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Resumen

La importancia de la acuacultura en México ha tomado gran
relevancia para el pais, siendo una herramienta necesaria para la
explotacion de recursos alimenticios obtenidos del mar sin afectar
directamente los ecosistemas marinos. El cultivo de camardén en
México ha ido en aumento, debido a que la captura del camarén es la
actividad pesquera que capta mayor entrada de divisas al pais. La
especie L.setiferus habita en el golfo de México, y es una especie con
un gran potencial para su explotacién, debido a su gran tamafio y
buen sabor. Diversos estudios se han realizado en torno a la especie
para poderla cultivar y pese a estos esfuerzos, no se ha podido
resolver la incégnita sobre la degeneracion del espermatéforo que
sufren en cautiverio los machos de ésta especie, siendo esto un
impedimento para cerrar el ciclo de vida en cautiverio. La
alimentacion de estos organismos varia durante todo su ciclo de vida,
teniendo distintos requerimientos nutricionales en cada fase de ella.
Es asi como se planted la administracion de tres dietas con distinto
porcentaje de proteina cruda PC (35, 45 y 55%) para los adultos
reproductores de ésta especie. Se observo el efecto de las distintas
dietas en el crecimiento, la condicion fisiolégica, inmune Yy
reproductiva de la especie, esperando obtener una mejor respuesta
en los animales alimentados con una dieta alta en proteina. Se
relaciond el efecto de las dietas experimentales con los cambios
observados en la condicion fisiolégica e inmune, obteniendo un mejor
resultado en los animales alimentados con 55%PC. A pesar de esto,
en ésta dieta y en la de 35%PC, no se encontré6 una mejor calidad
reproductiva. Con la dieta 45% se obtuvo una buena condicion
inmune y el mayor numero de células espermaticas normales, por lo
que éste porcentaje de proteina en la dieta, se puede utilizar para
obtener machos con una condiciobn inmune buena y una buena
calidad reproductiva, esto ayudard para obtener una mejora en el
cierre del ciclo del camaroén.



Efecto del nivel de proteinas en el crecimiento, condicion fisioldgica e
inmune de un banco de reproductores de camaron blanco del Golfo de
México Litopenaeus setiferus (L).

1.- INTRODUCCION
1.1 Importancia de la acuacultura en México

En la actualidad los recursos marinos juegan un papel importante en la
economia y la politica internacional. Ademas de la explotacién natural se ha
desarrollado una sofisticada tecnologia para dar apoyo a la produccion
acuicola como herramienta para abastecer los mercados de pescados y
mariscos del mundo evitando afectar a las poblaciones silvestres con el
consecuente deterioro del habitat.

El crecimiento de la acuacultura en México ha permitido que aun cuando la
actividad de captura va a la baja, se registre un crecimiento constante en el
namero total de toneladas obtenidas de diversos productos pesqueros incluido
el camarén. En la actualidad, el cultivo de estos organismos contribuye con
mas del 20% de la produccion total a nivel mundial. De las especies que son
usadas para el cultivo, algunas de ellas han sido elegidas por su rapido
crecimiento asi como por su valor comercial, como es el caso de los
camarones peneidos (Martinez et al., 1998)

Por su volumen de captura el camardn ocupa el tercer lugar nacional, pero el
primero en valor al captar el 44 % de la produccion pesquera. México exporto
en el 2004, 45 mil 300 toneladas de camaron, con un valor de 271 millones de
dolares (www.sagarpa.gob , 2005)

El camaron blanco Litopenaeus setiferus es una de las especies de
camarones peneidos que habitan el Golfo de México y la zona costera del
océano Atlantico de Norte América. Esta especie se distribuye desde el sur de
Nueva York en su limite norte, hasta la peninsula de Yucatan (Muncy, 1984).

El ciclo de vida del camardn blanco del Golfo de México se inicia cuando los
adultos se reproducen en la plataforma continental entre la is6bata de los 4 y
los 40 m (Williams, 1984). Ahi los huevos fecundados quedan a merced de las
corrientes marinas, donde 12 a 14 horas después eclosiona una larva nauplio
que no se alimenta. Posteriormente y por un periodo de entre 12 a 15 dias las
larvas plancténicas se desarrollan, moviéndose hacia la costa en busqueda de
zonas de refugio en las lagunas costeras y los estuarios, donde arriban como
postlarvas. Ahi los camarones son reclutados en las areas salobres con
vegetacion sumergida, las cuales son utilizadas como areas de crecimiento. En
estas zonas los camarones pasan entre 7 a 9 meses, antes de migrar
nuevamente al mar donde se reclutan como adultos (Chow et al., 1993; King,
1948; Misamore y Browdy, 1996; Renaud, 1986; Rosas et al., 1999, Zein-Eldin,
1986).



1.2 Importancia del cultivo de Litopenaeus setiferus

L.setiferus habita tanto en la zona estuarina como en la marina, y debido a su
abundancia juega un papel ecolégico importante, por lo que es necesario
implementar fuentes alternativas que permitan, por un lado aminorar la
presidn que se ejerce sobre este organismo y su ambiente, tales como la
sobrepesca, contaminacion y destruccion de su habitat; y por el otro
aumentar su produccion. (Rosas, C , 2004, citado en Margarita Caso et-al,
2004)

En el sur del Golfo de México la especie L.setiferus esta expuesta a muy
diversas presiones ambientales entre las cuales se incluyen la pesca
excesiva, la contaminacion de bahias, estuarios y lagunas costeras con
pesticidas asociados con la agricultura, la generada por descargas de aguas
negras de las ciudades costeras y la provocada por la industria petrolera
(Balcom, 1994; Benitez y Barcenas, 1996).

Bray y Lawrence (1992), consideraron que debido al deterioro cada vez mayor
de la poblacion silvestre de reproductores y la necesidad de completar el
desarrollo de la biotecnologia para L. setiferus, es necesario conocer las
condiciones mas adecuadas para cerrar el ciclo de vida del camarén blanco L.
setiferus en condiciones controladas. El fin dltimo es el de crear un banco de
reproductores y proporcionar asi una produccién continua de larvas,
postlarvas y juveniles de esta especie para el desarrollo de la camaronicultura
de la region Sureste del Golfo de México.

1.3 Ventajas y desventajas del cultivo de la especie

El cultivo de L.setiferus tiene ciertas ventajas: es la tercer especie de mayor
abundancia entre las especies de importancia comercial en el Golfo de México,
posee un alto porcentaje de sobrevivencia (95-99%), una atractiva tasa de
produccion (mas de 5000 kg/ha), puede llegar a pesos de 13.5 g/camarén y
cultivarse en altas densidades (40 camarones/m?) (Sandifer et al, 1993). A su
vez hay ciertos problemas por resolver para obtener un efectivo y eficaz cultivo
de esta especie. En cautiverio se han observado dos sindromes en la
respuesta reproductiva en los machos adultos de L. setiferus. En uno de ellos
se desarrolla un proceso de melanizacion (respuesta inmunologica) en el
ampula terminal, con un consecuente deterioro del espermatéforo que dificulta
su transferencia a la hembra, por lo cual se le ha denominado como Sindrome
de Melanizacion del Aparato Reproductor (SMAR). Por otro lado, ocurre una
disminucién drastica en la cantidad de células espermaticas con un aumento en
las células anormales y/o muertas, al cual se le llama Sindrome Degenerativo
del Aparato Reproductor de Machos (SDARM). Estos sindromes no solo se han
presentado en esta especie, aunque si con mayor numero de casos. A pesar
de que se han girado en torno a éstos varias investigaciones, aun no se sabe a
ciencia cierta la causa (Brown et al., 1979; Leung-Trujillo y Lawrence, 1987,
Alfaro, 1990).



1.4 La dieta en cautiverio y laimportancia de las proteinas.

Un factor que determina el éxito del cultivo de camaron, es el suministro de
alimento adecuado para las diferentes etapas de su ciclo de vida. Los
camarones son descritos como omnivoros detritivoros. Una evaluacion del
contenido estomacal revel6 pedazos de camarones, poliquetos, bivalvos,
ofiuridos, nematodos, restos de plantas, etc (Britton y Morton, 1989; Preston
et al, 1992; Wenner y Beatty, 1993). En cada etapa los organismos
experimentan tanto cambios morfolégicos como fisiologicos, por lo que las
necesidades nutricionales cambian con su desarrollo (Tacon, 1990). La
naturaleza de las dietas utilizadas en camarones son importantes ya que
representan un factor muy esencial en la maduracion, apareamiento, calidad
espermatica, fertilidad, fecundidad, en la viabilidad y en la calidad de la
descendencia de los organismos en condiciones controladas y representan
uno de los parametros mas importantes sobre los cambios bioquimicos de los
organos y tejidos involucrados en la maduraciéon (Harrison, 1990; Browdy,
1992; Alfaro, 1990; Rosas et al.,, 1995; Sanchez et al., 2001; Castille y
Lawrence, 1989). En cautiverio, las dietas estan formuladas para cubrir los
requerimientos de proteinas, lipidos y carbohidratos en distintas proporciones
segun su estadio. Las proteinas, no sélo ocupan una posiciéon central por ser
la base para la formacion de enzimas, hormonas, hemocianina, componentes
de la respuesta inmunitaria, sino que ademas intervienen directamente en la
osmoregulacién, y construcciébn de tejidos (crecimiento), su reparacion y
mantenimiento. Asimismo, son fuente de energia en los procesos catabolicos
y son esenciales en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Rosas et al,
2002). Varios estudios (Cevallos-Vazquez et al., 2003; Sanchez et al., 2001,
2002) sugieren que las proteinas en la dieta, mas que los lipidos y los
carbohidratos, son responsables de la calidad del espermatéforo y los
espermas en L. vannamei y L. setiferus. En particular, las proteinas juegan un
papel importante en la formacién del spike de los espermatozoides.

