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RESUMEN.

Fendmenos ciclicos en la biologia de crustaceos, como el ciclo de la muda o
ecdisis, tienen importantes implicaciones en sus cambios anatémicos vy
fisiolégicos. En el presente trabajo se compard el crecimiento en relacion con la
frecuencia de muda vy el estado fisioldgico en juveniles silvestres y domesticados
(F2) de camaron rosado, Farfantepenaeus duorarum. Se capturaron organismos
silvestres de la Ciénaga de Sisal, Yucatan y se utilizaron organismos cultivados en
la UMDI-Sisal. Los organismos se aclimataron durante 60 dias con temperatura
constante de 28°C y salinidad 22, se determino la frecuencia de muda y peso. Los
organismos silvestres presentaron una frecuencia promedio de 10.11 dias con
incremento en peso de 0.024 g/dia, mientras que los domesticados de 11.39 dias
con un incremento de 0.084 g/dia. Se determind que los organismos domesticados
disminuyen su actividad alimentaria pero no dejan de comer al momento de
mudar. Se realizaron analisis bioquimicos en la sangre y en la glandula digestiva
y fueron comparados entre los diferentes estadios de muda. Todas las variables
bioquimicas mostraron valores altos en la intermuda y bajos en estadios préximos
a la ecdisis. Los resultados de los modelos multivariados mostraron una
correlacion inversa conjunta por estadio en relacion al origen de los organismos (r
= -0.7819), y por variables bioquimicas en relacion al origen fue directa y con alta
correlaciéon (r= 0.9259), y el efecto significativo de la capacidad osmorreguladora
(modo 1 - 85%) asociado a cambios del balance de agua y ciclo i6nico en la
hemolinfa, y un segundo efecto fueron las proteinas (modo 2 -15%). Los estadios
Ay D1""'mostraron el mayor efecto entre silvestres y domesticados. El colesterol
mostrd ser una variable de alto efecto entre todos los individuos analizados en sus
tejidos sanguineos y hepatopancreas. Se determiné la firmeza del musculo
abdominal en los diferentes estadios de muda mediante geles de SDS-
poliacrilamida, se observé el despliegue de bandas de colageno alrededor de los
45.7 y 78 kDa tanto en silvestres como domesticados, y con pocas bandas en

estadios cercanos a la muda.

Palabras clave: Farfantepenaeus duorarum, ciclo de muda, crecimiento, estadios

de muda, analisis bioquimicos, colageno.
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ABSTRACT

In crustacean biology, the molting cycle, or ecdysis, produces cyclic changes in the
structure of the integument, as well as morphological and physiological changes
that are controlled hormonally. The present study analyzes the relationship
between the molting cycle frequency and physiological status of wild and cultured
juvenile pink shrimp, Farfantepenaeus duorarum, within different molting stages.
The wild shrimp were captured from a Lagoon in Sisal, on the Gulf of Mexico.
Second generation farmed shrimp were obtained from a research center of UNAM
(UMDI-Sisal). They were maintained for 60 days at a constant temperature of
28°C and salinity of 22 ppt to monitor weight and molting frequency. A large
proportion of shrimp molted at the same time or within the same day. The wild
shrimp had an average molting frequency of 10.11 days with a growth rate of 0.024
g/day in biomass, while cultured shrimp had an average frequency of 11.39 days
and growth rate of 0,084 g /days. It was determined that cultured shrimp reduce
their consumption activity during molting, consuming 30% less food, but do not
stop feeding altogether. Biochemical analyses of blood and digestive gland
showed low values in stages closer to the molting and high values in the intermolt
period. The multivariate modeling produced the following results: an inverse
correlation between the stages (r = -0.7819), a direct correlation between the
different biochemical variables (r = 0.9259), and a significant effect of the osmotic
capacity (mode 1 - 85%), this effect is associated with changes in the balance of
water and cyclic ions, which produces changes in the chemistry of the hemolymph,
and other effect were the proteins (mode 2 - 15%). Stage A and stage D1°""
showed the highest effect of the biochemical variables in wild and cultured shrimp.
A model of sharing variables between blood and gut showed the main effect of
cholesterol in the physiological process of the shrimp. The firmness of the
abdominal muscle was determined with total collagen in the different molting
stages using the SDS-PAGE. The results in wild and cultured organisms showed

bands around 45.7-78 kDa, with a few bands in stages closer to the molting.

