencias con cultivos de camardn han demostrado que conforme la temperatura
aumenta, siempre en los limites de la temperatura 6ptima de desarrollo y crecimiento de la
especie, las tasas metabdlicas se aceleran y con esto aumenta la frecuencia de muda (Gong
et al., 2004). Por otro lado, el incremento en la tasa metabdlica implica un aumento en la
demanda de energia necesaria para el crecimiento, lo cual a su vez estara asociado con un
aumento en el consumo de alimento. Ponce- Palafox et al. (1997) reporta que camarones
juveniles de P. vannamei consumieron mas alimento cuando fueron sometidos a
temperatura de 25-30° C, que cuando estuvieron a 11-18° C, lo cual tuvo como respuesta
final un mayor crecimiento. Lo anterior también fue observado en P.aztecus por Zein-Eldin
y Griffith (1966) y en Procambarus clarkii y P. zonangulus.(Croll y Watts, 2004), asi
podemos determinar que la temperatura, es un factor determinante que influye tanto en el
consumo de alimento, la absorcion de proteinas y carbohidratos, la modificacion del flujo
de energia y por lo tanto en el crecimiento de organismos acuaticos, sobre todo los

poiquilotermos.

Ademas de la influencia de la temperatura en la tasa metabdlica de los crustaceos, también
tiene efecto en la tasa de sintesis de proteina (Whiteley et al., 2001). La actividad dindmica
especifica (ADE) refleja los requerimientos energéticos de numerosos procesos mecanicos
y bioquimicos implicados en la digestion. Estos incluyen los movimientos del alimento,

absorcion y almacenaje de nutrientes, sintesis de proteinas y lipidos. Se reporta que la

54



Maria del Carmen Galindo de Santiago

temperatura tiene efecto en la ADE, lo cual tendrd una influencia directa en la ganancia en
peso, en intermuda (Figuras 1.13 y 1.14) y en la respuesta final, el crecimiento, como se

observa en la Figura 1.15.

El crecimiento de los camarones estd determinado, en cualquier edad de los organismos,
por el nimero de mudas en un periodo determinado y por el aumento de biomasa en cada
intermuda (Dall, 1990). La accién conjunta de estos dos componentes del crecimiento
conducira a la estimacion real del efecto de la temperatura en el crecimiento final del
camaron. La ganancia en biomasa (g) para las tres temperaturas se muestra en las figuras
1.13y 1.14.

En las temperaturas 26 y 29° C no se observan diferencias importantes en cuanto a la
proporcion de peso ganado, esto implica que los organismos en el periodo intermudal
obtienen la misma proporcion en biomasa en ambas temperaturas y aunque la duracion de
los ciclos es diferente, lo que en tiempos mas amplios se tendria que ver reflejado en el
crecimiento del organismo, primero en talla y posteriormente, durante la intermuda en peso
como ganancia en biomasa (Zetina-Moguel et al., 2000), para los camarones sometidos a
estas dos temperaturas no hay diferencias en el crecimiento final (Figura 1.15). Sin
embargo a mediano y largo plazo la duracion del ciclo de muda estara determinando un
mayor crecimiento en biomasa a los organismos sometidos a una temperatura de 29° C,
debido a que si mudan méas frecuentemente, acumulardn mayor biomasa en el mismo
tiempo que los que mudan mas espaciadamente. Por el contrario, para los individuos
sometidos a la temperatura de 32° C, se observo una diferencia en la proporcién de peso
ganado en intermuda, que adicionado al efecto de un periodo intermudal menor, tiene como

resultado un mayor crecimiento.

La Figura 1.7, muestra para cada temperatura la distribucion de mudas observadas por dia
para todos los individuos del experimento. Es conocido que condiciones ambientales como
las fases lunares ejercen influencia sobre la fisiologia de los crustdceos originando
respuestas diversas en éstos (DeCoursey, 1983; Dall et al. 1990). Asi por ejemplo

DeCoursey (1983), describe una sincronizacion de la muda con el ciclo lunar para el
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anfipodo Talitrus saltador. Aunque en esta investigacion no se registré la muda tomando
en cuenta la fase del ciclo lunar, si se observa que existe una cierta sincronizacion del
evento muda en todos los camarones de este experimento. Las distribuciones que se definen
en la Figura 1.7, establecen que una gran parte de los organismos mudaban en un dia
especifico, estableciendo asi la moda en esa distribucion y una periodicidad en los ciclos de
muda, aunque estos se encontraban de manera individualizada en los acuarios. Estos
resultados muestran coincidencias con lo reportado por Molina et al. (2000), en donde, bajo
condiciones experimentales, aproximadamente el 80% de organismos de P. vannameli
mudaban en luna nueva. Una sincronizacion lunar también fue establecida en P. duorarun,
donde se observé que en luna llena un alto porcentaje de la poblacién de camarones muda

en comparacion con la luna nueva en condiciones naturales (Fuss y Ogren, 1966).

Absorcién de agua

El proceso fisiologico de absorcidn de agua, es un evento continuo que tiene lugar entre la
premuda tardia y la postmuda temprana (Cuzén, comunicacion personal) a nivel de los
intestinos y de las branquias (Renaud, 1949). Esto se ha documentado principalmente para
cangrejos y langostas que tienen un proceso de calcificacion del caparazén mucho mas
acentuado, por lo que la duracion de la ecdisis es mas prolongada. Al parecer este trabajo es
el primero que lo reporta para camarones, donde el evento de ecdisis ocurre en pocos
segundos. En cangrejos se ha observado que el organismo presenta una hidratacion global
antes de la muda del 69% de su peso himedo y después de la muda del 90% (Drach 1939).
En la langosta Panulirus longipes el porcentaje de agua absorbida se incrementa
subitamente unas horas antes de la muda y es maximo durante la muda. Dall y Smith
(1978), determinaron que la cantidad de agua absorbida se correlaciona directamente con el
peso ganado durante la muda. Passano (1960) encontrd que Cancer sp. absorbe un 70% de
su peso corporal durante la ecdisis, perdiendo agua en una relacion directamente

proporcional a la ganancia en peso seco.
La activacion del proceso de absorcion de agua sugiere la intervencion de la hormona

ecdisona, promotora de la muda, que actia sobre la hipodermis aumentando la

permeabilidad del tegumento para permitir la entrada de agua (Hunter y Uglow, 1993), lo
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que compromete principalmente a los componentes de la hemolinfa como las
concentraciones de glucosa y hemocianina y el proceso de osmoregulacién en el

organismo, al aumentar el volumen en la sangre (Capitulo 2).

En camarones, el proceso de absorcion de agua hacia el interior del organismo inicia en el

7”7

estadio D;”” (Cuzdn, comunicacién personal). La entrada de agua incrementa la fuerza
hidrostatica necesaria para romper el exoesqueleto y posteriormente el organismo se libera
de su caparazon mediante movimientos que requieren de energia cinética generada por
trabajo muscular. Las observaciones realizadas por medio de una videofilmacion, realizada
en el area experimental en el momento en que el camardn se desprende del exoesqueleto,
ponen en evidencia que este proceso ocurre mediante un movimiento muscular (conocido
como “tail-flip”), mismo que utilizan como parte de la estrategia de escape ante el ataque
de un depredador. La resultante vectorial producto de la flexion corporal descrita a detalle
por Arnott et al. (1998) para el caso del escape, permite que el organismo se libere del

exoesqueleto.

Posterior a la muda se presenta un aumento subito de agua en el camarén, mismo que
permitird primero aumentar el volumen de los fluidos corporales, seguido de un
alargamiento de los musculos, glandulas y otros tejidos (Al-Mohanna, 1989). Este aumento
en el volumen corporal permite que se forme el nuevo y suave exoesqueleto (Chang, 1995)
que se endurece mediante la absorcion de minerales y proteinas (Chang, 1992). En esta
fase, los organismos incrementan su volumen pero no su biomasa. A este proceso le seguira
la sustitucién del agua por tejido, a partir de la postmuda tardia. La intermuda es el periodo
cuando ocurre el catabolismo neto de los tejidos y el mayor crecimiento en biomasa,
después de que el exoesqueleto se ha endurecido (Dall et al., 1990) y por lo tanto la

sustitucién es mas activa.

El potencial crecimiento del camaron, estara determinado por la cantidad de agua que
absorba entre la premuda tardia y la postmuda temprana, sin embargo el crecimiento real en
peso, serd el resultado de la eficiente sustitucion de agua por biomasa en intermuda. Esta

dependera de varios factores, entre los que estan la calidad y cantidad de alimento, las
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condiciones ambientales que imperan en el cultivo, el estado de salud y de estrés del

organismo (Cuzon, comunicacién personal).

Como se muestra en la Figura 1.17, la proporcion de agua absorbida por los camarones con
respecto a su peso corporal, presenta una relacion potencial negativa. Esto implica que
organismos pequefios absorben una mayor cantidad de agua en proporcion a su peso
corporal en comparacién con las otras tallas debido a que su velocidad de crecimiento es
alta en comparacion a organismos mas grandes (Franco et al., 2006) y requieren de
acumular biomasa a una tasa mayor, mientras que a tallas grandes el crecimiento se va
haciendo asintotico y el agua que absorben solo ayudara a llevar a cabo el proceso de muda,

por lo tanto la acumulacion de biomasa en el periodo intermudal es menor.

La sustitucién de agua por tejido en un ciclo de muda, inicia en el estadio B de postmuda,
donde de acuerdo a la Figura 1.24, la cantidad de agua contenida en el tejido del camaron
comienza a disminuir hasta alcanzar su minimo en D1’”. Este puede representar el
momento en que el camardn activa nuevamente el proceso de absorcion de agua, previo a la
ecdisis. La grafica muestra la reduccion del contenido porcentual de agua en los diferentes
estadios de muda para 3 diferentes especies de camarones peneidos, P. japonicus (Cuzon,
1978), organismos de 5 g de peso humedo L. vannamei y organismos de 0.8 a 18 g de peso

himedo de L. setiferus (Rodriguez-Pestafia, datos no publicados).
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Figura 1.24.- Porcentaje de agua contenida en el musculo de acuerdo al estadio de muda para L.
vannamei, L. setiferus (Rodriguez-Pestafia, datos no publicados) y L. japonicus (Cuzon, 1978)
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Cabe hacer notar que los valores de D; para L. vannamei y L. setiferus, representan el
promedio de todos los sub-estadios de D; y del estadio D, por lo que las variaciones que se
observan en L. japonicus pueden estar enmascaradas por el promedio en L. vannamei y L.

setiferus.

Reduccion del consumo de alimento

El consumo de alimento esta relacionado con el ciclo de muda. En premuda, los camarones
comienzan sus ajustes bioquimicos y fisiologicos para prepararse para la muda, entre estos
esta la reduccidn, e incluso el cese del consumo de alimento antes y después del proceso de
ecdisis. Este evento tiene influencia hormonal, Hatt et al. (1989), determina que un
aumento en la sintesis de la hormona ecdisona coincide con el decremento en la ingesta de
alimento por parte del camaron. Por otro lado, se sugiere que la reduccion en el consumo de
alimento, se debe al hecho de que en el proceso de despojarse del exoesqueleto, algunas
estructuras como la boca, el esofago y parte del estbmago dejan de ser funcionales. Estos
Organos poseen una capa de quitina que es una continuacion de las capas externas. Por lo
tanto, la exuvia se desprende junto con el antiguo sistema digestivo impidiendo que se
sigan realizando las funciones normales de prension, transito y molienda del alimento
(Ceccaldi, 1997).

El desprendimiento de las capas quitinosas del sistema digestivo comienza en la premuda
tardia, el camaron reduce su ingesta de alimento y comienza a utilizar las grasas y azucares
que tiene de reserva para poder llevar con éxito las etapas subsecuentes de la muda asi
como la construccion del nuevo exoesqueleto. Después de la muda, las estructuras
digestivas reblandecidas no seran funcionales hasta varias horas después (Ferndndez-Luna,
1998; Vega-Villasante et al., 1999).