1.5 Condicion fisiolégica e inmune

Es importante conocer el estado de salud de los camarones tanto en
poblaciones silvestres como en cultivadas, para obtener parametros que nos
puedan ayudar a evaluar cambios del estado de los organismos ante su
entorno. Esto se ha logrado a través de ciertas mediciones, como son la
cantidad de hemocianina (Chen and Cheng, 1993; Chen and Lin, 1994; Cheng
et al., 1996; Gilles, 1977; Boone y Schoffeniels, 1979; Hagerman and Weber,
1981; Rosas et al.,, 2001), conteo de hemocitos (Tsing et al., 1989; Martin y
Graves, 1985; Rodriguez et al., 1995; Van de Braak et al., 1996), andlisis de la
presion osmotica (Péqueux, 1995) y capacidad osmética (Charmantier et al.,
1989, Lignot et al., 1999), evaluacibn de metabolitos en sangre (Tabla 4)
(Rosas et al. 2001a, Rosas et al. 2001b, Racotta y Palacios 1998, Palacios,
1999). y algunas mediciones del sistema inmune, tal como es el proceso de la
fenoloxidasa (Fo) y fenoloxidasa total (proFo + FO) (Hall et al. 1999; Montafio
Pérez et al. 1999; Perazzolo and Barracco 1997; Sritunyalucksana and



Soderhall 2000), hemaglutinacion (Le Moullac et al., 1998; Lopez et al., 2003),
estallido respiratorio (Song y Hsieh, 1994), relacion fenoloxidasa total células
granulares y pacifastina (Le Moullac et al., 1998; Lopez et al., 2003).

1.6 Calidad espermatica

La reproduccion en camarones esta influenciada por factores ambientales
(Bray y Lawrence, 1992; Ogle, 1992). En condiciones naturales, estos factores
determinan la existencia de épocas de reproduccion definidas, y cada uno de
estos factores, puede estimular o inhibir el proceso reproductivo de una
especien en particular (Browdy, 1992). Es por eso que en condiciones de
cautiverio, es necesario reducir el estrés en el sistema, como el ruido, las altas
densidades, el movimiento innecesario alrededor de los tanques de
maduracién, el manejo excesivo de los reproductores y ademas hay que
mantener regimenes de limpieza estrictos (Wyban y Sweeney, 1991). Por otro
lado, la temperatura y la iluminacién, asi como su interrelacion, tienen un efecto
significativo sobre la maduracion de los camarones (Chamberlain y Lawrence,
1981; Chamberlain y Gervais, 1984; Primavera, 1985).

El potencial reproductivo de machos puede ser evaluado mediante el analisis
de la calidad espermatica, el peso del espermatéforo, el conteo de
espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides vivos y anormales.
Adicionalmente, el tiempo de regeneracion del espermatéforo (Leung.Trujillo y
Lawrence, 1987) y el peso del espermatoforo son factores que se han evaluado
para determinar el potencial reproductivo de los machos.



2.- Hipotesis.

Si las proteinas del alimento modulan la condicion nutricional e inmune de los
camarones y ambas respuestas estan estrechamente vinculadas con la calidad
reproductiva, entonces a medida que aumente dentro de un intervalo optimo la
proporcion de proteinas del alimento, aumentard también la condicién
fisioldgica de los organismos, incluyendo su capacidad reproductiva.

3.- Objetivo general.

Evaluar los efectos de los niveles de las proteinas del alimento en la condicion
nutricional, la condicién inmunolégica y la capacidad reproductiva de una
poblacion de adultos de L. setiferus mantenidos en condiciones de cultivo con
especial énfasis en la poblacion de machos adultos de esta especie.

4.- Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de los niveles de proteinas de la dieta sobre la
condicion nutricional medida a través de diferentes metabolitos
sanguineos, reservas energéticas acumuladas (glucogeno y lipidos
totales) en la glandula digestiva y mduasculo, y sobre el indice
hepatosomaético.

2. Evaluar el efecto de los niveles de proteina en la condicién inmunoldgica
medida a partir de los componentes sanguineos involucrados en los
mecanismos de defensa

3. Establecer el efecto del nivel de proteinas de la dieta sobre la capacidad
reproductiva de los machos adultos determinada a través de la
evaluacion de la calidad espermatica de los organismos cultivados.



5.- Materiales y Métodos

5.1 Origen de los organismos.

Los camarones utilizados en el presente estudio se obtuvieron de la
inseminacion artificial de hembras silvestres L.setiferus provenientes de la
Laguna de Términos, Campeche, México. Las larvas obtenidas nacieron en
septiembre del 2003. Se mantuvieron en el laboratorio de ecologia y biologia
marina experimental en Ciudad del Carmen hasta que fueron transferidas ya
como juveniles a la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion
Facultad de Ciencias, Sisal, Yucatan (UMDI) en marzo del 2004.

5.2 Disefio experimental
5.2.1 Mantenimiento de los organismos y estanques al tiempo cero (T0)

Un grupo de 1080 camarones se distribuyd en 9 estanques de tamaro piloto
comercial (5m de didmetro y 20m? de superficie; densidad de 120 organismos /
estanque) con una proporciéon de sexos 1/1. Una vez instalados se les alimentd
con una dieta comercial (35% proteina, marca purina) de acuerdo a la biomasa
de cada estanque (720gr + 20gr biomasa por estanque) con porciones de
comida repartidas en 2 tomas de 36gr + 0.8gr (8:00 am y 6:00 pm), esta racién
fue cambiando de acuerdo a la biomasa. La temperatura del agua de los
estanques se mantuvo en 29°C + 2°C y la salinidad de 35 unidades practicas
de salinidad (UPS). Los estanques se conservaron con aireacion constante y
un sistema de flujo semicerrado con agua de mar proveniente de un pozo de 22
m de profundidad. El agua fue previamente sedimentada y filtrada (filtro de
arena) antes de llegar a los estanques para mantener la calidad del agua. Los
juveniles de L. setiferus permanecieron en estas condiciones desde que
llegaron a la UMDI hasta junio del mismo afo. Al cabo de este tiempo los
camarones se consideraron como adultos debido al contenido espermatico de
los machos, se realizd una primer evaluacién a la que se llamé tiempo cero
(TO) el 20 de junio del 2004 para evaluar la condicion nutricional, inmunoldgica
y reproductiva en que se encontraba la especie. Estos datos se tomaron como
referencia inicial para las dietas experimentales.

5.2.2 Dietas experimentales, mantenimiento de los organismos vy
estanques al inicio del estudio

Se prepararon en el laboratorio 3 dietas isocaldricas experimentales con
distinto porcentaje de inclusion de proteina cruda (35%, 45% y 55% PC). Se
vario principalmente el nivel de proteina, y se hizo un ajuste en el porcentaje de
carbohidratos (Tabla 2) para equilibrar la aportacion de energia de cada una de
las dietas, de tal forma que fuera igual para todas.

Se eligieron 3 estanques al azar para cada una de las dietas experimentales.
Los camarones se alimentaron de acuerdo a la dieta experimental asignada,
tomando en cuenta la biomasa del estanque. Mensualmente se hizo el calculo
para adaptar la cantidad de alimento a los cambios en la biomasa de cada



estanque. El mantenimiento de los estanques consistio en un recambio
periodico de agua en promedio 3 veces por semana de aproximadamente 20%
por estanque. Se registraron los parametros fisicoquimicos (temperatura,
salinidad y oxigeno disuelto) diariamente, mientras que el pH se midi6 cada
semana (Tablas 10.1 a 10.3 en anexos)

5.2.3 Periodo de Evaluaciones (TO, T1, T2y T3)

Durante el periodo experimental se hicieron cuatro muestreos en los
estanques, a fin de evaluar diversas respuestas bioldgicas en los organismos
experimentales. La primera evaluacién TO a la que se hizo referencia con
anterioridad, se tom6 como el punto de partida para todas las dietas. Para esta
evaluacion se analizaron 35 camarones, de los cuales 18 (9 machos y 9
hembras) de ellos se utilizaron para el analisis de resultados, puesto que en el
presente estudio s6lo se tomaron en cuenta los datos de los camarones que se
encontraron en la fase de intermuda (C) debido a que es una fase de equilibrio
en cuestion de movimiento de nutrientes, en comparacion con la fase de
premuda (D) y la postmuda (B) (Barclay, et al., 1983; Chen y Cheng, 1993;
Gaxiola, et al., 2005).