Keywords: Farfantepenaeus duorarum; molting cycle; growth; molt stages;

biochemical analysis; collagen.
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1. INTRODUCCION.

El recurso pesquero de mayor importancia econémica nacional e internacional es
el camaron. De 106 millones de toneladas que se obtienen en las zonas costeras,
18.9 millones de toneladas provienen de los sistemas de cultivo, dentro de esta los

crustaceos representan el 19.2% (FAO, 2006).

La situacion actual de la industria del cultivo de camarén impone retos que
deberan ser superados aprovechando la infraestructura cientifica de los paises
productores (Andreatta y Rosas, 2006), y dichos retos han propiciado
investigaciones enfocadas a la obtencion de alimentos con alto valor nutricional y
rentables para mejorar la economia de dicho producto, ya que el éxito en el cultivo
de las diferentes especies de camarones depende en gran parte de una adecuada
nutricion y buen manejo del alimento (Artiles et al., 1996). Como ejemplo también
de esto lo es la alimentacion en granjas camaroneras, que esta basada en su
mayoria en tablas de alimentacion para el célculo de la racion, las cuales no
consideran ni los habitos naturales de alimentacién ni el estado fisiolégico por el
que atraviesa el camardén (Molina et al., 2000), por lo que seria justo la
optimizacién de su manejo a través de un conocimiento mas amplio de los

procesos fisioldgicos.

El camarén rosado, Farfantepenaeus duorarum, es una de las especies de
peneidos mas valiosas desde el punto de vista comercial en el Golfo de México y
en el pasado llegbé a ser la especie mas importante en términos de produccion
pesquera en aguas mexicanas, e incluso ha sido considerado como un indicador
de la salud y productividad del ecosistema en la Bahia de Florida (Browder et al.,
2002). Sin embargo, su importancia relativa se ha visto reducida por la
disminucién constante de sus capturas anuales. Gracia (1995) sefiala que el
incremento de la pesca artesanal sobre las etapas juveniles de F. duorarum es el
principal factor de la declinacion de su produccion, afectando a la especie
mediante la reduccion del potencial de crecimiento y reduciendo los niveles de

reclutamiento en altamar y posteriormente a la poblacion reproductora.
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También se tienen indicios de que la variacién del espectro de la nutricion del
camaron rosado no se debe al comportamiento propio del camaron, sino también
a la variacién de la abundancia o la accesibilidad de sus presas. Como ocurre con
muchos otros predadores, las particularidades de la distribucién de los camarones,
pueden seguir la distribucidn del conjunto de organismos de los que se alimenta

preferentemente (Burukovskii y Ptisyn, 1976).

La biodisponibilidad de los nutrientes en la dieta de los camarones es importante,
ya que existe una diferencia entre el analisis quimico al que son sometidos los
alimentos y la realidad biolégica en cuanto a su utilizacion. Es costumbre utilizar
las tablas de composicién de alimentos, que resultan imprescindibles para las
formulaciones de dietas, pero a menudo se olvida que la informacion que brindan
es parcial (Carrillo y Pedroza, 2006) ya que no toman en cuenta las relaciones
entre nutrientes, los dafnos que se producen durante los tratamientos tecnologicos
a que son sometido los alimentos y los factores intrinsecos del animal que va

ingerirlos y que pueden influir en la eficiencia de utilizacién.