El tiempo para que el camar6on normalice su tasa de ingestion, dependera del
endurecimiento de la cuticula quitinosa y por extensién, de las membranas que cubren el
sistema digestivo. Dicho proceso se lleva a cabo mediante la calcificacion y la absorcion de
otros minerales y proteinas hasta adquirir consistencia y dureza (Chang, 1992) y estara

determinado por la talla del organismo (Figura 1.23).
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Esta relacion determina, mediante la experiencia experimental, que los camarones reducen
su consumo de alimento en funcion a su talla. Para juveniles (3 a5 g) es en promedio de 72
horas y en adultos (30-50g) de 108 horas. La tasa de alimentacion se reduce en
aproximadamente un 32% en juveniles, mientras que para adultos estd reduccion es del
83% Yy en algunos casos alcanza el 100%, lo que sugiere que en efecto el tiempo de
calcificacion y acumulacion de minerales y proteinas serd mayor en los organismos adultos

que en los juveniles.

En el medio natural, L. vannamei es omnivoro, su dieta consiste principalmente de
poliquetos, moluscos bivalvos, ophilridos, neméatodos y restos vegetales (Marte, 1980;
Hunter y Feller, 1987), de tal manera que es necesario que las estructuras de su sistema
digestivo estén totalmente funcionales para llevar a cabo la ingestion y molienda del
alimento. En estas condiciones, es evidente que al acercarse el momento de la muda, cese
completamente el consumo de alimento. En condiciones experimentales, los camarones
fueron alimentados con pellet, el cual se reblandece con el agua y los camarones lo digieren
con mayor facilidad, incluso momentos antes de la muda. La evidencia experimental de
esta sugerencia parte del hecho de que, durante el experimento, los tractos digestivos de los
camarones, en la mayoria de los casos, no estuvieron vacios en todo el ciclo de muda.
Ademas, al observar directamente la conducta alimenticia de los camarones durante toda
una noche, se encontrd que estos no dejaron de comer antes de la ecdisis. Esta conducta se
reporta para algunos individuos de Penaeus esculentus, experimentalmente se encontro que
el 30% de los camarones se alimentan la noche en que ocurre el desprendimiento del

exoesqueleto (Wassenberg, 1984).
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CAPITULO 2.- ADAPTACIONES BIOQUIMICAS QUE OCURREN DURANTE EL
CICLO DE LA MUDA

En este capitulo se analizan los cambios a través de metabolitos relacionados con la
obtencidn de energia (glucosa, hemocianina) y del glucégeno como una de las reservas en
el hepatopancreas. Se relacionan con algunos aspectos fisiologicos influenciados por este

ciclo como el proceso de absorcidn de agua en el ciclo de la muda.

2.1 ANTECEDENTES

La muda en los crustaceos es un proceso complejo, cada una de las etapas se caracteriza por
diferentes eventos metabolicos. La fisiologia y la bioguimica de los camarones presentan
cambios dramaticos durante este proceso. Fisioldgicamente la muda es un proceso
hormonalmente dirigido, regulado por dos hormonas antagodnicas: ecdisona, y la hormona
inhibidora de la muda.

2.1.1 Control del ciclo de muda

El control del ciclo de la muda y los eventos que ocurren en ella estan sincronizados por la
accion de dos hormonas, la ecdisona y la hormona inhibitoria de la muda (MIH), secretadas
por el érgano-Y y el 6rgano-X respectivamente. Se ha documentado que la hormona 20-OH
ecdisona es el principal efector positivo del ciclo de muda de los crustaceos. El papel de
este ecdisteroide como la hormona de la muda, ha sido verificado en varias investigaciones
en las que se aislaron, purificaron e identificaron los ecdisteriodes de varias especies de
crustaceos y determinaron sus cambios durante el ciclo de la muda. La identificacién del
organo-Y como la primera fuente de ecdisteroides, especificamente de a-ecdisona, es
soportado por la ausencia o retraso de la ecdisis en animales que carecen de 6rganos Y
(Skinner, 1985).

Las hormonas hiperglicemiantes son una familia de hormonas (neuropéptidos) de
crustaceos, involucradas principalmente con el metabolismo de carbohidratos, muda y
reproduccion (Lacombe et al, 1999). En el cangrejo Cancer pagurus, las isoformas de estos
péptidos asi como el péptido precursor de la hormona hiperglicemiante se identificaron en

la glandula sinusal del 6rgano X del pedinculo ocular (Hsu et al., 2006). EI complejo

61



Maria del Carmen Galindo de Santiago

organo X de la glandula sinusal es el sitio de produccion de neuropéeptidos. Un analisis
quimico de estos péptidos muestra que presentan composiciones aminoacidicas comunes
(Wang, et al., 2000).

Ademas de su papel en la regulacion de la glucosa en sangre, la hormona hiperglicemiante
estd implicada en la regulacion de varios procesos fisiolégicos como la produccién de la
ecdisona (Yasuda et al., 1994) el metabolismo de lipidos (Santos et al., 1997) y
osmorregulacion (Charmantier-Daures et al., 1994, Serrano et al., 2003). Sefiani et al.
(1996), establecen una relacién entre la muda y la glicemia permanente en crustaceos en P.
vannamei. Sus resultados sugieren que las neurohormonas del pedunculo ocular estan

involucradas en el control de la muda y en la cantidad de azlcar sanguinea.

El papel regulador de la hormona hiperglicemiante en los niveles de glucosa en sangre
modula dos sistemas de enzimas principales: las comprometidas con la glucogendlisis y
glucogénesis y actla sobre el epitelio del hepatopancreas en la sintesis de enzimas
digestivas del epitelio del hepatopancreas (Hall, 1993). La homeostasis que involucra la
ingestion de glucosa y la glucogénesis en musculo y hepatopancreas puede estar bajo

control hormonal ademas de depender de otros factores.

Glandula sinusal

El ciclo de muda en los crustaceos incluye modificaciones de tipo estructural y fisiol6gico
que involucra a la gran mayoria de los sistemas, como son el sistema nervioso periférico y
central, regulacion ionica, metabolismo general y celular, sistema excretor y sanguineo
(Cooke y Sullivan, 1982; Kuo y Lin, 1996).

La glandula sinusal es uno de los centros de control neuroendocrino mas conocido en los
crustaceos. Esta glandula contiene neuronas especializadas para la sintesis, almacenamiento
y liberacién de neurohormonas que son liberadas a la hemolinfa y regulan varias funciones
metabdlicas. Estas funciones incluyen regulacién del azGcar en la hemolinfa,
concentraciones osmaticas e ionicas, ciclo de muda, adaptaciones a la luz y la presencia de

ritmos circadianos y locomotores (Welsh, 1961; Cooke y Sullivan, 1982).
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Organo-X

El 6rgano-X en los peneidos se encuentra ubicado en la superficie dorsal del ganglio 6ptico
(Cooke y Sullivan, 1982; Skinner, 1985). Este 6rgano produce la hormona inhibidora de la
muda (HIM) ademas de otras como la hormona inhibidora de las gdnadas, hormonas
peptidicas, la hormona hiperglicemiante y las cromatoforotropinas las cuales son
almacenada en la glandula sinusal para luego ser secretadas hacia la hemolinfa. La funcion
de este 6rgano es la de inhibir la sintesis de ecdisona por parte del érgano-Y (Huberman et
al., 1993).

Organo-Y

El 6rgano-Y en los camarones peneidos se encuentra localizado bajo la hipodermis ventral
cercano al masculo abductor mandibular externo. Cuando el 6rgano-X, por razén adn
desconocida, deja de producir la HIM, el 6rgano-Y puede secretar la hormona ecdisona que
por hidroxilacion se vuelve en una forma mas activa conocida como la 20-OH ecdisona, la
cual desencadena el proceso fisioldgico de la muda (Cooke y Sullivan, 1982; Skinner,
1985).

2.1.2 Metabolismo en la glandula digestiva

El metabolismo energético de los camarones peneidos consta de una serie de caminos
metabdlicos a través de los cuales se produce la energia que los camarones necesitan para
cubrir todas sus necesidades, que incluyen las reacciones involucradas en los trabajos
fisicos y en la sintesis de moléculas y tejidos, es decir, en el crecimiento y en la

reproduccion (Rosas y Carrillo, 2006).

Durante el ciclo de muda, los camarones acumulan en la glandula digestiva reservas de
glucdgeno, lipidos y proteinas, que son utilizadas mayormente en la construccion del futuro
exoesqueleto y en la sintesis de nuevos tejidos. De acuerdo con Renaud (1949) y Fernandez
et al., (1998) estas reservas son movilizadas de una manera diferente segin el estadio de

muda.
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En estudios realizados en Callinectes arcuattus, se relacionan las variaciones de las
enzimas digestivas durante el ciclo de muda, mostrando una disminucion de la actividad
general de proteasas en la premuda y muda, mientras que la actividad de amilasa y lipasa
aumenta en estos mismos estadios, lo cual sugiere la utilizacion de reservas energéticas
(glucogeno vy lipidos) para el mantenimiento y construccion de tejidos durante la etapa de

ayuno fisioldgico (Vega-Villasante et al., 2000).

El glucdgeno es la molécula de almacenamiento de carbohidratos en los crusticeos
decdpodos y la glandula digestiva (hepatopéancreas) es el sitio donde se acumula
principalmente (Gibson, 1979; Loret, 1993). En un estudio realizado por Rosas et al.,
(2000), se considerd al glucdgeno de la glandula digestiva como un indicador de la
capacidad de los camarones para almacenar esta molécula. En los crustaceos, el glucégeno
es utilizado principalmente como materia prima para la formacion de la quitina, la cual
puede llegar a ser hasta el 35% del peso seco de los camarones (Abdel-Rahman, 1979,
Rosas et al., 1995).

Aunque el glucdgeno es utilizado para la formacion del exoesqueleto y su sintesis es
fundamental en el crecimiento, los resultados obtenidos en L. vannamei indican que una
gran cantidad de glucdgeno acumulado en el hepatopancreas no necesariamente significa
un mayor crecimiento. Estudios histoquimicos realizados con P. monodon revelaron que el
glucégeno en exceso podria actuar como una barrera que impide la absorcion de

aminoéacidos e inhibe el crecimiento de los camarones (Rosas et al., 2006)

La regulacién de la glucosa de la sangre es otro mecanismo fisioldgico importante que se
puede afectar por el ciclo de la muda. Es una de las respuestas mas reconocidas al estrés
constante, por lo que es necesaria la movilizacion de la energia almacenada para mantener
la homeostasis (Lignot et al., 1999). La glucosa en la hemolinfa proviene de dos fuentes
diferentes; directamente de la absorcion de la D-glucosa dietética a través del
hepatopancreas y las células epiteliales del intestino, o desde el hepatopéancreas donde este
se almacena como glucogeno o sintetizado por via gluconeogénica. Los niveles de glucosa

en la hemolinfa estan firmemente regulados por la hormona hiperglicemiante de los
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crustaceos. La secrecion balanceada de esta hormona es una parte esencial del control
homeostatico de la glucosa (Verri et al., 2001). Santos y Keller (1993) establecieron las
vias de control de esta hormona sobre la concentracion de glucosa. Cuando los niveles de
glucosa en la hemolinfa son bajos, las neuronas de la glandula sinusal del érgano X
sintetizan y liberan a la hormona hiperglicemiante e inducen la hidrélisis del glucogeno y
como consecuencia se incrementa la concentracion de la glucosa en la hemolinfa. Por el
contrario, cuando la concentracion en la hemolinfa aumenta, la liberacion de la hormona es
inhibida, se invierte el proceso de la produccion de la glucosa en el musculo y en el
hepatopancreas. En particular, la hormona hiperglicemiante juega un papel importante en la
regulacion de la glicemia por incremento de los niveles en la hemolinfa via movilizacion de
la glucosa desde el hepatopancreas y reservas de glucdgeno en masculo. Cheng et al.,
(1999), sugiere que durante la muda de Carcinus maenas, se realiza una secrecion
transitoria de la hormona hiperglicemiante para estimular la entrada masiva de agua y de
iones lo que provoca el aumento de volumen del cuerpo del organismo, fendbmeno que
acomparfia la muda. En cangrejos, la entrada de agua ocurre principalmente a través de la
glandula digestiva (Neufeld y Cameron, 1994) lo que sugiere que la hormona
hiperglicemiante puede activar la bomba Na'+ K*-ATPasa y el transporte de iones. (Lucu
et al., 2003).