La siguiente evaluacion se llevd a cabo el 25 de Agosto del 2004, un mes
después del inicio de la alimentacién con las dietas experimentales. En ésta
primera evaluacion de las dietas experimentales (T1) se evaluaron 54
camarones, 6 organismos por estanque, es decir, 18 organismos por dieta
experimental. El mismo procedimiento fue utilizado para la segunda
evaluacion (T2) el dia 23 de septiembre y para la tercera (T3) el dia 22 de
octubre del mismo afio (Tabla 10.1 de anexos)

5.2.4 Captura de los organismos para la evaluacion

Los camarones no fueron alimentados 12 horas antes de cada evaluacién para
evitar la interferencia de los nutrientes de la dieta en los metabolitos de la
sangre (Rosas et al., 2001b). Para la captura de los organismos se baj6é 80% el
nivel del agua, y posteriormente se capturaron cuidadosamente con redes en
distintos puntos del estanque, evitando al maximo posible una manipulacién
brusca, para no alterar de manera significativa el comportamiento de los
componentes sanguineos. Los organismos capturados se introdujeron en
hieleras (5 | de capacidad), las cuales se llenaron hasta la mitad con agua del
estanque, y se les bajé la temperatura hasta alcanzar un valor 5°C menor a la
temperatura del agua del estanque para asi aminorar el estrés al bajar su



metabolismo con la baja de temperatura. Para hacer esto se utilizaron botellas
plasticas llenas de agua congelada. Los organismos fueron Illevados
cuidadosamente al laboratorio donde se realizaron los analisis. Se les dejé
reposar 10 minutos sin la tapa del recipiente para que los organismos se
acondicionaran al cambio de intensidad de luz ambiental y al cambio de
temperatura, esto con el fin de reducir el estrés a causa de estos factores.

5.2.5 Anélisis en el laboratorio

Se evaluaron distintas respuestas en los organismos (Tabla 1) medidos en la
hemolinfa (fisioldgicas, inmunoldgicas y presién osmotica), el hepatopancreas
(indice hepatosomatico, glucégeno y lipidos), las branquias (estallido
respiratorio), musculo (lipidos) y el espermatéforo (calidad espermatica). Los
detalles de cada evaluacion se describen en el punto 5.4.

Tabla 1.- Disefio experimental completamente aleatorizado de la evaluacién
de 3 dietas experimentales (35%, 45% y 55% PC) en adultos de L. setiferus
muestreados mensualmente por un periodo de cuatro meses (T0, T1, T2 y
T3).

Respuestas a evaluadas Evaluacién por respuesta

METROLOGICAS Estadio de muda, Talla, Peso,
Presion Osmotica.

FISIOLOGICAS Proteinas, Hemocianina,
Proporcién (Hc) / Proteina,
indice Hepatosomatico,
Glucosa, Lactato, Glucdgeno,
Acilglicéridos, Colesterol,
Lipidos. Capacidad Osmoética.

INMUNOLOGICAS Hemaglutinacion, proFo, Fo,
Estallido Respiratorio, Conteo
de Hemocitos, Relacién



fenoloxidasa total Células

Granulares.

REPRODUCTIVA Peso del espermatoforo,
Conteo y caracterizaciéon de
células espermaticas
(normales, anormales y
muertas).

5.3 Preparacion de la dieta

Las tres dietas experimentales fueron preparadas tomando como base la
misma dieta comercial que se proporciond a los camarones muestreados al
tiempo 0 (TO) (Purina, 35% de proteina). Se utilizé caseina y calamar (Loligo
sp) molido para modificar el nivel de proteina, y se varié la proporcion de
carbohidratos para conservar el mismo porcentaje energético en las dietas. La
mezcla humeda de los distintos liofilizados mas el calamar (Tabla 1), se
depositaron en una maquina para moler carne, y de ahi se obtuvieron cilindros
en forma de spaghetti, los cuales se secaron a 60 °C por 8h. Posteriormente
los cilindros fueron cortados manualmente hasta obtener aproximadamente al
tamano de un pellet de tamano comercial. Los pellets cortados se mantuvieron
a 4°C hasta su uso. Las dietas que se prepararon para el presente estudio
fueron isocaldricas.

bl citn de | i . les (o L d

ingredientes)

Ingredientes Nivel proteico, % PP *
35% 45% 55%

Alimento Comercial Purina @ 55 55 55
Calamar (peso seco) ° 10 10 10

Caseina ° 10 21 32.6
Almidon de trigo® 22.6 11.6 0
Paprika 1 1 1
Rovimix C  (35°C) © 0.42 0.42 0.42
Alginato Na f 1 1 1
Crudo de proteinas (%) 35.4 45.4 55.7
Crudo de lipidos 5.9 5.9 5.9
Carbohidratos (CBH, %) 34.7 24.735

12.135



Energia total (kJ.g™ ") ¢ 16.0 16.3 16,3

* PP: porcentage protéico

? Purina con 35% de proteina cruda (PC)

b509 de calamar humedo es necesario para obtener 10g de calamar seco

°Sigma, Mexico

4 Gluten y almidones industriales S.A. de C.V., Mexico

° Fosfato ascorbico (Stay-C 35%, Roche)

f Sigma, Mexico

9 Estimado por Cuzon y Guillaume (1987) con los coeficientes: 21.3, 17.6 y 39.5 kJ.g™ " para proteinas, carbohidratos y
lipidos, respectivamente.

5.4 Evaluaciones en el laboratorio
5.4.1 Condicion general

Para obtener las medidas metrologicas del los camarones se utilizd una
balanza analitica para medir el peso, y una regla para medir la longitud del
camaron. Las medidas de talla se tomaron desde la punta del rostrum hasta el
final del telson. Se determiné el estadio de muda de los camarones mediante el
estado de setogénesis observada en los urépodos (Chan et al., 1988), y se
clasifico como: postmuda (B), intermuda (C) y premuda (D).

5.4.1.1 Extraccion y separacion de hemolinfa

Una vez aclimatados los organismos a las condiciones de laboratorio, se
tomaron las muestras de sangre. El organismo se seco cuidadosamente, para
evitar la mezcla de hemolinfa con agua. Las muestras de hemolinfa se
obtuvieron mediante su extraccion con una jeringa hipodérmica de 3 ml con
aguja de 21G x 32mm en la region ventral a la altura del ultimo par de
pereiopodos y principio de los pledpodos. Las jeringas fueron endulzadas con
una solucion fria (8°C) de SIC-EDTA antes de empezar el muestreo para evitar
la coagulacion. La aguja se insertd suavemente a través de la membrana
artroidal de la quinta pata, para tener acceso al seno. Lentamente se desliz6 la
aguja, y al mismo tiempo se extrajo lentamente el émbolo, para evitar la



formacion de burbujas en la hemolinfa. La hemolinfa se colocé en papel
parafilm, depositado sobre un recipiente con hielo para mantener fria la
muestra e impedir el proceso de coagulacién. Se extrajo rapidamente del
parafilm para evitar que se coagulara. Se obtuvieron muestras de hemolinfa de
aproximadamente 120yl por camardn, para poder evaluar los distintos
indicadores sanguineos (presion osmoética, hemocianina, hemocitos,
metabolitos, fenoloxidasa, hemaglutinacion y pacifastina).

5.4.1.2 Determinacion de la presion osmatica.

La presion osmatica del organismo se obtuvo a partir de 20 yl de hemolinfa,
ésta fue analizada en un micro-osmometro (Osmete, 20 plus). También se
obtuvo la presién osmotica del agua de cada estanque muestreado para
obtener a partir de la diferencia entre la presion osmaética del organismo y del
agua, la capacidad osmética (CO).

5.4.2 Parametros fisioldgicos
5.4.2.1 Parametros sanguineos.
5.4.2.1.1 Obtencion de la hemocianina

Se utilizé un espectrofotometro con lampara de UV considerando una longitud
de onda de 335 nm. De la hemolinfa total se extraida se tomaron 10 pl y se
diluyeron inmediatamente en 990yl de agua destilada en la cubeta del
espectrofotometro.

Los valores obtenidos por la absorbancia fueron convertidos a unidades mg/ml.
La concentracion de hemocianina (mmol/l) se calculé usando el coeficiente de
extincion 17.26. calculada con base en 74000 Da subunidades funcionales
(Chen y Cheng, 1993). El valor de la absorbancia se dividié entre el coeficiente
de extincion y se multiplicé por el factor de diluciéon (FD), que en este caso fue
de 100 (10ul de hemolinfa/ 990ul de agua destilada). Para el analisis de la
proporcion hemocianina/proteina (Hc/P) se tomaron en cuenta los valores en
mmol/l. Los valores de proteina expresados en mg/ml fueron convertidos a
mmol/L al dividir entre 66, que equivale al peso molecular por mg de 1 mol de
albumina bovina.

5.4.2.1.2 Bioguimica sanguinea



De la hemolinfa total obtenida por organismo, se designaron aproximadamente
55 pl para la medicion de metabolitos. La hemolinfa se diluy6 2 veces en SIC-
EDTA frio. Los tubos con SIC-EDTA fueron previamente preparados en tubos
Eppendor (1.5 ml) y marcados de forma numérica progresiva con plumon
indeleble, de acuerdo al numero de organismos muestreados. Las muestras de
hemolinfa, se mezclaron varias veces con la micropipeta en los tubos
Eppendorf con el anticuagulante. Una vez diluidos, los tubos Eppendorf se
centrifugaron a 2500 revoluciones por minuto (rpm) por 3 min a 4°C. Ya
centrifugado se recuper6 el sobrenadante (plasma + SIC-EDTA) el cual fue
colocado en otros tubos numerados de la misma manera. Estos nuevos tubos
se mantuvieron de igual forma en frio (2-8°C)

Se utilizaron juegos de reactivos comerciales para la cuantificacion de glucosa
(Bayer-Sera-Pak Plus B01 45 09-01), lactato (Sigma 735-10 + H20 libre de
pirdgenos), colesterol (Bayer-Sera-Pak Plus B01 4507-01), y acilglicéridos
(Bayer-Sera-Pak Plus B01 4551-01), a través de las cuales se evaluaron
colorimétricamente reacciones enzimaticas. Las proteinas solubles totales
(proteinas BIO-RAD-500-0006 + H20 libre de pirdgenos en proporcion 1:4) se
cuantificaron mediante las reacciones de enlaces quimicos de una solucién
acidica de color (Bradford) por la presencia de proteinas. Para el caso de
lactato se utilizé el reactivo Sigma 735-10, al que se afnadio 10ml de agua libre
de pirdgenos.