Los animales necesitan consumir un alimento con un balance adecuado de
proteinas, lipidos y carbohidratos para poder optimizar la eficiencia en la utilizacion
de estos sustratos. Los camarones son capaces de obtener mas energia
metabolizable a partir del metabolismo de los aminoacidos que de los
carbohidratos, razén por la cual estos organismos tienen altos requerimientos
dietéticos de proteina. En consecuencia, es de gran interés teorico y practico
optimizar la relacion de proteinas y energia dietética para los camarones, ya que

de estas cantidades depende el crecimiento (Garcia-Galano, 2006).

Uno de los parametros mas importante en el estudio de la dinamica de las
poblaciones de animales sometidos a explotacién comercial, es el crecimiento. En
el caso particular de los crustaceos el crecimiento se observa como un proceso
discontinuo que ocurre por saltos, como consecuencia de una de las restricciones

que impone la presencia de un exoesqueleto rigido (Petriella y Boschi, 1997).

11
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Para crecer, es necesario que el organismo elimine el antiguo exoesqueleto y
forme un nuevo tegumento, generalmente de mayor tamafio. El conjunto de estos

sucesos es conocido como el ciclo de muda.

Como muchos de los fendmenos ciclicos en la biologia de crustaceos, el ciclo de
la muda o ecdisis (cuyo control es principalmente endocrino) tiene importantes
implicaciones en los cambios anatdmicos y fisiologicos de los camarones
(Passano, 1960; Anger, 2001). La relacion entre la muda y el crecimiento de
camarones es que en algun momento cercano al momento en que el animal pierde
el exoesqueleto, comienza a absorber agua con lo cual la nueva cuticula se
genera sobre un volumen mayor. Luego, el volumen ocupado por el agua es
remplazado por tejidos y en esa forma el camardn crece (Stevenson, 1985;
Fenucci, 1988). Durante el ciclo de vida, estos organismos tendran una sucesion
de mudas que son mas frecuentes en las primeras etapas de la vida del animal y

disminuyen o estan totalmente ausentes en los adultos (Petriella y Boschi, 1997).

Los estudios relacionados a los estadios de muda tienen muchas implicaciones en
la acuacultura de peneidos hoy dia incluso como proceso rutinario (Drach et al.,
1967; Aquacop et al., 1975; Robertson et al., 1987). El proceso de muda produce
cambios fisioldgicos y bioquimicos, que estan controlados hormonalmente, como
por ejemplo la composicidon bioquimica del hepatopancreas, de la hemolinfa y los
musculos, y estos a su vez varian a lo largo de los diferentes estadios en un ciclo
de muda. También produce cambios ciclicos en las estructuras del integumento,
y esta relacionado con los cambios que ocurren en la anatomia, bioquimica y

fisiologia de otros sistemas de 6rganos (Molina et al., 2000; Anger, 2001).

Durante el ciclo de muda, los camarones acumulan en la glandula digestiva
reservas de glucégeno, lipidos y proteinas que son utilizadas mayormente en la
construccion del futuro exoesqueleto y en la sintesis de nuevos tejidos (Vega-
Villasante et al., 2000).

12
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El periodo de muda en los camarones generalmente es critico y es una etapa
donde se registra la mayor mortalidad. Una razén es que el camardn se encuentra
desprotegido al momento de mudar, convirtiéndose en facil presa de muchos
predadores, y otra razén es cuando los camarones estan mudando tienen
problemas de regulacion i6nica debido a la absorcion de agua y a los cambios en

la permeabilidad de las membranas de su exoesqueleto (Lockwood, 1967).

Los crustaceos usan basicamente las mismas reacciones que otros seres vivos
para producir la energia que necesitan para sostener los procesos vitales, los
mismos tipos de compuestos y mecanismos para construir sus macromoléculas y
los mismos conjuntos de reacciones para sintetizar los compuestos que

intervienen en las diferentes reacciones bioquimicas (Rosas y Carrillo, 2006).

En los crustaceos las hormonas que actuan sobre diversas funciones regulando el
crecimiento, metabolismo en general, muda, equilibrio osmaético se producen por
células nerviosas (neurosecretoras) que se encuentran en los pedunculos oculares
y cerebro (Lockood, 1967). Las secreciones son transportadas a lo largo de los
axones a la glandula del seno hasta que por un estimulo son descargadas en la

hemolinfa.