2.1.3 Composicién y osmoregulacion de la hemolinfa

La hemolinfa es un tejido dindmico en el que la cantidad de sus componentes cambian
durante el ciclo de la muda. La concentracion del componente principal de la hemolinfa, la
hemocianina, es baja en la postmuda y se eleva hacia la premuda (Hagerman, 1983);.
Ademas, las concentraciones relativas de aminoacidos libres en la hemolinfa de varios

crustaceos varian a lo largo del ciclo de muda (Mangum et al., 1985).

Para estirar el nuevo y suave exoesqueleto, los crustaceos bombean agua en la postmuda,
por lo tanto se espera que la actividad de una gama de procesos fisioldgicos se relacione
con la permeabilidad del tegumento y la regulacién iénica que varia durante el ciclo de la
muda. Como consecuencia de esta subita introduccion de agua al organismo, la

concentracion idnica aumenta y parece ser mas baja durante la postmuda que en la premuda
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(Ferraris et al., 1987). De la misma manera, la osmolaridad (mOsm kg™) es mas baja en la
postmuda (Mantel et al., 1975).

La capacidad osmorregulatoria es considerada un importante mecanismo de la adaptacion
ambiental en especies acuaticas particularmente en crustaceos. Algunos estudios han
evaluado la capacidad osmorregulatoria de los crustaceos y se ha demostrado que ésta es
sensible al amonio, a la disminucion de oxigeno, a la presencia de metales pesados y a la
salinidad (Charmantier et al., 1991).

Estudios encaminados a determinar la capacidad osmorregulatoria en relacion con el estatus
nutricional y el estadio de muda en organismos de aproximadamente 17 g de P. stylirostris
(Lingot et al., 1999) y en P. vannamei (Charmantier, 1994) muestran que tanto la presion
osmotica, y por tanto la capacidad osmoregulatoria varian con el estadio de muda de los
camarones. La capacidad osmoregulatoria es maxima en los estadios C y DO y minima en

los estadios proximos a la muda (D3 y A) (Mantel y Farmer, 1983).

La hemocianina es la proteina, componente principal de la hemolinfa (95% de las proteinas
del suero de la hemolinfa) (Sellos et al., 1997). Se sintetiza en las células F del
hepatopancreas (Lehnert y Jonson, 2002). Se ha examinado la concentracion de la proteina
de la hemolinfa en algunos crustaceos como en el camarén rosado P. duorarum (Bursey y
Lane, 1971), en el langostino Macrobrachium rosenbergii (Balazs et al., 1974), del
camarén P. japonicus (Chen y Cheng, 1993) y del camardn tigre P. monodon (Ferraris et
al., 1986). Estos estudios revelaron que los niveles de la proteina y de la hemocianina de la
hemolinfa eran mas bajos durante la etapa de postmuda y mas altos durante la premuda. La
hemocianina es un pigmento respiratorio que representa 60-93%, 64-84%, 81-88% y 60-
77% de la proteina total en la hemolinfa de P japonicus, Crangon vulgaris, S. serrata 'y M.
rosenbergii respectivamente (Djangmah, 1970; Chen y Cheng, 1993; Chen y Chia, 1997;
Cheng et al., 2001).
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2.2 HIPOTESIS

El ciclo de la muda es la unidad basica partir de la cual se condiciona el crecimiento de los
crustaceos. Los cambios que se verifican en los diferentes estadios del ciclo conduciran o
no a remontar la crisis fisiologica que representa la ecdisis, que es un evento altamente

demandante de energia. De esta manera:

Hipotesis 1

Dado que la obtencion de la energia quimica (ATP) para el trabajo muscular, es
dependiente de la combustion total de la glucosa (hasta CO,) con la participacion del
oxigeno que es transportado por la hemocianina, se espera un aumento concomitante en los
niveles de ambos metabolitos circulantes en la hemolinfa en la premuda para hacer frente

al gasto energético durante la ecdisis.

Hipotesis 2

La glucosa, como osmolito circulante, aumentara la presion osmotica de la hemolinfa del
camarén (para prevenir la dilucion producida por la absorcion de agua), la cual se reflejara
en cambios en la capacidad osmdtica, que estard regulada por los limites que establece la

homeostasis de la hemolinfa.

Hipotesis 3

Aunque la glucosa circulante no proviene exclusivamente de las reservas de glucdgeno,
durante la premuda y producto de la accién de la hormona hiperglicemiante sobre el
hepatopancreas, se establecera una correlacion negativa entre las concentraciones de estas

moléculas.

2.3 OBJETIVO:

Cuantificar la concentracién de glucosa, hemocianina y capacidad osmética en la hemolinfa
y de las reservas de glucogeno en el hepatopéancreas, en los diferentes estadios de muda de
camardn, incluyendo la ecdisis, como evidencia experimental de los mecanismos que el

organismo desarrolla para la provision de energia en el momento de la muda.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Material bioldgico

Se utilizaron 68 camarones juveniles de 8-12 g, aclimatados previamente a la temperatura y
alimento durante 15 dias. Se colocaron de manera individual en acuarios de 40L con 12
divisiones. Se mantuvieron alimentados con una dieta de 40% de proteina animal a una

temperatura de entre 28.5y 29.5° C.

A través de la observacién en el microscopio del desarrollo setal en los urépodos se
seleccionaron 13 camarones en estadio de premuda tardia (D) y se colocaron en acuarios
de 40L. Se montd una guardia nocturna durante 2 noches para sacrificarlos en el momento

posterior (< 5 min) a la ecdisis.

Los camarones restantes fueron transportados al laboratorio. Se colocaron en hieleras con
agua de mar a una temperatura de 5° C por debajo de la que tenian en los acuarios, con la
finalidad de reducir el estrés asociado a la captura y transporte. El transporte se realizé lo
mas cuidadosamente posible, evitando movimientos bruscos. Una vez en el laboratorio, se
dejaron pasar de 5 a 10 minutos para que los organismos pudieran acondicionarse al cambio

de intensidad de luz y a las condiciones del lugar.

Los camarones restantes también se sacrificaron y se determin6 su estadio de muda a través
de la observacion directa del desarrollo setal en el urépodo. La identificacion de los
estadios de muda se realizO de acuerdo a lo descrito por Drach y Tchernigovtzeff
(1967).modificada por Cuzon et al. (1972).

2.4.2 Procedimiento experimental

Una vez en el laboratorio, los organismos se extrajeron de la hielera evitando causarle
sobresaltos, se elimind lo méas posible el exceso de agua y se procedid a la extraccion de la
hemolinfa pinchando con una jeringa el seno ventro-lateral del abdomen del camarén
localizado en el primer segmento abdominal. La jeringa utilizada contenia
aproximadamente 100 pL de solucién anticoagulante frio (SIC-EDTA, 2-8° C) preparada
de acuerdo al protocolo definido por Vargas-Albores et al. (1993) (450 mM NaCL, 10 mM
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KCL, 10 mM EDTA-Nay, 10 mM HEPES, pH 7.3) y justo antes de la extraccion de la

sangre, la solucién anticoagulante se descarté completamente

La hemolinfa recién extraida se colocé sobre una porcion de pelicula parafilm®, sostenida
en una placa de gel refrigerante para mantener la muestra en frio. Inmediatamente despues
se tomaron submuestras para evaluar los metabolitos sanguineos (glucosa), las reservas
proteicas a través de la medicion de la hemocianina y la presion osmotica. Se midié la

presion osmatica del agua donde se transportaron los organismos al laboratorio.

Una vez extraida la hemolinfa, los organismos fueron pesados y medidos. A continuacion
se sacrificaron y se determind su estadio de muda a través de la observacion directa del
desarrollo setal en el urépodo. La identificacion de los estadios de muda se realizd de
acuerdo a lo descrito por Drach y Tchernigovtzeff (1967), modificada por Aquacop (1975).

Se extrajo el hepatopancreas para determinar las reservas energéticas a partir de la cantidad
de glucégeno. El hepatopancreas fue removido del organismo mediante una incision en el
cefalotorax, se peso y se tomo una submuestra de 0.02 a 0.06 g de la glandula digestiva, la
cual se coloco en un tubo Eppendorf (1.5 ml). El resto del hepatopancreas se colocé en otro
tubo. Ambos se introdujeron en nitrogeno liquido y posteriormente se mantuvieron en

refrigeracion a -40° C hasta su procesamiento.

2.4.2.1 Procesamiento de muestras

Presion osmatica

La presion osmdtica se midié extrayendo, con un embolo, una pequefia porcién de la
hemolinfa recién obtenida, la cual se coloca en un micro-osmoémetro (American Advanced
Instruments). La capacidad osmotica (CO en mOsm/kg) se calculé como la diferencia entre
la presion osmotica de la hemolinfa y la presién osmotica del medio externo (Charmantier
et al., 1989; Lignot et al., 2000).
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Hemocianina

Para evaluar la hemocianina se diluyeron 10 uL de muestra en 990 pL de agua destilada en
una celda para espectrofotometro y se leyeron en un espectrofotdmetro con lampara de UV,
previamente calibrado, a una longitud de onda de 350 nm. El valor de absorbancia dio

directamente la concentracién de hemocianina en mmol/L.

Glucosa
Para la determinacion de glucosa se extrajo el plasma de la hemolinfa, previamente diluido
en el SIC-EDTA frio (2-8° C); por cada parte de hemolinfa se utilizan dos partes del

anticoagulante frio.

La hemolinfa méas anticoagulante se centrifugd a 2500 rpm durante 3 min a 4° C y se
recuper6 el sobrenadante que se colocé en tubos Eppendorf nuevos y marcados con la
misma secuencia para identificar las muestras. Las determinaciones se realizaron en 20 pL
de plasma mezclado con 200 pL de la solucion reactiva (Kit Bayer-Sera_Pak Plus BO1

4509-01), en un pozo de una microplaca.

La glucosa es transformada por la glucosa oxidasa en acido glucénico y peroxido de
hidrogeno, este ultimo en presencia de peroxidasa, oxida el sistema cromogeno (4-

aminofenazona/fenol) convirtiéndolo en un complejo de color rosa.

De cada muestra se realizaron tres repeticiones. Una vez llena la placa inicia el tiempo de
reaccion, para la glucosa fue de 10 minutos. Las densidades Opticas fueron leidas en un
lector de ELISA (BIO-RAD modelo 550) a una longitud de onda de 540 nm.

Se considera un blanco para eliminar la absorbancia presente en las sustancias ajenas a la

reaccion colorimétrica del metabolito con el reactivo. Para la glucosa, el blanco fue el SIC-
EDTA.
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La concentracion del metabolito fue calculada usando una curva de calibracion, integrada
por una serie de seis diluciones que fueron preparadas a partir de una solucién estandar que

es el sustraia sobre el cual actian las enzimas contenidas en la solucién reactiva del kit

Glucogeno

La muestra de glandula digestiva (0.02 a 0.06 g) se homogeneizé con 200 uL de &acido
tricloroacético (TCA) al 5% por unos minutos. Posteriormente se centrifugd a 7000 rpm
durante 6 minutos y del sobrenadante que resultd de la centrifugacion se tomaron 100 pL y
se transvaso a un tubo Eppendorf, en el cual se colocaron previamente 500 uL de etanol al

95%. La mezcla se homogenizo6 con ayuda de la pipeta.

Los tubos con la muestra se incubaron en una estufa a 37° C por 3 horas y posteriormente
se centrifugd 7000 rpm durante 15 minutos, se desechd el sobrenadante. En este momento
se prepararon el blanco y estandar. Se dispensaron 200 pL por muestra (incluyendo blanco
y estandar) en una microplaca de lector de ELISA con tres repeticiones por muestra, blanco
y estandar y se ley6 en un lector de microplacas (BIO-RAD modelo 550) a una absorbancia
a 490 nm.

El blanco consistié de 200 uL de fenol al 5%; 1 ml de acido sulfurico concentrado. El
estandar se prepar6 con 10 pL del estandar comercial de glucosa, 200 ul de fenol al 5% vy 1

ml de &cido sulfurico.