Una vez obtenido el plasma se mantuvo a una temperatura de 2-8°C y se
procedié a evaluar cada uno de los metabolitos. Para cada metabolito se
designé una microplaca para lector de ELISA. Todas las placas contenian 3
repeticiones de blanco (10ul agua libre de pirégenos + 200 pl de reactivo) el
cual sirvié para eliminar la absorbancia que presentan las sustancias ajenas a
la reaccion con la que se evalua cada metabolito. Para cada metabolito se
determind una curva de calibracion la cual fue el resultado de tres mediciones
independientes (Tabla 4). Esta curva se utilizé para cuantificar la
concentracion total del metabolito y fue preparada a partir de una solucién
estandar incluida en los reactivos comerciales.

Se utilizaron 10 pl de muestra del plasma para la cuantificacion de cada
metabolito (Tabla 3). A cada pozo de la microplaca se le adicionaron 200 ul de
solucion reactiva comercial.

5.4.2.2 Bioquimica del hepatopancreas y musculo

A cada organismo se le tomo6 el peso del hepatopancreas (Hp) completo y
posteriormente se le hicieron 2 cortes, uno fue destinado para medir lipidos, y
el otro para medir glucégeno. El peso del corte del Hp para la medicion de
glucégeno fue de entre 0.02g a 0.06g, cantidad que es suficiente para
determinar el glucogeno utilizando pequefias muestras. A las muestras de
tejido se le adicionaron 200l de acido tricloroacético (TCA) al 5%. Una vez que
se obtuvieron los cortes del Hp y musculo, se congelaron inmediatamente en
nitrdgeno liquido y posteriormente se mantuvieron a —40°C hasta su utilizacién
para las mediciones respectivas.



El glucégeno de la glandula digestiva se midié a partir del corte del Hp obtenido
en el muestreo. Se homogenizo el tejido, y el contenido fue centrifugado a 7000
rom por 15 minutos. El sobrenadante fue desechado. Al pellet se le adicionaron
200yl de fenol (5%) y 1ml de acido sulfurico. En una microplaca de lector de
ELISA se distribuyeron 200ul de las muestras en cada pozo. Cada muestra se
hizo por triplicado, al igual que una muestra de blanco (200ul de fenol 5%; 1ml
de acido sulfurico) y una de estandar (10pl del estandar comercial de glucosa,
200ul de fenol al 5% y 1ml de acido sulfurico). El calculo se realizé de la misma
manera que se hace para el caso de los metabolitos.

Los lipidos en glandula digestiva y en musculo, fueron evaluados de acuerdo a
Folch et al. (1957). El tejido fue homogenizado con cloroformo-metanol (2:1).
Posteriormente el homogenizado se vacié en un matraz de 50ml, y se agrego
cloroformo-metanol (2:1) hasta alcanzar un volumen final de 20 ml. El matraz
fue cubierto con parafilm y puesto en el agitador por 15 min. La muestra fue
filtrada en vacio y se paso6 al embudo de separacion donde se aforé con agua-
metanol (3:1), se agitd y dejo reposar hasta observar la separacion de los
lipidos (diferencia de color). Estos se depositaron en frascos previamente
pesados. Los frascos fueron colocados en un desecador hasta que se evaporé
toda la muestra. La cantidad de lipidos se obtuvo a partir de la diferencia entre
el peso inicial y el final del frasco. Ese valor se consider6 como el total de
lipidos por miligramo de tejido.

5.4.2.3 Indice hepatosomatico

Con el peso del hepatopancreas (g) se obtuvo el indice hepatosomatico (IHp),
dividiendo el peso total del Hp, entre el peso total del organismo (g).

5.4.3 Condicion inmunologica
5.4.3.1 Parametros sanguineos

5.4.3.1.1 Determinacién de la actividad de la fenoloxidasa (FO) y la
fenoloxidasa total

Para la determinacién de la actividad de la fenol oxidasa en lisado de
hemocitos la hemolinfa fue diluida en dos volumenes de solucion isotdnica fria
para camaron (8°C) (SIC-EDTA): 450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM
EDTA.Na2, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm/Kg (Vargas-Albores et al.,
1993). La muestra se centrifugo a 2500 rpm por 3 min. Se separé el plasma y
el paquete celular fue resuspendido en amortiguador de cacodilatos
previamente enfriado (8°C) (100 mM cacodilatos, 10 mM CaCl2, pH 7.0) y se
centrifugo a 10000 rpm por 2 min. El sobrenadante, fue denominado
sobrenadante del contenido granular y se utiliz6 como fuente de actividad de
fenoloxidasa (Hernandez-Lopez et al., 1996).



La actividad de fenoloxidasa (FO) fue determinada midiendo
espectroscopicamente la oxidacion de la L-hydroxifenil alanina (L-DOPA), de
acuerdo a Leonard et al. (1996). Una modificacién reportada por Hernandez-
Lopez et al. (1996) al método de Leonard fue introducida en el procedimiento.
Esta modificacion consiste en la utilizacion de microplacas para la
determinacién en muestras de pequefio volumen. Para la evaluaciéon de
fenoloxidasa total fue necesario asegurar la conversion de la profenoloxidasa
(proFO) a su forma activa, fenoloxidasa, para lo cual, se incubaron 50 pl de
tripsina tipo IX de pancreas de bovino (0.1 mg/ml) durante 3 min a 25 + 2 °C.
Posteriormente, 50 pl de L-DOPA (3 mg/ml en amortiguador de cacodilatos)
fueron suministrados a la reaccién y se incub6 durante 10 min (Hernandez-
Lopez et al., 1996). Se registrd la absorbancia de la reaccion a 490 nm en un
lector de microplacas (BIO-RAD Modelo 550). Para determinar la actividad de
FO en plasma fue omitida la incubacion primaria con tripsina y se prosiguioé de
igual manera a la descrita anteriormente.

5.4.3.1.2 Hemaglutinacion

A partir de sangre humana O+ se llevd a cabo la técnica de hemaglutinacion.
La sangre se obtuvo del banco de sangre del hospital O'HRAN de Mérida
Yucatan. La sangre se suspendié en una solucion salina isotdnica (SSI) al 2%
(v/v). El plasma del camardn se tomé a partir de cada organismo muestreado
mensualmente. La hemolinfa se diluy6é 1:3 con SIC-EDTA. En una microplaca
de Falcon, con los pozos en forma de “U”, se deposité en la primer columna
50ul de SSI y se adicionaron 50 ul de eritrocitos al 2%. Esta columna fue
nuestro control. A partir de la segunda columna, en todos los pozos que se
utilizaron, se adicioné6 50 yl de SSI. En la segunda columna, ademas se
adiciond la muestra de plasma de cada organismo muestreado, y se procedio a
hacer diluciones hasta la columna doce. Al terminar se adicioné con una
micropipeta multicanal 50 pl de eritrocitos al 2% a cada pozo. Se dejé reposar
durante 2hrs a temperatura ambiente (26°C + 2°C). Los resultados fueron
expresados como actividad de hemaglutinacion (HU/mg de proteina).

5.4.3.1.3 Conteo de hemocitos

Se mezclaron 150 yl de hemolinfa con un volumen igual de solucién Alsever
(113 mM glucosa, 27.2 mM citrato de sodio, 2.8 mM acido citrico, 71.9 mM
NaCl) y formol al 10 % (v/v) (Le Moullac et al., 1997). La muestra se guardo en
refrigeracion hasta su analisis, para lo cual se utilizd un microscopio 6ptico
(Micromaster, Fisher Scientific). Para el conteo de hemocitos, se empleo el
hematocitémetro de la camara de Malassez con volumen de 0.01 mm?®. El
conteo total de hemocitos se realizé manualmente. La caracterizacion de los
hemositos se realizé con base en el tamafo, la forma y el contenido granular, y
se clasificaron como células granulares (CG), semigranulares (CSG) y hialinas
(CH).



5.4.3.1.4 Determinacion del estallido respiratorio

La produccidon intracelular del anién superoxido de los hemocitos fue
cuantificado usando la reduccion de NBT (Nitroblue Tetrazolium) a formazan de
acuerdo a Song y Hsieh (1994). Se depositaron en los pozos de microplaca
100 ul de hemolinfa en anticoagulante en propocion 1:1 (v:iv) previamente
cubiertos con 100 pl de solucién de poli-L-lisina (2 %) para mejorar la adhesion
celular. Las microplacas fueron centrifugadas a 300 g por 15 min. El plasma fue
removido y 100 uL de Zymosan fueron afadidos (0.1% en solucién de Hank
menos fenol rojo), y la reaccion incubada por 30 min a temperatura ambiente.
El zymosan fue descartado y los hemocitos lavados tres veces con 100 ul de
solucién Hank, para posteriormente tefirlos con 100 ul de solucién NBT (0.3 %)
por 30 min a temperatura ambiente. La solucién de tinciéon fue removida y los
hemocitos lavados y fijados tres veces con 100 ul de metanol (70 %) y
secados. Para disolver el formazan se anadieron 120 ul de KOH y 140 ul de
DMSO (Dimetil Sulfoxido). Se registé la densidad o6ptica por duplicado a 630
nm, utilizando un lector de microplaca (Bio-Rad Mod. 550).