2.4.3 Analisis estadistico

Los valores obtenidos de capacidad osmética, hemocianina, glucosa, glucégeno para los
diferentes estadios de muda, fueron analizados de forma univariada utilizando un Anélisis
de Varianza de una sola via. Posteriormente se aplicO una prueba de comparaciones
maultiples HSD de Tukey para muestras con tamafios diferentes. Los datos de hemocianina,
glucosa y glucégeno fueron transformados logaritmicamente (log (X+1)) (Zar, 1999) para
cumplir con el supuesto de normalidad y homocedasticidad (Hartley, Cochran y Bartlett).
Para la glucosa y el glucogeno la transformacion ayudd en la normalizacion vy

homogenizacién de las varianzas, no asi para hemocianina, en donde no fue posible
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normalizar los datos pero si se logré la homogenizacion de varianzas (p=0.5727). A pesar
de lo anterior, los datos se analizaron con este método paramétrico en virtud de que el
Andlisis de Varianza esta considerado como un metodo de andlisis robusto a moderadas
desviaciones de la normalidad, siempre que la distribucion de frecuencias no sea
multimodal (Underwood, 2001). Sokal y Rohlf (1995) establecen que las consecuencias de
la no normalidad de los errores no son tan serias si se considera que las medias se ajustaran
mas a distribuciones normales que la distribucion de las variables aleatorias mismas (como
consecuencia del teorema del limite central). Posteriormente se aplicé una prueba de
comparaciones mdaltiples de Diferencia Significativa Honesta (HSD) de Tukey para

muestras con tamarios diferentes.

El conjunto de variables fue analizado con un analisis factorial tipo Q (Hair et al., 2000),
que arroja como resultado una matriz factorial que identifica individuos similares. Este tipo
de analisis permite acomodar a las variables mdultiples con el fin de comprender las
relaciones complejas que no es posible ver con analisis univariados. EI proposito principal
del analisis factorial es definir la estructura subyacente en una matriz de datos. En los datos
obtenidos se analizd la estructura de las interrelaciones (correlaciones) entre variables con

la definicion de una serie de dimensiones subyacentes comunes, conocidas como factores.
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2.5 RESULTADOS

Capacidad osmdtica

Los resultados de la capacidad osmética (mOsm kg™) mostraron un comportamiento
normal (Shapiro-Wilk, p = 0.98443) y las varianzas fueron homoscedasticas (Hartley,
Cochran y Bartlett, p = 0.3416). El analisis de varianza aplicado a los datos de la capacidad
osmatica resulto significativo (p<0.05) (Tabla 2.1), haciendo evidente que la capacidad
osmoregulatoria varia con el estadio de muda. En la Figura 2.1 se define claramente un
patron de comportamiento de esta variable en relacion a los diferentes estadios del ciclo de
muda. La capacidad osmética tiene valores altos y homogéneos (-200 mOsmxkg™ en
promedio =~ 36%0) en los estadios de premuda tardia (D;”’), ecdisis (E) y postmuda

temprana (A) y disminuye en los estadios intermedios.

F(7, 53)=7.9099, p=.00000
Barras verticales denotan intervalo de confianza al 95%
140

-160

-180

-200

-220

-240

-260

Capacidad osmética

-280

-300

-320

A B1 B2 C DO D1' D1 E

Estadio de muda

Figura 2.1.- Grafico de medias con intervalos de confianza al 95% para la capacidad osmoética
(mOsm kg de L. vannamei en relacion a los estadios de muda

Gréaficamente se definen 2 grupos (Figura 2.1): el primero con los estadios D;”’, Ey A; el
segundo con B;, B, C, Do y D;’. Sin embargo, el andlisis de comparaciones multiples de

Tukey determina que el estadio E forma un grupo homogéneo con el D;”’, el cual resulta
significativo (p<0.05) con el grupo formado por los estadios C, Dy y D;’. Para el resto de

los estadios no se encontraron diferencias significativas.
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Hemocianina

Los valores transformados (log x+1) de hemocianina (mmoles L™) con respecto a los
diferentes estadios de muda resulto significativa (ANDEVA, p<0.05) (Tabla 2.2). La
distribucion de los grupos homogéneos se muestra en la Figura 2.2, donde se observa la
definicion de dos grupos, uno representado por los estadios de postmuda temprana (A) a
intermuda (estadio C) con valores menores al grupo que incluye los estadios de premuda y
ecdisis (D y E).

F(7, 55)=7.6924, p=.00000
Barras verticales denotan intervalo de confianza al 95%
0.65

0.60

0.55

0.50

Log Hemocianina

0.40

0.35

A Bl B2 [¢] DO DI’ D1 E
Estadio de muda

Figura 2.2.-Grafico de los promedios de los logaritmos (log (X+1)) con intervalos de confianza al 95%
para la hemocianina (mmoles 1) en relacion a los estadios de muda

La prueba de comparaciones multiples de Tukey define los siguientes grupos homogéneos:
1) formado por los estadios Do, D;’, D1 y E 'y 2) por los estadios B; y C. Los estadios Ay
B2 no presentan diferencias significativas con los demas.

Glucosa

La prueba de normalidad (Shapiro-Wilk, p=0.91827) y la de homogeneidad de varianzas
(Hartley, Cochran y Bartlett, p=0.1328) fueron no significativas después de la
transformacion logaritmica (log (X+1)) aplicada a la variable glucosa. Tomando en cuenta
las consideraciones de Zar (1999) se procedié a realizar el analisis de varianza cuyos
resultados muestran diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes estadios de

muda (Tabla 2.3). El patrén de distribucion de los datos establece claramente una tendencia
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a tener valores menores en estadios de intermuda (C) y premuda temprana (Do y D1’) con

respecto a los demas estadios (Fig. 2.3).

F(7, 53)=3.3031, p=.00545
Barras verticales denotan intervalos de confianza al 0.95%

0.25

0.15 / H

0.10

A B1 B2 C DO D1' D1 E
Estadio de muda

Figura 2.3.-Gréfico de promedios de los logaritmos (log (X+1)) de los valores reales con intervalos de
confianza al 95% para la glucosa (mg/L) en relacién a los estadios de muda

Log Glucosa

Glucégeno

Los datos de glucogeno fueron transformados logaritmicamente (log (X+1)) (Zar, 1999)
con la finalidad de mejorar tanto la normalidad (Shapiro-Wilk, p=0.91030), como la
homocedasticidad de las varianzas (Hartley, Cochran y Bartlett, p=0.80123). Los
resultados del analisis de varianza muestran diferencias significativas (p<0.05) entre los
diferentes estadios de muda (Tabla 2.4). EI comportamiento de esta variable a lo largo del
ciclo de muda no presenta un patron especifico de los valores de concentracion en el
hepatopancreas. En este elemento de reserva, se observa una amplia dispersion de datos en
cada estadio de muda (Figura 2.4), seguramente asociados al reducido tamarfio de muestra.
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F(7, 56)=3.8425, p=.00177
Barras verticales denotan intervalos de confianza al 95%
0.9
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Figura 2.4.-Grafico de promedios de logaritmos (log X+1) de los valores reales con intervalos de confianza
al 95% para el glucégeno (mg/g) en relacion a los estadios de muda

Mediante la prueba de Tukey se determina que los estadios A, C, D;” y D;’” no son

significativos. El estadio B, es el estadio con mas diferencias significativas (B, DOy E).

Andlisis Factorial
Para el analisis multivariado de factor se consideraron los valores obtenidos
experimentalmente para la capacidad osmotica, hemocianina, glucosa y glucdgeno, cuyo

analisis univariado se presento en la seccion anterior.

La aplicacion de este analisis tuvo dos propositos: 1) identificar la estructura subyacente de
las relaciones entre las variables mediante sus correlaciones y encontrar la manera de
condensar esta informacion en una serie mas pequefia de dimensiones compuestas
(factores) con una minima pérdida de informacion y 2) a partir de los resultados de un
analisis factorial Q, basado en las intercorrelaciones de los datos, identificar grupos
(definidos en este trabajo como estadios de muda), que muestran una patron similar sobre

las variables que se incluyen en el andlisis.

El modelo seleccionado para la extraccion de los factores fue el de componentes

principales. Este analisis considera la varianza total y estima los factores que contienen
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proporciones bajas de la varianza Unica (varianza asociada solamente con una variable

especifica) y en algunos casos la varianza del error (Hair et al., 2000).
Se extrajeron 2 factores, que tienen eigenvalores mayores a 1 (criterio de raiz latente) (Hair
et al., 2000) y que juntos explican el 68.49% de la variabilidad en los datos originales

(Tabla 2.1).

Tabla 2.1.- Eigenvalores y porcentaje de varianza para los factores extraidos

Num. de factor Eigenvalores Porcei_wtaje Porcentaje
de varianza acumulado

1.68460 42.115 42.115

2 1.05517 26.379 68.494

3a 0.83264 20.816 89.310

4 0.42759 10.690 100.00

Para simplificar la explicacion de los factores y poder maximizar la carga de una variable a
un solo factor y a su vez hacer que el nimero de cargas altas sea el menor posible y de esta
manera tener mayor certeza en la adjudicacion de las variables a cada factor, los factores

fueron rotados utilizando el método de rotacién ortogonal VARIMAX (Hair et al., 2000).

Las ecuaciones generadas por los dos primero factores rotados son:
0.898 x cap_osmotica+0.047 x glucogeno + 0.750 x glucosa -0.096 x hemocianina

-0.101 x cap_osmotica + 0.697 x glucogeno + 0.388 x glucosa -0.842 x hemocianina

En la tabla 2.2 se encuentran las cargas factoriales y de acuerdo a Hair et al., (2000) para el
factor 1, la capacidad osmotica y la glucosa son significativas para este factor ya que tienen
valor de carga mayor a 0.5, de tal manera que estas dos variables son las que pueden
explicar mejor al factor Para el factor 2, el glucogeno y la hemocianina son las variables

significativas.

77



Maria del Carmen Galindo de Santiago

Tabla 2.2.- Matriz de cargas factoriales después de la rotacion Varimax

Factor 1 Factor 2
Capacidad osmdtica 0.898724 -0.101065
Glucégeno 0.047471 0.697227
Glucosa 0.750601 0.388047
Hemocianina -0.096018 -0.842774

La tabla 2.3 muestra las comunalidades estimadas. Estas se interpretadan como la
proporcidn de varianza con la que contribuye cada variable a los factores extraidos (Hair et
al., 2000). Asi, la capacidad osmotica contribuye o explica el 82% de la varianza de los
factores, la hemocianina el 72%, la glucosa el 71% y el glucégeno explica menos de la
mitad de la varianza, lo cual sugiere que esta variable pueda ser carente de explicacion

suficiente.

Tabla 2.3.-Comunalidades estimadas

Variable Comunalidades

estimadas
Capacidad osmdtica 0.817919
Glucdgeno 0.488379
Glucosa 0.713983
Hemocianina 0.719487

Al graficar los dos factores extraidos se obtiene la distribucion de puntos mostrados en la
Figura 2.5. En este gréfico se definen claramente, conglomerados de datos que asocian los
diferentes estadios de muda. Al parecer estas 4 variables bioquimicas resultan
suficientemente explicativas para definir las caracteristicas que describen cada estadio de

un ciclo de muda.
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POSTMUDA

INTERMUDA

Factor 2

PREMUDA

Factor1

Figura 2.5.- Grafico del factor 1 contra el factor 2. Definicion de los conglomerados para los estadios de

muda de L. vannamei.
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2.6 DISCUSION

Capacidad osmotica

La osmorregulacion es un importante mecanismo de adaptacion ambiental en especies
acuaticas, particularmente en crustaceos (Péqueux, 1995). Los resultados de presion
osmotica en la hemolinfa y consecuentemente la capacidad osmoregulatoria de L. vannamei
variaron con el ciclo de muda. EI minimo valor de capacidad osmdtica, que evidencia una
osmorregulacion eficiente, se observo en el estadio C, se observaron valores bajos en By,
B,, Do y D1 y valores maximos en D;”’, E y A. Esta tendencia coincide con lo reportado
por Charmantier et al. (1994) en la misma especie y por Mugnier y Justou (2004) en L.
stylirostris. Lignot et al. (1999) establece que la presion osmotica de la hemolinfa tiende a
incrementarse en premuda y comienza a decrecer en postmuda. Esto implica que la
diferencia entre el medio y la hemolinfa se reduce durante la muda y sugiere que existe una

reduccion de la permeabilidad del integumento (Hunter y Uglow, 1993).

Los camarones peneidos sometidos a altas salinidades (36%o) tienden a hipo-regular (hipo
capacidad osmoregulatoria) (Lemaire, 2002), ya que la hemolinfa se encuentra alrededor de
20 ppm de salinidad. En estadios cercanos a la ecdisis (premuda tardia y posmuda
temprana) se presentan cambios en la permeabilidad del tegumento y de la actividad de la
bomba sodio-potasio-ATPasa localizada en las branquias posteriores (Charmantier et al.,
1994), lo que permite la entrada de agua e iones hacia en interior del organismo,
provocando un aumento en su volumen corporal. Lucu y Towle (2003) sugieren que la
hormona hiperglicemiante de los crustaceos puede ser la responsable de la induccion de la

actividad de esta bomba.

Los datos del presente estudio muestran que a partir del estadio D, y hasta A, aumenta la
hipo-regulacion como respuesta a la entrada de agua y sales del medio producto del proceso
de absorcion de agua previo a la muda. Esto promueve tanto la ampliacion del espacio
extracelular como la dilucion de la concentracion de iones de la hemolinfa, la cual debe ser
restaurada a través de la bomba Na-K-ATPasa. En el estadio de intermuda (C) se observa el
minimo valor de capacidad osmotica, que es la fase en donde el organismo secreta

activamente iones al medio, se reduce la permeabilidad del tegumento y la hipo-
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osmoregulacion disminuye conforme se sustituye el agua por biomasa (Ferraris et al.,
1987).

Hemocianina

La hemocianina es una proteina multifuncional de gran importancia en los crustaceos
debido a que tiene diferentes roles en el organismo. Los niveles de hemocianina circulante
en la hemolinfa son afectados por los niveles de proteina en la dieta, por el ayuno (Rosas et
al., 2004), por los niveles de amonio y nitrito en el agua y por el ciclo de muda (Chen et al.,
2004). La muda fue uno de los principales factores intrinsecos que afectaron los niveles de
hemocianina en P. japonicus (Chen y Cheng, 1993), y en el camardn rosado P. duorarum
(Bursey y Lane, 1971). Los resultados obtenidos para L. vannameri en el presente trabajo
muestran que inmediatamente después de la muda, existe una disminucion significativa de
la hemocianina, resultado del proceso de dilucién asociado a la entrada de agua por la
absorcién que el camaron lleva a cabo al mudar (Cheng et al., 2002). El efecto de dilucion
de la hemocianina al momento de la ecdisis, se ha observado en la langosta H. vulgaris
(Glynn, 1968) y en L. vannamei, en donde la dilucion fue de tal orden que redujo la
concentracion de esta proteina en la hemolinfa de 2 a 3 veces (Cheng et al., 2002). Los
valores de concentracion de la hemocianina que se reportan en este trabajo durante los
estadios de postmuda e intermuda, se pueden considerar normales, debido a que en estas
etapas existe una baja produccion de esta proteina en las células F del hepatopéncreas, las
cuales en estos estadios, sintetizan principalmente las enzimas digestivas (Lehnert y
Jonson, 2002) que son las encargadas del desdoblamiento del alimento y por consecuencia
la liberacion de los aminoacidos que seran llevados a las células del musculo donde seran
utilizados para la sintesis de tejido nuevo promoviendo el crecimiento en estos estadios de

muda.

En premuda, a partir del estadio D, los resultados obtenidos muestran que la hemocianina
experimenta un aumento significativo y se mantiene a esta concentracion hasta la ecdisis,
resultado que coincide con lo reportado por Djangmah y Grove (1970) para C. vulgaris, por
Chen y Chia, (1997) en el cangrejo Scylla serrata, por Cheng, et al. (2001) en el langostino

Macrobrachium rosenbergii por Hagerman (1983) en la langosta Homarus gammarus y
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Mangum et a.,l (1985) en el cangrejo azul Callinectes sapidus. Lo anterior estd asociado al
aumento de la sintesis de hemocianina en las células F del hepatopancreas, que justo al
iniciar la premuda dejan de producir las enzimas digestivas (Lehnert y Jonson, 2002), que
en esta fase son poco utilizadas porque el camardn experimenta una reduccion en el

consumo de alimento en su preparacion para la muda.

Esta proteina como pigmento respiratorio, establece un mecanismo para cubrir la demanda
de oxigeno y hacer frente al gasto energético que los camarones experimentaran al
momento de la muda. Carvalho y Phan (1998) establecen que el patrén general de la rutina
respiratoria del camaron Xiphopenaeus kroyeri indica bajos niveles de consumo de oxigeno
durante los estadios C/Dy, con un incremento en los estadios de premuda tardia (D, y D,) y
hasta la ecdisis. En animales que mudaron durante este experimento se observé que la tasa
de respiracion incrementa en un 40% poco después de la ecdisis. Lo anterior, asi como los
datos observados en este estudio, sugieren que la concentracion de la hemocianina esta
asociada fuertemente, de manera compensatoria, al gasto energético en el momento de la
muda. Es justo en ese instante en que el camardn utiliza la energia aerobia (oxigeno) y
genera un déficit energético que posteriormente serd repuesto por actividad metabdlica
anaerdbica a traves de la utilizacion de la glucosa, una vez que se han reestablecido las

condiciones fisiologicas normales.

Glucosa circulante

La glucosa es un metabolito que participa activamente en el metabolismo energético de los
crustaceos. Los resultados muestran una amplia variabilidad en cada estadio, motivo por el
cual sélo los valores obtenidos en el estadio Dy resultaron ser significativamente distintos al
estadio A. Ferraris et al., (1986) en P. monodon y Cheng et al. (2002) en L. vannamei

reportan que el ciclo de muda no tuvo efecto ni en la glucosa ni en la hemocianina.

La secrecion balanceada de varias hormonas es una parte esencial del control de la
homeostasis de la glucosa, en particular la hormona hiperglicemiante de crustaceos juega
un importante papel en la regulacion de la glicemia por incremento de los niveles de

glucosa en la hemolinfa via movilizacion de la D-glucosa de las reservas de glucégeno del

82



Parametrizacion y desarrollo del sub-modelo del proceso fisiologico de muda de Litopenaeus vannamei.

hepatopancreas y del muasculo (Verri et al., 2001). Los resultados obtenidos en este trabajo
ponen en evidencia que la glucosa circulante esta relacionada con las reservas de glucégeno
del hepatopancreas de manera parcial durante el periodo de premuda tardia a posmuda
temprana. En el estadio A se registran los valores promedio mas altos de glucosa en
hemolinfa en todo el ciclo de muda, que coinciden con una baja en la concentracion del

7”7

glucdgeno en el hepatopancreas del estadio D, al estadio E, como resultado de la accion
que la hormona hiperglicemiante realiza sobre las reservas de glucégeno por la ruta
glucolitica para producir glucosa momentos después de la muda. La concentracion de
glucosa en la hemolinfa esta regulada y vinculada a las variaciones de esta hormona, la cual
ejerce su control tanto en la sintesis de glucégeno como en la liberacion de glucosa (Santos
y Keller, 1993). Esta estrategia es desarrollada por el camaron, para hacer frente a la deuda
energética que el organismo sufre después de la ecdisis, en donde tuvo que hacer uso del
metabolismo aerobico para liberarse de su exoesqueleto. Lo anterior es reforzado por la
descripcion de Webster et al. (2000) con respecto a la presencia, en la premuda, del péptido
precursor de la hormona hiperglicemiante y de la propia hormona en las células enddcrinas
del intestino del cangrejo Carcinus maenas, lo que sugiere que la hormona y su péptido
precursor son secretados a la hemolinfa durante el ecdisis, lo cual esta relacionado con la

entrada de agua en el momento de la muda.

Estos altos niveles de glucosa se mantienen hasta la premuda tardia (B.), donde el camar6n
ha normalizado su consumo alimento y con este la sintesis de glucosa derivada de la
transformacion del almidén proveniente de la dieta, con la intervencion de las enzimas a-
amilasa, la a-glucosidasa y la hexoquinasa (Gaxiola et al., 2005), pero al mismo tiempo se
estd formando glucogeno para la construccion del musculo y solo se produce glucosa a
partir de los aminoacidos (Dall, 1990) a través de los mecanismos de neoglucogénesis, que
es una de las alternativas del animal para la obtencion de glucosa (Verri, et al., 2001). Esto
se refleja en intermuda y premuda temprana, donde el camardn experimenta una reduccion
en la concentracion de glucosa en la hemolinfa, a pesar de que este periodo es de alta
actividad alimenticia para la sustitucion de agua por biomasa, de acuerdo a lo reportado
para L. vannamei por Chang et al., (1988). Posiblemente esta tendencia esté relacionada

con la utilizacion del metabolito para la formacion de acidos nucleicos a través de la ruta de
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las pentosas-fosfato, que esencialmente proporcionan moléculas para la sintesis de
nucleotidos y poder reductor para las rutas biosintéticas (Rosas y Carrillo, 2006), ya que la
glucosa tiene fundamentalmente dos funciones: como sillares de glucosamina para la

quitina y como reserva para la respuesta inmediata ante situacion de estrés.

Glucdgeno

El glucdgeno es una molécula importante para los camarones porque es una fuente para la
produccion de N-acetil glucosamina, sillar principal para la sintesis de quitina, que es una
molécula de la cual estd formado el exoesqueleto (Gwinn y Stevenson, 1973). En el
presente estudio, el glucogeno presenta una amplia variacion a lo largo del ciclo de muda,
que depende fundamentalmente del uso que el organismo esta haciendo de esta reserva para
la formacién de la nueva cuticula y de la sintesis de glucosa. En premuda (D" y D;™’), la
concentracion de glucogeno en el hepatopancreas experimenta un aumento, lo cual coincide
con lo reportado por Cuzon et al., (2003) en relacion a que la produccion de glucégeno en
la glandula digestiva aumenta, indicando su preparacién para participar en la formacién de
la nueva cuticula con la sintesis de quitina (Loret, 1993), asi como reserva de la glucosa
para situaciones de estrés.

Para el estadio E, la concentracion de glucégeno disminuye y no muestra diferencias con el
estadio A, lo que sugiere que el organismo hizo uso de las reservas de esta molécula en el
hepatopancreas para enfrentar el proceso de ecdisis, reservas que como se observd
anteriormente, fueron utilizadas para la formacion de glucosa asi como en la sintesis de

quitina para la nueva cuticula, en donde el glucdgeno es esencial (Chan et al., 1988).

Los resultado en este trabajo, muestran que el camarén aumenta su tasa alimenticia en
postmuda tardia (B2), momento en el cual se observa un pico de glucogeno que
paulatinamente ird bajando como respuesta a la utilizacion de esta molécula para la
formacion del nuevo exoesqueleto a través de la degradacion del glucdgeno para formar
glucosamina que sera transportada a la hipodermis (Santos y Keller, 1993). Esta tendencia a

disminuir su concentracion esta asociada a que su sintesis es fundamental en el crecimiento
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del organismo (Rosas et al., 2006) que se lleva a cabo principalmente durante la intermuda

©).

Analisis Multivariado:

El analisis de factor resultd ser adecuado para la extraccion efectiva de la informacion a
través de la covariabilidad de los datos obtenidos experimentalmente. Hizo evidente
relaciones que no eran obvias mediante la simple descripcion de los datos originales,
generando agrupaciones naturales entre los individuos que compartian caracteristicas

similares, definiendo asi los diferentes estadios de muda.

En la Figura 2.5 se muestran las relaciones que existen entre las cuatro variables en estudio,
con lo que se obtuvo una mejor comprensién de la estructura de interdependencia de los
valores de cada variable en la descripcion de cada estadio de muda. Los cambios
fisioldgicos y bioquimicos que experimentan los camarones en los diferentes estadios de
muda, determinan patrones en las concentraciones de las diferentes variables que subyacen
a una simple descripcion de las tendencias univariadas. Es preciso, ademas, que se incluya
un mayor numero de variables para que la descripcion de los cambios bioquimicos que
sufren los organismos en su transito por los distintos estadios de muda grupos sea mas

completa.