5.4.4 Calidad espermatica

Para la evaluacion de la calidad espermatica y la cantidad de
espermatozoides se realizaron observaciones del contenido del espermatéforo
de los machos. El espermatéforo se colocd en solucion salina libre de calcio
(Leung-Truijillo y Lawrence, 1987) la cual permitid que los espermatozoides se
mantuvieran vivos durante un periodo de hasta 4 horas. Para realizar el conteo
del espermatéforo completo, este se homogenizd en 2 ml de solucién libre de
calcio en un homogenizador. Posteriormente se le afadié 0.1 ml de azul de
Tripan al 1.0% (Leung-Trujillo y Lawrence, 1987). Esta suspension de
espermatozoides se dejo reposar por un lapso de 10 minutos para que el azul
de Tripan actuara sobre las células. Asi los espermatozoides muertos se
identificaron como aquellas células que se tifieron en dicho tiempo, asi como
espermatozoides de un volumen mayor que lo normal, lo cual sefiala la entrada
de agua en la célula. Las células anormales fueron reconocidas por la
presencia de malformaciones de la cabeza o ausencia del “spike”.

El conteo de espermatozoides se realizé en un hematocitometro (camara
Neubauer Loptic Labor) en la cuadrilla central (1 x 1 mm. y con capacidad de
0.1 mm.?) debido a que son células menores a 8 micras. La camara utilizada
estaba dividida en 16 cuadros de (0.25x0.25mm) de los cuales se contaron los
cuatro cuadros de la esquina y uno mas al azar (de 0.25 x 0.25 mm.). El
conteo se hizo por duplicado tomando en cuenta las dos cuadrillas de cada
camara.

El numero de células por espermatdforo se calculd de la siguiente
manera: Cel/ml = (P*16)*FD* 10 000, donde: P = Numeros células promedio
encontradas en los 10 cuadrantes contados; 16 = Cuadrantes de la camara;
Factor de Dilucion = 2.1. En este caso el resultado obtenido (cel/ml) es igual a
células por espermatéforo ya que se esta multiplicando por el factor de dilucién.



Este calculo se hizo por separado para las células normales, anormales,
muertas y totales y el resultado se expresé como células x 10* /espermatéforo
(Pascual et al., 1998).

5.4.5 Andlisis estadisticos

Se utilizé para el analisis de los resultados una prueba de ANOVA
multivariado. El analisis se realizé en el programa Statistica. Como variables
independientes se utilizaron el sexo, la dieta (porcentaje de proteina) y el
periodo de evaluacion (TO, T1, T2 y T3). Para todos los analisis se utilizd

como cofactor el peso. Los valores de “p” significativos de cada resultado, se
encuentran descritos en la tabla 10.2 de anexos.



6.- Resultados

6.1 Indicadores metrolégicos

Durante los 4 meses que duré el ensayo las hembras y los machos presentaron
crecimientos diferenciados (Fig 1). La relacion entre el cambio de peso y talla
con respecto al tiempo indican que las hembras presentaron tasas de
crecimiento mayores que los machos, con un aumento en peso promedio de
9.2g a 22g y de 2.5cm de talla en tres meses, y de 12g a 18.8g con un
crecimiento de 1.3cm para el caso de los machos. Se utilizo a la pendiente de
la relacion entre cambio de peso y tiempo como un indicador de la tasa de
crecimiento de los animales experimentales. Asi mismo se observé que las
hembras de camardn alimentadas con 55% de proteina presentaron una tasa
de crecimiento mayor que la observada en los animales alimentados con los
otros dos niveles de proteina (P < 0.05; Fig 1), ganando en tres meses 14.4g
de peso promedio y 3.5cm de longitud, mientras que en las hembras con los
otros tratamientos aumentaron 10g con 2.42cm , y en los machos 6.8g con
1.3cm. Por el contrario, los machos mostraron una mayor tasa de crecimiento
cuando fueron alimentados con 45% de proteina (P < 0.05; Fig 1), con una
ganancia en peso de 7g, estando 0.5g por arriba de los valores obtenidos en
machos alimentados con 55% de proteina, y 1.2g de los machos alimentados
con 35%.
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Fig. 1. Variaciones de peso en gramos (A) y talla en centimetros (B) de adultos,
hembras y machos de L.setiferus alimentados con distintos niveles de proteina
en el alimento (35%, 45%, 55%) muestreados mensualmente durante tres
meses, tomando en cuenta la primer evaluacion como punto de referencia (TO)
y tres evaluaciones mensuales posteriores (T1, T2 Y T3). Valor promedio +
E.S.

6.1.1 Presién osmobtica



Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la presion
osmotica vario entre 868 a 1013 sin mostrar diferencias significativas entre las
dietas o el muestreo. No se observaron diferencias significativas entre sexos (P
< 0.05; Fig. 2)
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Fig. 2 Variacion de la presiéon osmoética de camarones L.setiferus mantenidos
en estanques piloto comercial, alimentados con distintos niveles de proteina en
el alimento (35%, 45%, 55%) en un periodo de tres meses, a partir del punto
una primer evaluacién de referencia TO. Valor promedio + E.S

6.2.- Indicadores Fisioldgicos
6.2.1 Capacidad Osmética (CO)

Aunque la CO no mostro diferencias entre sexos se observé que ésta cambio
en relacion con el tiempo (p < 0.05), oscilando sus valores entre 11 y — 286



mOsm/kg, con los valores mayores en los animales al TO, que van de 11 a -127
y los menores en aquellos que fueron muestreados al final del experimento de
—106 a -260 . Es interesante hacer notar una interaccion entre las proteinas del
alimento y el tiempo (p < 0.05). Esta interaccion se debié a que en los animales
alimentados con 35%, y 45% de proteina cruda (PC) la CO resulté mayor que
la observada en los animales alimentados con 55% PC quienes presentaron
una reduccion de la CO directamente con el periodo de cultivo. Asi mismo se
observé que la CO obtenida de los animales alimentados con 45% PC
mostraron en general, una mayor capacidad osmatica en comparacion con los
animales alimentados con las demas dietas (p < 0.05; Fig. 3).
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Fig. 3 Capacidad osmoética en camarones adultos L. setiferus mantenidos en
estanques tamafio piloto comercial por un periodo de 3 meses (con una
evaluacion de referencia T0), alimentados con distintos porcentajes de proteina
en dieta (35, 45 y 55%). Valor promedio + E.S

6.2.2 Proteinas, Hemocianinay relacion Hemocianina/proteinas.

Las proteinas de la hemolinfa mostraron un comportamiento irregular a lo largo
del periodo de cultivo, con valores que oscilaron entre 110 y 188 mg/ml. Los
valores mayores se encontraron en TO y los menores al tercer muestreo. Un
efecto significativo del tiempo de cultivo fue observado en los camarones
alimentados con los tres tratamientos mostrando que los niveles de proteina no
fueron afectados ni por el sexo ni por el nivel de proteinas del alimento ofrecido
(P < 0.05; Fig. 4). De manera similar a las proteinas la hemocianina (Hc)



mostro variaciones a lo largo del periodo de cultivo, con niveles altos en TO y
bajos en el tercer muestreo (Fig. 4). Las oscilaciones de la Hc mostraron
intervalos de variacion entre 0.17 y 0.43 mmol/l en donde Unicamente el efecto
del dia de muestreo resulté afectar significativamente la concentracion de Hc
en ambos sexos, independientemente del nivel de proteinas de la dieta (P <
0.05; Fig. 4). La relacién Hc/proteina mostré una reduccion en las proteinas de
la sangre asociada con el periodo experimental con los valores mas bajos en
TO, en promedio 74.14 mmol/l y los mas altos al final del periodo experimental
91.8 mmol/l en promedio (P < 0.05; Fig. 4).
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Fig.4 Variacion de las proteinas (mg/ml) (A), hemocianina (mg/ml) (B) y
relacion Hc/proteinas (mmol/l) (C) en camarones adultos de L.setiferus
mantenidos en estanques piloto comercial, alimentados con distintos niveles de
proteina en el alimento (35%, 45%, 55%), tomando como referencia la primer
evaluacion (TO) para todas las dietas, y posteriormente se realiz6 una
evaluacion mensual (T1, T2 Y T3). Valor promedio + E.S

6.2.3 Glucosa, lactato y glucégeno

Una interaccion significativa entre la fecha de muestreo y los niveles de
proteina en la dieta afectaron los niveles de glucosa en la hemolinfa de los
camarones de ambos sexos, con valores que oscilaron de 0.033 mg/ml hasta
un valor maximo de 1.029 mg/ml. Es interesante hacer notar que, hacia el final
del periodo de cultivo, los camarones alimentados con 35% PC mostraron
niveles de glucosa significativamente mayores que aquellos alimentados con
45 y 55% PC, con un valor promedio de 0.579 mg/ml, estando 0.14 mg/ml por
arriba de la dieta 45% y 0.266 mg/ml de la dieta 55%. Los niveles de lactato en
sangre fueron Unicamente afectados por el tiempo de cultivo con valores que
oscilaron entre 0.03 y 0.33 mg/ml ( P < 0.05; Fig. 5).