Como se mostr6 anteriormente, la capacidad osmotica aumenta en la premuda debido al
ingreso de agua por las branquias y por el intestino, promovido por una reduccién de la
permeabilidad del integumento (Hunter y Uglow, 1993). Este proceso mecanico promueve
que se desprenda la cuticula vieja que se expulsara en la ecdisis. La hemolinfa se diluye y la
diferencia con el medio externo es mayor, por lo que la capacidad osmética se ve
comprometida ya que se tiene que invertir mayor trabajo osmotico, que requiere energia en
forma de ATP. Sin embargo la coincidencia del aumento de glucosa circulante en el mismo
periodo puede ser la estrategia del organismo para ahorrar energia, la cual sera canalizada a
otros procesos como lo es la ecdisis.
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Esta covariabilidad de la glucosa y la capacidad osmdtica, son indicadoras de la adaptacion
bioquimica para la regulacion homeostéatica, que de no ser asi, podria verse amenazada por
el ingreso subito de agua justo en el momento que se lleva a cabo la muda. De esta manera,
el factor 1 definido por las variables de mayor carga (capacidad osmotica y glucosa), se
podra Ilamar homeostasis. La homedstasis es un eficiente mecanismo de La regulacion
eficiente de la glucosa en la hemolinfa, se lleva a cabo a través de la accién de la hormona
hiperglicemiante que permite el mantenimiento de la homeostasis. Por lo que se puede
sugerir que la activacion del proceso de absorcion de agua en premuda estd siendo
controlado hormonalmente a través de esta hormona, que promueve la actividad de la
bomba sodio-potasio-ATPasa en el momento de la muda (Charmantier et al., 1994). Esto
permite la entrada de agua e iones hacia en interior del organismo y consecuentemente se

experimenta un aumento del volumen corporal.

En el factor 2, las variables de mayor carga son hemocianina y glucégeno. EIl glucégeno en
el hepatopancreas tiene una tendencia a acumularse en el estadio D;’ con la finalidad de
que en la premuda tardia sea utilizado como reserva energética en el momento de la ecdisis.
En este momento, el hepatopéncreas inicia la sintesis de hemocianina en las células F y
comienza a liberarse hacia la hemolinfa, aumentando en esta su concentracion. Las
demandas energéticas del animal en su preparacion para el momento de la muda, permiten
establecer una relacion directa con el incremento de hemocianina en sangre a partir de la
premuda temprana y el aumento de glucégeno en el hepatopancreas . Estos cambios son
necesarios para hacer frente a la demanda de oxigeno que se requiere para el momento de la
muda. Los resultados de este trabajo permiten definir que el factor 2 pueda ser el resultado

dindmico de las reservas en el hepatopancreas.
La comunalidad asociada al glucogeno (0.4884), que es la proporcién de varianza con la

que contribuye esta variable al factor, sugiere que esta variable tiene una aportacion

limitada para explicar el factor.
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CAPITULO 3. MODELACION DEL PROCESO FISIOLOGICO DE MUDA

En este capitulo se presenta el sub-modelo de muda en el que se integra toda la informacion
de los diferentes procesos fisioldgicos involucrados en la muda obtenida
experimentalmente. Los coeficientes fisioldgicos, las relaciones funcionales y las tasas de
cambio de los parametros del modulo, se obtuvieron utilizando herramientas estadisticas y

matematicas.

3.1 ANTECEDENTES

La modelacion es un proceso de extraccion de las propiedades del sistema que
consideramos esenciales para abordar un problema de investigacion. Un modelo
matematico es una abstraccién de la realidad, construido de manera simplificada, que esta
relacionado con una parte de la realidad y creado para un propoésito particular (Bender,
1978).

Para la construccion de un modelo se deben considerar constantes y funciones externas,
también Ilamadas variables exdgenas, parametros, entradas o variables independientes. Los
procesos que el modelo intenta explicar son variables enddgenas, salidas o variables
dependientes. La terminologia depende del area en la que se aplicard el modelo, sin
embargo parametro-independiente-dependiente es el uso matematico estandar. La eleccion
apropiada de las variables dependientes es esencial dado que se debe intentar explicar los
procesos que deben explicarse. Frecuentemente esta eleccion es relativamente clara pero se
debe ser cuidadoso. La definicion de las variables y sus interrelaciones constituye los
supuestos del modelo, asi el modelo puede ser usado para dar conclusiones o hacer

predicciones (Bender, 1978).

La modelacion es un proceso interactivo que debe ser revisado, comparado y adecuado a la
realidad que se desee representar. Cuando un modelo se simula en la computadora, cada
elemento que lo conforma debe estar definido por sus condiciones iniciales y el programa
trabaja sobre las respuestas del sistema de acuerdo a las relaciones especificadas entre

elementos. Estas condiciones iniciales se establecen con informacion derivada de
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mediciones experimentales, bldsquedas bibliograficas, informacion empirica 0 supuestos

fundamentados y razonables.

Los modelos matematicos ayudan a expresar 0 comunicar caracteristicas de importancia de
procesos que no se manifiestan visiblemente, tienen una funcion de sintesis tanto en el
sentido descriptivo como en el explicativo. Pueden adoptar la funcion de hipdtesis y en
ocasiones, cuando se trata de procesos bioldgicos no muy complicados y modelos sencillos
se pueden adelantar predicciones. En la modelacion se mantiene el principio basico de la
simplicidad, modelos muy complejos tienden a ser més dificiles de entender que la realidad

misma (Bojorquez y Esquivel, 1997).

Una vez construido el modelo, se especifican las condiciones iniciales del sistema para
poder iniciar la simulacion del comportamiento de las diferentes variables del modelo sobre
el tiempo. La simulacién por computadora es una imitacion del comportamiento del sistema
que se obtiene mediante calculos numéricos. Esta simulacion puede influenciar el proceso
de aprendizaje cuando se combina con la experimentacion real, a través de la adquisicion
de un pensamiento critico y una metodologia que aborde problemas complejos, enfocado

hacia la toma de decisiones.

3.1.1 Fases de la modelacion
De acuerdo con Grant (1986), para desarrollar un modelo se deben considerar las siguientes

fases:

1) Formulacion del modelo conceptual
e Limitacion del sistema de interés.
e Establecimiento de las variables de estado.
e Categorizacion de los componentes dentro del sistema de interés.
¢ Identificacion de las relaciones entre los componentes de intereés.

e Representacion formal del modelo conceptual.
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2) Formulacion del modelo légico

Definicion de variables y sus relaciones logicas.
Control de los flujos de entrada y salida.

Interacciones entre los componentes y/o médulos propuestos.

3) Establecimiento del modelo fisico a través de la especificacion cuantitativa del mismo

Seleccion de las ecuaciones que definen las relaciones funcionales y la estructura
cuantitativa general para el modelo.

Presentacion formal y codificacion en la computadora de las ecuaciones del modelo.
Parametrizacion del modelo con datos obtenidos experimentalmente.

Presentacion formal y codificacion en la computadora de las ecuaciones modelo y

ejecucion de la simulacion de la linea de referencia.

4) Validacion del modelo.

Examinar la capacidad de direccion del modelo enfocado al problema de interés
Examinar el caracter razonable de la estructura del modelo y los mecanismos
individuales del modelo.

Examinar el caracter razonable cualitativo del comportamiento del modelo
completo.

Examinar la correspondencia cuantitativa entre el comportamiento modelo completo
y el comportamiento real del sistema.

Andlisis de la sensibilidad del modelo.

3.1.2 Modelacion del crecimiento del camaron

El éxito de la acuacultura del camaroén radica en el conocimiento de los aspectos bioldgicos

involucrados en el crecimiento en condiciones de cultivo. El entendimiento de los procesos

fisioldgicos, metabolicos y bioquimicos, que intervienen en el crecimiento de un

organismo, permite modelar predictivamente esta expresion.

Estos modelos proporcionan informacién mas detallada respecto a procesos fisioldgicos y a

su cuantificacion en términos bioenergéticos. La simulacion del crecimiento individual se
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puede utilizar también para estudiar la dindmica de la poblacién con el desarrollo de
modelos que predicen el crecimiento poblacional y la biomasa en un ecosistema dado.
También son Utiles para la planeacion y el manejo de la acuacultura, dado que proporcionar
estimaciones del crecimiento condicionadas a diferentes factores y no limitan la seleccion

de las condiciones para mejorar el potencial de crecimiento (Franco et al., 2006).

Los esfuerzos por desarrollar un modelo de simulacion para el crecimiento de crustaceos en
general, se han enfrentado a la problematica de su crecimiento discontinuo regulado por el
ciclo de muda. En los camarones peneidos, los ciclos de muda tienen duracién de pocos
dias o semanas, dependen de la especie y del tamafio del organismo, asi como de factores
ambientales como luz, temperatura, salinidad, nutricién, cantidad y calidad del alimento y
tiene influencia en la morfologia, fisiologia y comportamiento de estos animales (Vega-
Villasante et al., 2000). Los peneidos, como otros crustaceos incrementan su talla en una
serie de pasos: un rapido incremento en la ecdisis seguida de un periodo de poco o nulo

crecimiento hasta que ocurre la siguiente ecdisis (Dall et al., 1990).

Teoricamente la descripcion del incremento de peso en cada muda y el periodo de tiempo
de cada intermuda se pueden relacionar para describir el crecimiento en términos de la talla
en funcion del tiempo y de la edad. En la préactica, se ha considerado el crecimiento de los
peneidos como un proceso esencialmente continuo debido a que los periodos de intermuda
son usualmente del orden de dias o semanas, de tal modo que se suavizan las funciones
definidas por los saltos en cada evento de muda en periodos mas largos de tiempo (Dall et
al., 1990). Asi, las experiencias de algunos autores en la descripciébn matematica y
simulacion del crecimiento de los camarones peneidos se basan en modelos utilizados para
peces como las ecuaciones de crecimiento de Von Bertalanffy y de Gompertz. Lopez
Martinez et al. (2003), realizaron una estimacion del crecimiento del camaron en el Golfo
de California en los afios de 1978-1994 utilizando este modelo de crecimiento. Cady
(2003), compara la duracion de la fase de intermuda con una serie geométrica para once
crustaceos de diferentes especies, sugiere que la progresion geométrica de los intervalos de
tiempo se ajusta a una funcion gnomanica discreta de crecimiento. Esta funcion propuesta

puede ser compatible con el modelo de Von Bertalanffy y considerarlo como un proceso
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continuo por el alto nimero de mudas por afo. Lopez-Tellez et al. (2000) estiman el
crecimiento de postlarvas de camardén rosado Farfantepaneus duorarum en estanques
rasticos, los parametros de la ecuacion de crecimiento de von Bertalanffy los obtuvieron

por el método de Beverton y Holt.

La descripcion de las diversas etapas de desarrollo de los peneidos, demuestra que la
estructura tipica de crecimiento de los crustaceos es de forma sigmoidea. El uso del modelo
curvilineo de Von Bertalanffy en la mayoria de las estimaciones del crecimiento refiere a
las ultimas etapas de desarrollo de los camarones después del punto de inflexion e incluye
un cambio en la tasa de crecimiento (Dall et al., 1990). Sin embargo, estas ecuaciones no
consideran que la acumulacion de biomasa en los camarones esta en funcion al nimero de
mudas y al aumento de talla en cada muda, lo que define un crecimiento a saltos o

discontinuo.

Algunos otros intentos de modelacién han sido sélo a nivel descriptivo y no toman en
cuenta todos los procesos fisioldgicos involucrados en el crecimiento del camarén. Franco
et al. (2006), desarrollaron un modelo individual de crecimiento para camarones peneidos
simulando procesos fisiolégicos como: ingestion, asimilacion, produccion de heces,
respiracion y reproduccion de hembras. EI modelo involucra la cuantificacion de los
procesos implicados en el crecimiento y también examina el efecto de la disponibilidad del
alimento y de la temperatura del agua en el peso final del camardn. La simulacion
reproduce el patron tipico del crecimiento de camarones peneidos, caracterizado por un
aumento rapido del peso durante las etapas tempranas de vida, alcanzando una longitud
asintética en adultos. Sin embargo, este modelo no considera las discontinuidades en el
crecimiento provocadas por el efecto de la muda.

A partir de un modelo bioenergético para la tilapia, desarrollado por Machiels (1987) y
posteriormente adaptado por Van Dam y Penning de Vries (1995), Mishra et al. (2002),
desarrollaron un modelo bio-energético de crecimiento para camarones peneidos. Esta
propuesta se subdivide en 6 submodelos: 1) muda, 2) consumo de alimento, 3) digestion y

biosintesis, 4) energia de metabolismo, 5) oxidacién y 6) crecimiento. Este modelo asume
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valores de los parametros, tomados de la literatura, de varias especies de camarén. Esto
confiere al modelo fallas en cuanto a la estimacion real del proceso final de crecimiento, ya
gue por ejemplo se asume que todos los camarones se alimentan durante la noche, sin
considerar la edad del organismo y la especie. Particularmente en el médulo que describe el
ciclo de muda se asume que todos los camarones dejan de alimentarse dos dias antes y uno
después de cada muda, lo cual no es real porque este fendmeno también esta en funcion de
la talla y de la especie. Sin embargo, el modelo conceptual es valioso y se retoma en el
presente trabajo con la finalidad de afinar algunos de estos aspectos y obtener datos
experimentales reales y completos para una misma especie que permitan la redefinicion y

reparametrizacion, en este caso, del médulo de muda propuesto.

3.2 OBJETIVOS
e Generar conceptualmente el sub-modelo de muda que pueda integrarse a un modelo
de crecimiento de camarones peneidos basado en los procesos fisiologicos
involucrados en la muda.
e Sintetizar la informacion obtenida experimentalmente del proceso fisioldgico de
muda, en el sub-modelo matematico que describe este proceso

e Simular el crecimiento del camardn con énfasis en el ciclo fisiologico de muda

3.3 MATERIALES Y METODOS

El sub-modelo de muda es uno de los 5 mddulos que conforman el modelo general de
crecimiento individual de un camaron peneido. Este modelo pretende cuantificar los
procesos fisiolégicos mas importantes involucrados en el crecimiento del camardn. En este
trabajo se hace particular énfasis en los procesos que ocurren en un ciclo de muda y afectan
directamente a esta respuesta. La propuesta, a nivel conceptual del modelo general, se baso
en el balance energético de los crustaceos utilizando una experiencia previa de modelacién

bioenergética del crecimiento de un camarédn peneido desarrollada por Mishra et al. (2002).

Vision global del modelo conceptual de crecimiento
Los siguientes son los médulos o sub-modelos que describen los diferentes procesos

fisioldgicos involucrados en el crecimiento del camar6n, estan interrelacionados entre si y
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conforman la primera propuesta del modelo general utilizada para el desarrollo del presente

trabajo (Figura 3.1).

Modulo de muda (Figura 3.2)
Mddulo de consumo de alimento
Maodulo de digestion y biosintesis de proteinas.

Maodulo de metabolismo de la energia

a W DN

Modulo de crecimiento

Los valores iniciales o las relaciones funcionales de las variables del modelo en un inicio se
tomaron de informacidn reportada en la literatura, la cual se ha sustituido paulatinamente
con resultados experimentales. Sin embargo, la modelacion del crecimiento es un proceso
que integra toda la informacidn de los diferentes médulos, entre los cuales existe una fuerte
interaccion y dependencia. De manera que se ha modificado la estructura inicial del
modelo, dependiendo de la informacidn experimental obtenida en los diferentes mddulos,
incorporando o eliminando variables y estableciendo nuevas relaciones entre ellas. Con lo
anterior, ha sido posible responder a hipétesis inicialmente planteadas y establecer nuevas

hipétesis.

Este modelo fue construido utilizando STELLA, una herramienta de programacién visual
que proporciona un marco de referencia y una interfase grafica de usuario para la
observacion e interaccion cuantitativa de las variables de un sistema. Los bloques de
construccion en STELLA son stock, flujo, convertidor y conector. El stock representa las
variables de estado, que estan interconectadas por flujos de entrada y salida que pueden ser
tasas de cambio o constantes. Los flujos se definen y son controlados por los convertidores.
El valor de las constantes del convertidor aislado, define la entrada externa al modelo,
calcula las relaciones algebraicas y sirve como un depdosito para las funciones gréaficas. El

conector enlaza los diferentes elementos del modelo (Mishra et. al., 2002).
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Figura.3. 1.- Esquema conceptual del modelo dinamico de crecimiento individual del camarén
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Los componentes del sistema interactian entre ellos, dando paso a un proceso de
retroalimentacién. Las funciones y los coeficientes fisiologicos obtenidos
experimentalmente se introdujeron en el modelo a través de convertidores que son
estructuras que toman datos de entrada y los manipulan para convertirlos en sefiales de

salida.

Parametrizacién del sub-modelo de muda
La propuesta inicial del sub-modelo de muda se muestra en la Figura 3.2.

(] 2 Molting processes a

Filling time

—=0O—0

Discharging

O

Shrimp density

Body water

O——6

Loss by replacement

Pumping rate Water contents

Molting losses

Allometric coef for pumping

Figura 3.2.- Sub-modelo del proceso fisiologico de la muda

La parametrizacion de este sub-modelo se realiz6 utilizando al camarén peneido
Litopenaeus vannamei como modelo experimental en etapas de juvenil temprano a adulto.
Los coeficientes fisioldgicos y tasas de cambio, obtenidas experimentalmente, relacionadas
con la frecuencia de muda, la cantidad de agua bombeada durante la postmuda y, tanto el
tiempo como la cantidad, en que los organismos reducen el consumo de alimento durante
las fases de pre y postmuda, fueron incorporadas al sub-modelo. La informacion

experimental de la relacion entre la duracion del ciclo muda y el peso de los organismos y
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el incremento en peso entre una muda y otra, permitieron el ajuste, tanto de las variables
involucradas en el médulo de muda, como de las de otros mddulos que influyen en el

crecimiento.

3.4 RESULTADOS

El crecimiento de un camarén peneido, como objetivo final de esta propuesta de
modelacién, depende de cada uno de los parametros involucrados en cada modulo del
modelo general. Es dificil que un médulo “corra” de manera independiente simulando
solamente un proceso fisioldgico. Sin embargo, conservando algunas relaciones y valores
anteriormente establecidos en otros mddulos, se propone en este trabajo, una simulacién del
crecimiento en funcion al proceso de muda, considerando algunos supuestos basicos
establecidos para la construccion de este médulo, como que el crecimiento del camaron esta
firmemente enlazado con el proceso de muda, ya que uno de los factoresmas importantes en
la activacion de este proceso es la absorcion de agua, que de alguna manera también esta

regulando la cantidad potencial de biomasa que el camardn acumulara en cada intermuda.
Con la incorporacion de la informacion obtenida experimentalmente, el sub-modelo de

muda propuesto inicialmente, sufrié algunos ajustes. La propuesta final se presenta en la
Figura 3.3.
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Figura 3.3. Sub-modelo de muda ajustado en funcion a los valores experimentales

3.4.1 Ecuaciones del sub-modelo de muda

Este modulo estd basado conceptualmente en dos variables de estado: cantidad de agua
corporal (body water) y el tiempo en que los camarones reducen su tasa de alimentacion
(reduced feeding time), ambas variables fueron parametrizadas experimentalmente. Es justo
en el momento en donde estas dos variables entran en coordinacién, que se presupone da
inicio la premuda tardia y el camaron se ve afectado en su metabolismo cuando al reducir el
consumo de alimento, algunos componentes de reserva en el hepatopancreas modifican su
concentracion al cubrir las necesidades energéticas que el organismo exige para el
momento de la liberacion del exoesqueleto. Por otro lado, la entrada de agua al cuerpo
contribuye a la disminucion de la concentracion de algunos elementos constituyentes de la

hemolinfa (Capitulo 2).
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Las ecuaciones que definen los procesos fisiologicos de la muda son las siguientes:

3.4.1.1 Cantidad de agua corporal

Esta ecuacion se basa en el balance entre el bombeo de agua y la tasa de crecimiento del
camarén (este es un convertidor del médulo de crecimiento). El primero promueve el
aumento de la cantidad de agua en el cuerpo y el segundo se encarga de la sustitucion del
agua por tejido. EI bombeo se activa cuando hay una conjuncién de dos eventos: por un
lado, cuando el contenido de agua llega a su valor normal, que es aproximadamente el 73%,
esto puede estar ocurriendo en el estadio D, previo a la muda y define la condicion 1 del
modelo. Y por otro lado cuando el organismo se encuentra justo en la parte media del
periodo de tiempo total en donde la tasa de ingestion es menor a la normal. Este supuesto
corresponde a la evidencia experimental de que los camarones reducen su alimentacion por

una cierta cantidad de tiempo antes y después de la muda.

De acuerdo a los datos obtenidos experimentalmente, la relacion entre la tasa de
acumulacién de agua y el peso es tal que tanto los camarones pequefios como los grandes
bombean aproximadamente la misma cantidad de agua en promedio durante la muda
(aproximadamente 0.39 g). En relacion a su peso corporal el % de agua bombeada esta

definido por la siguiente ecuacion:

% de agua bombeada=30.527X %%,

Body_ water(t) = Body_water(t - dt) + (Pumping - Loss_by_replacement) * dt

INIT Body_water = 0.39{ g H20 }

INFLOWS:

Pumping = SI (Condition 1 = 1) Y (Reduced feeding_time>0.5*Time_for_reduced_feeding)
ENTONCES Pumping_rate (Water absorption during moulting) en gramos de agua por individuo por
dia

DE LO CONTRARIO 0

OUTFLOWS:

Loss_by replacement = if SFG>0 then SFG else 0

{if Water_contents >= Post_molt_water_contents then 3 else 0}

SFG es la tasa de crecimiento
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La activacién del proceso de acumulacion de agua, que es el flujo de entrada hacia la
variable de estado y por lo tanto interviene en el control del agua corporal del organismo,
estd determinada por las funciones y constantes derivadas de la informacion experimental

generada en este trabajo.

3.4.1.2 Tiempo de reduccién de consumo de alimento (TRCA)

Este periodo de tiempo, medido como el nimero de horas antes y después de la muda en la
que el camaroén reduce su alimentacion, es directamente proporcional con el peso himedo
del camaron de acuerdo a la siguiente ecuacion: TRCA=0.7 (peso humedo) + 64.3 (Figura
1.23, capitulo 1)

Esta relacion determina, mediante la experiencia experimental, que los camarones reducen
su consumo de alimento en funcion a su talla, en el caso de los juveniles (3 a 5 g), en
promedio de 72 horas, mientras que los adultos (30-50g), en aproximadamente 108 horas.
La tasa de alimentacion se reduce en aproximadamente un 32% en juveniles llegando, en

algunos casos, hasta el 100% en adultos.

El valor de inicio de la variable de estado que determina el tiempo de reduccion en el
consumo de alimento es de cero, porque supone condiciones normales durante el ciclo de
muda, esto es, el camar6n estd comiendo a una tasa determinada. Este valor cambiara
cuando se activen las diferentes condiciones del modelo y sufrird variacion mediante la

retroalimentacién generada por el propio modelo.

Reduced_feeding_time(t) = Reduced_feeding_time(t - dt) + (Noname_8 - Noname_9) * dt

INIT

Reduced_feeding_time = 0{ days }

Noname_8 = Sl Condition 1 = 1 O (Reduced_feeding_time > 0 and Reduced feeding_time <
Time_for_reduced_feeding) ENTONCES 1

DE LO CONTRARIO 0
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OUTFLOWS:

Noname 9 = SI  Reduced feeding time >  Time_for_reduced feeding ENTONCES
Reduced_feeding_time/DT

DE LO CONTRARIOO0

Condition 1 = SI Water_contents<=Pre_molt_water_contents ENTONCES 1
DE LO CONTRARIO 0

Pre_molt_water_contents = 0.73

Pumping_rate = Cantidad de_agua_bombeada/DT{ g/h}

Cantidad_de_agua bombeada = 30.527*Dry_tissue”(-0.964)/100*Dry_tissue {g de agua bombeada
durante a muda}

Time_for_reduced_feeding = (0.7*Wet_weight+64.26)

Water_contents = Body_water/(Body_water+Total_dry_weight) { ratio}

Wet_exuvia = max((Body_water+Dry _tissue)*0.0666-0.0838)

Wet_weight = Body_water+Dry_tissue+Wet_exuvia

La ecuacion que define la proporcion de agua bombeada en funcion del peso corporal, fue
estimada considerando al camaron completo, sin embargo bajo el supuesto de que la
absorcion de agua no se lleva a cabo en el exoesqueleto sino en el tejido, se optd por
eliminar el peso debido a la exuvia, calculando su peso con la siguiente relacion lineal:

Peso humedo de la exuvia = 0.0666*(peso himedo del camaron) - 0.0838 (Figura 1.18,
Capitulol).