El nivel de proteinas de la dieta, el tiempo y el sexo mostraron una interaccion
significativa sobre los niveles de glucdgeno de la glandula digestiva. Un nivel
mayor de glucogeno fue observado en los animales alimentados con 55% de
proteina (4.8 mg/ml, valor promedio) , con valores cercanos a estos los
alimentados con 45% (3.7 mg/ml, valor promedio) y por debajo los de 35% (2.8
mg/ml, valor promedio) (Fig. 5; P < 0.05).
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digestiva (C) de camarones L.setiferus mantenidos en estanques piloto



comercial, alimentados con distintos niveles de proteina en el alimento (35%,
45%, 55%) por un periodo de tres meses, tomando como referencia TO. Valor

promedio + E.S.

6.2.4 indice hepatosomatico

El indice hepatosoméatico (IH) mostré diferencias con respecto al tiempo y al
sexo de los camarones experimentales, con valores que oscilaron de 0.0212 a
0.0709. Los valores de IH mas elevados se encontraron tanto en machos como
en hembras alimentados con la dieta con 45% PC, durante la primera
evaluacion de la dieta en machos, y la tercer evaluacion en hembras (P < 0.05,

Fig. 6).
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Fig. 6 Distribucién de datos del indice hepatosomatico en camarones machos
y hembras adultos de L.setiferus alimentados con distintas dietas variando el
porcentaje de proteina cruda (35%, 45% y 55%), mantenidos en estanques



piloto comercial por un periodo de 3 meses con una evaluacion de referencia
TO. Valor promedio + E.S.

6.2.5 Acilglicéridos, colesterol y lipidos

Los niveles de acilglicéridos y colesterol fueron afectados por el tiempo de
cultivo, en general valores mas altos hacia el tercer muestreo,
independientemente del nivel de proteinas y del sexo ( P < 0.05; Fig. 7), con
datos que van de 0.0675 a 1.7518 mg/ml para el caso de los acilglicéridos, y
para el caso del colesterol de 0.0446 a 1.3919 mg/ml. Por otro lado en el caso
de lipidos, particularmente en hepatopancreas, hubo diferencias significativa
respecto al tiempo, con valores que oscilan de 0 a 868.3 mg/g de tejido (Fig. 7).
En cambio, los niveles de lipidos en musculo no mostraron diferencias
significativas respecto al tiempo, sexo o proteina. Los valores fueron de 0 a
119.6 mg/g de tejido (Fig. 7).
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Fig. 7. Datos de acilglicéridos (A), Colesterol (B), lipidos de la glandula
digestiva (C) y del musculo (D) de camarones L.setiferus mantenidos en
estanques piloto comercial, alimentados por tres meses con distintos niveles de
proteina en el alimento (35%, 45%, 55%), tomando como referencia la
evaluacion al TO. Valor promedio + E.S.

6.3.- Indicadores inmunoldgicos
6.3.1 Sistema fenoloxidasa y hemaglutinacion

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron en general, que la
condicién inmunolégica de los camarones fue afectada tanto por el tiempo del
cultivo como por el nivel de proteinas en las dieta y la interaccion entre éstas.

(Fig. 8).

La fenoloxidasa total presentd una variacion de los datos de 0.0077 a 0.48, sin
diferencias significativas entre la dieta, el tiempo de muestreo o el sexo ( P <
0.05; Fig. 8). La interaccion entre el tiempo y el nivel de proteinas en el
alimento, afectaron significativamente a la fenoloxidasa en plasma (FO), con
valores que oscilaron entre 0.0010 y 0.094 (Fig. 8).

La hemaglutinacion present6 un patrén asociado con el nivel de PC en la dieta
experimental. Es importante hacer notar que los valores mas altos se
encontraron en los animales alimentados con la dieta con 35% PC ( P < 0.05;
Fig. 8), con valores que van de 1.5 unidades/mg a 38.1, en comparacion con la
dieta 45% (1.8 a 20.6 unidades/mg) y la de 55%(1.3 a 27.3 unidades/mg).
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Fig.8 Variacion mensual (3 meses) a partir de una evaluacion de referencia
(TO) de la fenol oxidasa en lisado de hemositos (A) fenol oxidasa en plasma
(FO) (B) y hemaglutinacion (C) de camarones L.setiferus mantenidos en
estanques piloto comercial, alimentados con distintos niveles de proteina en el
alimento (35%, 45%, 55%). Valor promedio + E.S.

6.3.2 Estallido respiratorio basal y activado

En los organismos el estallido respiratorio basal mostré diferencias
significativas con respecto al muestreo y una interaccion entre el tiempo y el
nivel de proteina del alimento (P < 0.05; Fig. 9). El estallido basal aumento
notablemente del primer muestreo al segundo en los animales alimentados con
35% (valores promedio de 0.18 a 0.605) y 45% PC (valores promedio de 0.245
a 0.54). En cambio, en los animales alimentados con 55% PC mostraron un
comportamiento inverso con niveles estables en el primer y segundo muestreo
y un aumento notable en el tercer muestreo (valores promedio de 0.28 a
0.595).

El estallido respiratorio activado fue significativamente afectado por la dieta, por
el tiempo y su interaccibn. Ambos sexos alcanzaron su valor maximo (1.55,
valor promedio) en el segundo muestreo cuando fueron alimentados con 45%
PC (P <0.05; Fig. 9).
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Fig. 9 Variacion mensual (3 meses) del estallido respiratorio basal (A) y
activado (B) de camarones L.setiferus mantenidos en estanques piloto
comercial, alimentados con distintos niveles de proteina en el alimento (35%,
45%, 55%). Valor promedio + E.S.

6.3.3 Hemocitos

Los hemocitos totales no mostraron diferencias significativas entre dietas, sexo
o el tiempo ( P < 0.05; Fig. 10) los valores oscilaron entre 5800 a 52600 células
por milimetro ctbico (cel/mm?® ). Este comportamiento se observé también en
las células hialinas con variaciones entre 2800 a 28400 cel/mm®. Las células
granulares oscilaron de 1400 a 15400 cel/mm® mostrando diferencias



significativas con respecto al tiempo, al igual que las células semigranulares
con variaciones de 1200 a 13200 cel/mm?®. (P < 0.05; Fig. 10)

Para la obtencion de la proporcion de fenoloxidasa total en degranulado de
hemocitos, se calculo dividiendo los datos de la fenoloxidasa obtenida del
degranulado de hemocitos entre la suma total de células granuladas (células
granulares + células semigranulares). El andlisis por ANOVA de ésta suma, no
mostrd diferencias significativas con respecto al tiempo, la dieta o el sexo. La
proporcion de fenoloxidasa total en células granulares totales, vario
indistintamente a lo largo del periodo experimental, con datos entre 6.08x10" a
4.03x10™. No se encontraron diferencias significativas entre dietas, el tiempo o
el sexo (P < 0.05; Fig. 10).
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Fig. 10 Variacion en el tiempo por 3 meses (T1, T2 y T3), tomando en cuenta
la evaluaciéon TO como punto de referencia de los hemocitos totales (A) de
camarones L.setiferus mantenidos en estanques piloto comercial, alimentados
con distintos niveles de proteina en el alimento (35%, 45%, 55%), clasificados
en células granulares (B), células semigranulares (C), granulares totales (D), y
hialinas (E). Se obtuvo la relacion fenoloxidasa total/células granulares totales
(F) Valor promedio + E.S.

6.4 Calidad espermatica



La calidad espermatica expresada en células por espermatoforo o por mililitro
(cel/ml), fue altamente variable a lo largo del experimento con una gran
cantidad de animales sin espermatoforo al momento del muestreo. En general
la cantidad de células totales por espermatéforo aumenté con la edad de los
camarones, con valores que fueron de 168,000 cel/ml a 62,790,000 cel/ml,
mostrando los valores mayores en el Gltimo muestreo (Fig. 11).
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Fig. 11 Efecto de las proteinas en el alimento (35, 45 y 55% PC) sobre las
variaciones temporales (con evaluaciones cada mes) por tres meses (T1, T2y
T3) de la calidad espermética en machos adultos de L. setiferus , tomando
como referencia la primer evaluacion (T0). Valores dados como promedio +

E.S.




Asi mismo se observo que la calidad espermatica cambio a lo largo del tiempo
con una baja proporcién de células normales al inicio y un aumento hacia el
final de periodo experimental (Fig.12).
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Fig. 12 Proporcion de células esperméticas en camarones adultos de L.
setiferus alimentados con dietas variando el porcentaje de proteina cruda (35,
45y 55% PC) a lo largo del periodo experimental.

La mayor proporcion de células normales (17%) fue registrada en los animales
alimentados con 45%PC. Este valor resultdé ser 16 veces mayor al observado
en los animales alimentados con 35%PC y 2 veces mayor al obtenido en los
camarones alimentados con 55%PC.

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos ni en relacion al
tiempo de cultivo (p > 0.05). Una elevada proporcion de células muertas y
anormales fue observada en todos los tratamientos con valores que oscilaron
entre 19% (45% PC) y 66% (35%PC) y entre 33% (35%PC) y 64% (45%PC),
células muertas y anormales, respectivamente (Fig.12).

7.- Discusién

En el presente estudio se observé que las proteinas del alimento ejercieron un
efecto significativo sobre la condicion inmunoldgica y la condicidon reproductiva
de adultos de L. setiferus cultivados en estanques externos. Un modelo general
de la relacion entre la condicion nutricional, inmune y reproductiva de L.
setiferus ha sido establecido con el fin de explicar la interrelacion que guardan
estos elementos en el mantenimiento de la integridad fisiologica de los
animales. Los resultados obtenidos en el presente estudio aportan elementos



para la comprension del modelo y al mismo tiempo explican la forma en que el
alimento modula el estado de salud.

Tipo'de
Alimento

Modelo general propuesto para explicar la relacion entre la condicién
nutricional, la condicion inmunologica y la condicion reproductiva de los
juveniles de L. setiferus cultivados en estanques externos. El fondo azul
representa el ambiente en el que los organismos se desarrollan, el cual es
dinamico y ofrece, en condiciones de cultivo, un intervalo de posibilidades que
pueden o no ser Optimas para el desempefio de la especie. En este modelo, el
estado de salud es propuesto como el resultado de la integridad de los
organismos en donde las caracteristicas fisiologicas de la especie estan
determinadas por la informacién genética la cual refleja la capacidad adaptativa
al alimento, y las condiciones de cultivo. Asi mismo el alimento funciona como
un agente modulador de la expresién genética interviniendo de forma esencial
en el estado de salud de los camarones.

La condicién nutricional de los camarones cultivados no fue afectada por las
proteinas de la dieta. Unicamente el tamafio, como resultado del crecimiento y
asociado a la fecha de muestreo, mostré un efecto significativo sobre los
indicadores sanguineos utilizados. Aunque estudios recientes llevados a cabo
en esta y otras especies en condiciones de laboratorio han demostrado la
utilidad en el uso de los niveles de algunos parametros sanguineos como
indicadores de la condicién nutricional (Palacios et al., 1998; Racotta and
Palacios, 1998; Lopez et al., 2003; Pascual et al., 2003a) no existe informacion
publicada que sefale la forma en que estos son afectados por las



caracteristicas del alimento en animales que tienen acceso tanto al alimento
balanceado como al alimento vivo presente en los estanques de cultivo. En un
estudio llevado a cabo para evaluar la importancia del alimento balanceado en
el contenido estomacal de camarones cultivados (Zatarain, 2000) observé que
el alimento pelletizado representd Unicamente el 25% mientras que el alimento
vivo lleg6 a ser hasta el 75% del total del alimento ingerido por los camarones.
Esto demostré6 no Unicamente que el alimento vivo es ingerido con mayor
intensidad en condiciones de cultivo sino ademas que este puede llegar a ser
un elemento importante en la nutricion, pues puede llegar a representar hasta
un 57% del total de la proteina cruda ingerida (Watanabe et al., 1983). Asi, los
resultados obtenidos ahora confirman que, a pesar de utilizar diferentes niveles
de proteina en la dieta, los animales tuvieron la posibilidad de compensar esto
al ingerir probablemente cantidades importantes del alimento vivo presente, tal
y como ha sido reportado en otros estudios.

Es interesante hacer notar que de entre los indicadores de la condicion
nutricional utilizados ahora, Unicamente los niveles de glucégeno de la glandula
digestiva fueron afectados por el nivel de proteinas de la dieta, con los valores
mas altos en los organismos alimentados con 55% y 45%PC. Asi mismo se
observé que la capacidad osmdtica, indicador de la capacidad de los
organismos de tolerar cambios en la salinidad, también fue afectada por los
niveles de proteinas de la dieta con los valores mayores en aquellos
organismos que fueron alimentados con 55%PC. Estudios recientes llevados a
cabo con L. vannamei, L. setiferus y L. stylirostris demostraron que en los
camarones peneidos en general las proteinas del alimento participan en
diversos aspectos del metabolismo de los camarones entre los cuales se
encuentran la sintesis de glucégeno y el movimiento del pool libre de amino
acidos (Robertson et al., 1993; Rosas et al., 2000; Rosas et al., 2002; Pascual
et al., 2003a). En esos estudios se observd que los camarones estan bien
adaptados para sintetizar glucogeno a través de las vias gluconeogénicas, las
cuales utilizan a los amino acidos dietéticos como fuente de moléculas para la
sintesis de carbohidratos. Aunque con los resultados obtenidos ahora no es
posible establecer la razén por la cual las proteinas de la dieta afectaron los
niveles de glucégeno de la glandula digestiva y no los niveles de proteinas o
carbohidratos sanguineos, es posible suponer que algiin mecanismo facilitador
de la gluconeogénesis pudiera ser estimulado por el alimento artificial.

La forma en que los aminoacidos participan en la capacidad osmotica de los
camarones ha sido ampliamente demostrada (Charmantier et al., 1994; Lignot
et al., 1999; Lignot et al., 2000). Estudios recientes han demostrado que las
proteinas de la dieta también determinan la concentracion de amino &cidos
libres, ayudando a aumentar o limitando la capacidad osmoética de los
camarones (Zanders and Rodriguez, 1992; Chen et al., 1992; Brito et al., 2000;
Rosas et al.,, 2002; Gaxiola et al., 2005). En estos estudios se ha podido
observar que los amino &cidos son frecuentemente transportados en la
hemocianina (Hc) la cual es sintetizada en la glandula digestiva, en donde las
células F participan de manera activa en la sintesis de esta molécula. Una vez
en sangre la Hc transporta los amino acidos al musculo donde son liberados
para formar parte de los componentes intracelulares. Aunque este mecanismo
aun no ha sido apropiadamente descrito, las evidencias experimentales



recientes permiten suponer que esta es la forma en que el alimento modula la
capacidad osmdtica de los camarones (Rosas et al., 2002). Estudios realizados
con lizado de hemocitos han sefalado que en el interior de las células
sanguineas existen enzimas capaces de activar propiedades especiales a la
hemocianina entre las cuales se encuentra su papel como fenol-oxidasa, factor
fungiestético y lectina (Destoumieux et al., 2001; Adachi et al., 2003; Alpuche et
al., 2005). Tomando en cuenta que por la naturaleza de su sistema abierto los
hemocitos se encuentran todo el tiempo en contacto con las células de todos
los tejidos del camardn es posible esperar que existan enzimas contenidas en
estos que favorezcan la liberacion de amino &cidos promoviendo su
acumulacion en las células musculares. Este mecanismo ayudaria a explicar la
forma en que los amino acidos son transportados por la Hc desde la glandula
digestiva ayudando a entender el vinculo entre las proteinas de la dieta y la
concentracion de esta molécula multifuncional.

Los cambios en los niveles de lipidos en la glandula digestiva y en el indice
hepatosomatico con la edad han sido ampliamente documentados (Sick and
Andrews, 1973; Mourente et al., 1994, Ramos et al., 1996; Mourente and
Rodriguez, 1997; Teshima, 1997). A partir de estos estudios se ha podido
establecer que durante la maduracion gonadica los camarones movilizan las
reservas lipidicas desde la glandula digestiva y el musculo hacia las gonadas
con el fin de aportar las reservas que son necesarias para la conformacion del
tejido reproductivo. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron un
aumento significativo del indice hepatosmatico en los camarones alimentados
con 45 % PC indicando que con esa dieta se favorecié la acumulacion de
reservas. Al hacer el analisis de lipidos totales se observo un valor mayor en
los animales alimentados con 45% PC indiciando que muy probablemente este
alimento favorecié la acumulacion de este nutriente. De acuerdo con (Mourente
and Rodriguez, 1997) los lipidos acumulados en la glandula digestiva son
primero almacenado como acilgliceroles y luego transportados por las
lipoproteinas, entre las cuales la vitelogenina tiene un papel importante.
Aunque la razén por la cual el alimento con 45% PC favorecio la acumulaciéon
de lipidos en la glandula digestiva no puede ser establecida con los resultados
obtenidos en este estudio es posible plantear algunas hipétesis basandose en
informacion proveniente de poblaciones silvestres y cultivadas estudiadas
anteriormente. (Mourente and Rodriguez, 1997) encontraron que dietas
Optimas favorecen el crecimiento y la acumulacién de reservas en el vitelo de
las hembras, las cuales son capaces de producir progenie mas tolerante a
cambios de salinidad. Estos autores concluyeron que los acidos grasos poli-
insaturados contenidos en las dietas experimentales eran los responsables de
esta condicién nutricional en las postlarvas ahi estudiadas.