3.4.2 Descripcion general del comportamiento del sub-modelo de muda

El modelo conceptual del proceso de muda se disefio tan simple como fue posible. El
objetivo fue reproducir los resultados obtenidos experimentalmente, con relaciones
matematicas para estimar los diversos procesos fisioldgicos involucrados en la muda,

relacionando la duracion de un ciclo de muda con el incremento en biomasa del camaron.

En la propuesta inicial, que antecedidé al presente trabajo, se logré una simulacion del
crecimiento en cada ciclo de muda, relacionada con la cantidad de agua corporal (Figura
3.3). La grafica describe con claridad el evento de sustitucion progresiva de agua durante la

intermuda en sincronia con el crecimiento del organismo, en términos de la cantidad de
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tejido seco. Al inicio de cada ciclo de muda, el organismo alcanza su nivel maximo de agua
corporal y conforme transcurre el tiempo, se observa una disminucién de ésta debido a que
se esta llevando a cabo la sustitucién por tejido y el organismo incrementa su biomasa,
estimada como tejido seco. Cuando la sustitucion llega al fin (premuda) y la cantidad de
agua se normaliza en funcién al minimo necesario para que el organismo realice sus
funciones organicas basicas, estimada en aproximadamente 73% del total, de acuerdo a los
resultados obtenidos para L. japonicus (Aquacop et al., 1978), L vannamei y L. setiferus
(datos no publicados obtenidos por Rodriguez) (Figura 1.23). Los camarones inician una
serie de ajustes bioquimicos y fisioldgicos en preparacion para la muda, reduciendo sus
niveles de ingestion de alimento y activando el proceso de absorcion o de agua hacia el
interior del camaron. La Figura 3.4 muestra como la cantidad de agua aumenta stbitamente.
Este modelo ya era capaz de predecir cuando el organismo mudaba en funcién al balance
de agua corporal, sin embargo los valores de crecimiento no son reales, ya que en 1500 hr

(63 dias aproximadamente considerando el estadio larval) alcanzan el peso asintotico.

oﬂ 1: Body water 2: Dry tissue
1: 25=
2: 8
;——""_-_'_-L
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Page 1 Hours 11:27 p.m. Jue, 19 de May de 2005
a=s° ? Untitled

Figura 3.4 Simulacion del crecimiento relacionada con la cantidad de agua corporal

La parametrizacién de las variables del médulo, finalidad del presente trabajo, permite
hacer un ensayo para reproducir el fenomeno de la muda asociada al crecimiento (Figura
3.5).
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Esta grafica de simulacion del crecimiento, relacionado con las veces que el camaron muda

en un determinado periodo de tiempo, muestra el tipico crecimiento discontinuo de los

camarones.
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Figura 3.5.- Simulacion del crecimiento en funcién a la cantidad de agua corporal y a la cantidad de agua

bombeada por el organismo

La simulacion que se muestra en la grafica de la Figura 3.6, aun estima que la duracion del
ciclo de muda no depende del tamafio y que un camaron desde postlarva hasta adulto tiene
una duracion de su ciclo de muda aproximadamente de 4 dias. Experimentalmente se

demostroé que la duracion del ciclo de muda esta en funcion con el tamafio del organismo.
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Figura 3.6.- Simulacion de la cantidad de agua bombeada en cada ciclo de muda
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3.5 DISCUSION

Las hipotesis que sostienen conceptualmente al modelo, suponen que las relaciones entre
los modulos debe tener como respuesta final el crecimiento en funcion de la frecuencia y
duracién de los ciclos de muda y de la cantidad de agua absorbida por el organismo, que
determina su potencial crecimiento. La simulacion de esta respuesta tendra que ser operada
a través de otros modulos, especificamente el de respiracion y excrecion, en donde aun no
se tiene una relacién alométrica adecuada y se calcula asumiendo que los valores son
constantes para la respiracion basica y activa para un organismo estandar de 1 gramo.
Ademas establece que el camardn de cualquier talla tiene una tasa de respiracion constante,

argumento que no es valido segun lo reportado por Dall (1986) y Carvalho y Phan (1998).

Con la finalidad de hacer una mejor interpretacion de los resultados obtenidos
experimentalmente e identificar la relacion que pudiera impactar directamente a la
respuesta (duracién del ciclo de muda en funcion a la etapa de desarrollo), que en este
modulo se desea modelar, se hicieron pruebas con los valores de la tasa de respiracion en
una hoja de Excel. En principio se encontrdé que los camarones crecen alrededor de 20 g en
un afio, que es un bajo crecimiento, en un nimero de mudas de alrededor de 70, situacion
irreal porque es casi el doble de lo que se puede predecir y lo que se acerca mas a la
realidad, que son aproximadamente 40 mudas. Sin embargo, si disminuye la tasa de
respiracion en una fraccion del 10% pero se aumenta al doble la proporcion de absorcién de
agua, el patrén obtenido se acerca méas a la realidad, cerca de 40 mudas y un peso fresco
final de cerca de 40 g. Si se aumenta la tasa de respiracion, dentro de limites razonables, y

conservando la relacién de bombeo de agua se alcanza un resultado similar.

En un ejercicio similar en Excel considerando los resultados de crecimiento experimentales
y las ganancias de peso en intermuda, se puede asumir que la correspondencia entre la
absorcion de agua y el aumento del peso pueda ser en una proporcién mayor, quiza del
doble de los valores, ya que con estos supuestos los camarones alcanzaron 45 g en 45

mudas, dato mas realista.
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En la Figura 3.5 se muestra la simulacion del crecimiento del camarén en funcién a la
cantidad de agua corporal que el camardn absorbe. Esta simulacion no reproduce lo
reportado para la especie en términos de crecimiento (Maldonado, 2007), porque si bien
alcanza un peso humedo aproximado de 25 g en aproximadamente un afio, que en
condiciones de cultivo resulta ser un rendimiento bajo, el nimero de mudas que tiene que
experimentar para llegar a este peso es excesivo. ElI nimero de mudas se puede estimar
utilizando la variable del contenido de agua, ya que un ciclo de muda representa también

una curva completa de esta variable (Figura 3.6)

Aunque la simulacion reproduce el patron tipico del crecimiento del camaron peneido, la
pendiente de crecimiento en etapas tempranas de vida estd poco pronunciada lo que indica
una baja tasa de crecimiento, en relacién a lo que se reporta para camarones peneidos
(Franco et al., 2006). La curva alcanza un peso asintético aproximadamente a los 25
gramos en un periodo de 9000 hr, que representan aproximadamente un afio. Después de 45
mudas, los camarones alcanzan apenas 15 g, que es bajo en comparacion con lo reportado
por Maldonado (2007) para el crecimiento de L. vannamei bajo condiciones controladas de

cultivo de aproximadamente 40 g en un afio.

Sin embargo, los datos de incremento de peso en intermuda en este trabajo en camarones
juveniles coinciden con la estimacion de la cantidad de agua absorbida por el camarén.
Aunque no se puede confirmar esta informacion en otras etapas de desarrollo, se puede
sugerir que se estan subestimando estos valores en adultos, aunque en esta talla los

camarones ya no crecen de manera importante.

Con lo anterior, se plantea que posiblemente la cantidad de agua acumulada no sea la Unica
variable que esta definiendo la acumulacion de biomasa en intermuda y que el disefio

experimental, individualizando a los organismos, limita el crecimiento.
Se ha establecido anteriormente que la absorcion de agua por el camarén, se lleva a cabo

entre la premuda tardia y la postmuda temprana, sin embargo para los camarones no se

conoce el momento exacto en que se da el aumento subito de agua. Este es un dato
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importante de definir ya que en el modelo se establece que la activacion de este proceso de
absorcidn se lleva a cabo una vez que el camaron llega a un porcentaje de agua corporal del
73%.

La informacion de duracion de ciclo de muda en funcién a la talla y a la temperatura

obtenida en este trabajo, sera utilizada como fuente de validacion en la simulacién del

modelo de crecimiento y para el ajuste de algunas relaciones con otros modulos.
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CONCLUSIONES GENERALES

La temperatura es un factor ambiental que influye de manera significativa en la duracion
del ciclo de muda de L. vannamei mediante una relacion inversa. En general la variacion en
3° C modifica la duracién del ciclo en un dia, esta respuesta esta asociada con la reduccién

0 aceleracion de los proceso metabolicos por efecto de la temperatura.

La duracién del ciclo de muda depende de factores intrinsecos del camardn como la etapa
de desarrollo. Para L. vannamei a una temperatura promedio de 29° C se encontr6 una
relacion lineal directa entre la duracién del ciclo de muda con respecto al peso de los

organismos.

El crecimiento tiene dos componentes: la duracion del ciclo de muda y la cantidad de
biomasa acumulada en intermuda. S6lo los organismos, en etapa juvenil, sometidos a una
temperatura de 32° C lograron la combinacion eficiente de estos componentes, que se

reflejé en un mayor crecimiento al término de 40 dias de experimento.

Existe una relacion potencial entre el porcentaje de agua absorbida y el peso corporal del
camaroén, la cual estd en funcion de la velocidad de acumulacién de biomasa y de la

eficiencia en el reemplazo del agua por tejido corporal.

La activacion del proceso fisiologico de absorcidn de agua, esta regulado hormonalmente.
La hormona ecdisona actla sobre la hipodermis modificando la permeabilidad del
tegumento y la hormona hiperglicemiante que activa la bomba Na'+K'-ATPasa
permitiendo la entrada de agua e iones al organismo. El aumento del volumen de la
hemolinfa que precede a este evento fisiolégico modifica las concentraciones de los
componentes de la sangre como la glucosa y la hemocianina y tienen un efecto en la

capacidad osmdtica.

La covariabilidad de la glucosa y la capacidad osmotica observadas en el presente estudio,

es indicadora de la adaptacion bioguimica que los camarones presentan, para la regulacion
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homeostatica, para prevenir los cambios derivados de la absorcién de agua en los

momentos previos a la muda.

La hemocianina como pigmento respiratorio, es un buen indicador indirecto de la energia
que el camaron utiliza en el proceso de muda. Muestra el patrén tipico de otros crustaceos a
lo largo del ciclo de muda. Mantiene niveles basicos que aumentan en Dy para cubrir la
demanda de oxigeno para hacer frente al gasto energético que los camarones

experimentaran al momento de la muda.

La glucosa es considerada una molécula base en las reservas de energia, tiene una fuerte
correlacion negativa con las reservas de glucogeno en el hepatopancreas en la premuda
tardia y la postmuda temprana, que proviene de las reservas de glucégeno, que se degradan
conforme aumentan los niveles de glucosa circulante, como evidencia de la accion de la
hormona hiperglicemiante sobre el hepatopancreas. Esta molécula resulté ser un indicador

real en los requerimientos de energia en el ciclo de muda.

En su preparacién a la muda, los organismos realizan ajustes fisiol6gicos como reducir su
consumo de alimento. Dicha reduccion va de 32% en juveniles hasta casi el 100% en
adultos. El tiempo (t) requerido para estos ajustes abarca ~72 horas en juveniles y 108 h en

adultos antes de la ecdisis y describe una relacion lineal Y=0.7002+64.267t.

La simulacion realizada utilizando datos experimentales de la duracion de los ciclos de
muda del camaron en diferentes etapas de su desarrollo no es realista, y al no lograr
establecer el efecto del peso en la duracion de dicho ciclo, se concluye que es necesario

considerar los mddulos de respiracion y excrecion nitrogenada.

En términos de crecimiento, el modelo logra reproducir de manera aproximada lo
observado experimentalmente. El bajo crecimiento predicho y observado se atribuye
principalmente a las condiciones experimentales a las que se sometieron los camarones,
como la individualizacion y no a la estimacion de la cantidad neta de agua absorbida en los

camarones.
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Desde el punto de vista fisiologico y bioguimico, en general, el modelo permite la
comprension de la combinacion de los factores que intervienen en el ciclo de muda, asi

como de la importancia de la regulacion hormonal en este suceso.
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