Aunque la forma en que la condicion nutricional y el sistema inmune estan
vinculadas no ha sido bien establecida existen hipotesis que explican parte de
estos mecanismos. El sistema inmune de los camarones es esencialmente
proteico pues esta basado en la actividad de enzimas que activan los procesos
de coagulacién, adhesion celular o que promueven la liberacion de péptidos de
bajo peso molecular especializados en el ataque a bacterias y hongos
(Hernandez-Lo6pez et al., 1996; Gollas-Galvan et al., 1997; Bachere et al., 2000;
Destoumieux et al.,, 2000; Sritunyalucksana and Sdderhall, 2000; Vargas-



Albores and Yepiz-Plascencia, 2000; Pascual et al.,, 2004b). Estudios de
laboratorio han demostrado que el nivel de proteinas del alimento modula la
intensidad de la respuesta inmune indicando que los procesos de sintesis de
estas moléculas son controlados, en parte por el aporte de aminoacidos del
alimento (Pascual et al., 2003b; Pascual et al., 2004a; Pascual et al., 2004b;
Pascual et al., 2006). A este respecto (Goimier et al., 2006) reportaron que las
proteinas de la dieta no solo modulan la condicion nutricional de pre adultos
machos de L. setiferus mantenidos en condiciones controladas, sino también la
respuesta inmune. En ese estudio también se observé que el aumento de la
respuesta inmune en relacion con las proteinas de la dieta no es igual para los
intervalos entre 35 y 45% de PC y entre 45 y 55% PC. Los camarones
alimentados con 55%PC mostraron una condicidon inmunolégica varias veces
mayor a la observada en camarones alimentados con 35 0 45% PC indicando
gue un exceso en proteinas dietéticas pudieran estar exacerbando los
mecanismos de sintesis de los componentes inmunolégicos. Es interesante
hacer notar que una respuesta similar fue observada en el presente estudio en
donde la mayor actividad de los indicadores de la condicién inmunoldgica fue
observada en los animales alimentados con altos niveles de proteina en la
dieta. Esto es, un efecto significativo de las proteinas de la dieta fue observado
tanto en los niveles de células sanguineas como en sus contenidos y en la
actividad fagocitica. Aunque una respuesta de esta naturaleza pudiera ser
interpretada como benéfica para el organismos (ya que una mayor condicion
inmunoldgica significa una mayor capacidad de defensa) estudios previos han
demostrado que un sistema inmune muy activo puede comprometer la
capacidad reproductiva de los camarones. Es interesante hacer notar que con
los resultados obtenidos en el presente estudio es que por primera vez es
posible integrar los efectos del nivel de proteinas de la dieta tanto en la
respuesta inmune como en la condicidon reproductiva, ambas respuestas
intimamente ligadas. En estudios anteriores realizados con machos adultos de
L. setiferus se observo que las condiciones de cautiverio favorecen una baja
calidad espermatica la cual posiblemente esté asociada con el estrés. Aunque
la definicion de estrés puede implicar un gran numero de respuestas, algunas
de las cuales no fueron medidas en el presente estudio, lo cierto es que los
niveles de proteinas del alimento produjeron una condicién reproductiva e
inmune diferenciada y posiblemente asociada, con el papel que tienen la dieta
en la regulacién del sistema inmune y la relacion que guarda éste con la
condicién reproductiva de los machos. Una forma de saber la forma en que la
condicion nutricional e inmune es modulada por las condiciones de cautiverio
es realizando comparaciones lo mas directas posibles entre poblaciones
silvestres y cultivadas. Aunque se sabe que la poblacién de L. setiferus que
habita en la plataforma continental adyacente a la Laguna de Términos es la
poblaciéon mas al sur del rango de distribucién natural, estudios de biologia
pesquera han demostrado que esta poblacion se ha mantenido mas o menos
estable en los ultimos afios (Muncy, 1984). En su habitat natural la poblacion se
reproduce exitosamente indicando que la condicion fisiolégica, inmunolégica y
reproductiva se mantiene en niveles apropiados para garantizar la perpetuacion
de la especie. ¢Cuales son las diferencias entre las poblaciones cultivadas y
silvestres que pudieran estar impidiendo la produccibn de bancos de
reproductores en condiciones de cautiverio?



En este sentido (Sanchez et al., 2002; Pascual et al., 2003b) sefialaron que la
baja calidad espermética en las poblaciones de L. setiferus mantenidos en
cautiverio pudiera estar asociada con la pérdida de la capacidad reguladora del
sistema inmune el cual, podria estar atacando de manera directa a las células
espermaticas durante el proceso de maduracion. Evidencias previas mostraron
gue la mecanizacion de las células espermaticas aparece justo cuando estas
pasan a través del vaso deferente distal (Dougherty and Dougherty, 1989;
Dougherty et al., 1989). Estos autores observaron gotas de melanina en las
células espermaticas las cuales reducen la viabilidad celular y afectan la
calidad espermatica. Bachere (com. Pers) encontré que los hemocitos de
camaron suelen infiltrase en las zonas cercanas al vaso deferente en donde
participan en el endurecimiento del espermatéforo justo cuando este forma.
Aunque los resultados obtenidos en el presente estudio no son concluyentes,
los cambios en los mecanismos de regulacién del sistema inmune y la baja
calidad espermatica observada en los animales alimentados con las dietas
altas (55%PC) y bajas (35%PC) en proteina pudieran indicar que tanto por
defecto como por exceso las proteinas de la dieta pueden llegar a influir
negativamente en la fisiologia reproductiva de esta especie. Una consecuencia
practica de esto es que comunmente los machos adultos de camarén son
mantenidos junto con las hembras, en la bdsqueda de cépula natural y por
ende de desoves viables. Durante la alimentacion de los reproductores ambos
sexos son alimentados con base en dietas altas en protinas y acidos grasos
poli-insaturados, los cuales, si bien se sabe favorecen la produccion de
ovocitos, podrian estar afectando de manera negativa a la calidad espermatica
de los machos. Un cultivo separado, utilizando alimentos balanceados para
machos con un maximo de 45% PC y temperaturas menores de 28°C (Pascual,
2000; Sanchez, 2001; Sanchez et al., 2001; Pascual et al., 2003b) podrian
favorecer una mayor produccién de nauplios viables de esta especie importante
para el sureste del Golfo de México.



8.- Conclusiones

Conforme se aumenta el nivel de proteina en la dieta de acuerdo al intervalo
oOptimo de proteinas en camarones adultos de L. setiferus cultivados en
estanques externos tamano piloto comercial, se beneficia la calidad fisiologica y
aumenta la calidad inmunoldgica. A pesar de esto, para el caso de los machos
no se logra tener un aumento significativo en la calidad espermatica.

Una dieta con 45% de proteina cruda suministrada a camarones adultos
cultivados de L. setiferus, es la mas adecuada para mantener a los organismos
con un mejor estado de salud, y una buena calidad reproductiva.

El nivel de proteina en la dieta influye en el estado nutricional, y de manera
muy significativa en la calidad inmune de camarones L. setiferus cultivados en
estanques tamano piloto comercial.

Existe una relacion de manera integral entre la condicién nutricional, inmune y
reproductiva, de modo que si alguna de estas sufre un desequilibrio, las demas
se veran afectadas.

Particularmente el nivel de proteina en la dieta de camarones adultos de L.
setiferus afecta el nivel de glucégeno de manera significativa.
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10 ANEXOS
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Fig. 10.1 Oscilacion de temperatura y oxigeno en un periodo de 24 hrs
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Fig.10.2 Variacion mensual de datos de oxigeno disuelto (A) y temperatura en °C
(B) en los estanques tamarfo piloto comercial utilizados en el presente
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Fig. 10.3 Datos de salinidad en los estanques experimentales durante el periodo
del estudio (Julio del 2004 a Octubre del mismo afo)

Tabla 10.1 Numero de organismos machos y hembras adultos de L. setiferus
evaluados en los distintos tiempos del periodo experimental (TO,T1,T2y T3)

MUESTREO SEXO DIETA ORGANISMOS

TO M PURINA 9
H PURINA 9

Tl M 35% 4
45% 3

55% 4

H 35% 6

45% 8

55% 8

T2 M 35% 4
45% 5

55% 5

H 35% 7

45% 4

55% 6

T3 M 35% 7
45% 5

55% 7

H 35% 6

45% 3

55% 5

Tabla 10.2 Valores significativos (P<0.05) resultado del analisis estadistico
(ANOVA multivariado) de datos de camarones adultos de L. setiferus mantenidos
en cautiverio.



Indicadores Proteina Interaccion | Interaccion | Interaccion | Interaccion
Metrolégicas Muestreo (M)| Cruda (PC) Sexo (S) M/ PC M/S PC/S M/PC/S
Peso p <0.05
Talla p < 0.05
Presion Osmoética (PO)
Indicadores
Fisiol6gicos
Capacidad Osmética (CO) p <0.05 p <0.05 p < 0.05
Proteina (P) p <0.05
Hemocianina (HC) p < 0.05
Relacion P / HC p <0.05
Glucosa p <0.05
Lactato p <0.05
Glucogeno p <0.05 p <0.05 p < 0.05 p <0.05
Acilglicéridos p <0.05
Colesterol p < 0.05
indice Hepatosomatico p < 0.05 p < 0.05
Lipidos en hepatopancreas p <0.05
Lipidos en musculo
Indicadores Inmunolégicos
Hemaglutinacion p <0.05
Fenoloxidasa total (FOGR)
Fenoloxidasa (FO) p <0.05
Estallido Basal p <0.05 p < 0.05
Estallido Activado p <0.05 p <0.05 p < 0.05
Hemocitos
Células Granulares (Gr) p <0.05
Células Semigranulares p <0.05

Células Hialinas (H)

Células Totales (C Tot)

Células Totales Granuladas

Proporcion PROFO / Gr

Células esperméticas

Células normales

Células anormales

Céluas muertas

Células totales
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