La sangre de los camarones o hemolinfa es el tejido de transporte y a la vez
constituye uno de los principales tejidos de reserva de varios nutrimentos. Ahi se
encuentran las moléculas que son transportadas a los distintos tejidos internos, y
que han sido usadas como indicadores del estado nutricional (Pascual et al.,
2007). Dado que el ciclo de muda es unidad basica a partir de la cual se
condicionan el crecimiento en los camarones, los diferentes estadios que
componen a dicho ciclo determinaran los cambios que sufran dichos nutrimentos
(Galindo, 2007).

El papel del colesterol en los crustaceos ademas de constituyente celular, es que

actua como precursor metabodlico de hormonas esteroides y la hormona de la

13
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muda. A pesar de esto, las células de los crustaceos no son capaces de sintetizar
por si mismas algunos nutrientes productos del colesterol, tales como los esteroles

de novo, por lo que s6lo puede ser obtenido a través de la dieta (Teshima, 1972).

En anos recientes, se han cuantificado los metabdlitos sanguineos y hemocianina
como una herramienta para monitorear las condiciones fisiolégicas en camarones
expuestos a diferentes condiciones ambientales. Rosas et al. (2007) usaron
oxihemocianina, glucosa, glucdégeno de glandulas digestivas, colesterol, lactosa y
acilglicéridos como indicadores del estatus fisioldgico y nutricional de F. duorarum,
y Anger (2001) menciona que la relacion entre acilglicéridos y colesterol puede ser
usada como un potencial indice fisiologico y la relacion acilglicéridos y proteinas

como un indicador bioenergético.

La hemocianina es una proteina de gran importancia en los crustaceos y la muda
es uno de los principales factores intrinsecos que afectan los niveles de
hemocianina en los camarones (Bursey y Lane, 1971), y también estos niveles
circulantes en la hemolinfa son afectados por los niveles de proteina en la dieta
(Rosas et al., 2004), por los niveles de amonio y nitrito en el agua (Chen et al,,
1993).

Por otro lado, las reservas mas importantes para los camarones peneidos se
almacenan en el hepatopancreas (Lehninger, 1975; Loret, 1993), siendo una de
estas reservas el glucégeno, que es utilizado para la formacion del exoesqueleto y
su sintesis es fundamental en el crecimiento, aunque una gran cantidad de
glucégeno almacenado no necesariamente significa un mayor crecimiento (Rosas
y Carrillo, 2006).

El colageno es uno de los constituyentes principales del tejido conectivo, y juega
papel importante ya que es el encargado de la unién entre varias células, por lo
que realmente existe una estrecha relacion entre la firmeza del muasculo y la

cantidad de colageno en organismos marinos (Eyre, 1987; Mizuta et al., 1994;
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Sikorski y Borderias, 1994). En los crustaceos, la textura de los musculos se ha
evaluado midiendo el contenido total de colageno. Se ha determinado que en las
partes flexibles de las musculaturas de crustaceos constan de una alta proporcién
de colageno (Yoshinaka et al., 1989) y que presentan colageno similar al tipo V de
los vertebrados (Yoshinaka et al., 1989; Sivakumar et al., 2000).

Este trabajo de investigacion esta estructurado en dos fases, en la primera fase se
estudio el efecto del origen de los organismos sobre la frecuencia de muda y su
relacion en el crecimiento. En este caso, origen se refiere a la proveniencia de los
organismos: silvestres, capturados en un humedal costero y en proceso de
domesticacion. Los parametros de frecuencia de muda y crecimiento se midieron
experimentalmente manteniendo los organismos con una dieta del 40% de
proteina animal y manteniendo la temperatura y la salinidad constantes. En
segunda fase se determinaron los cambios en la composicion bioquimica
(proteinas, hemocianina, glucosa, colesterol y acilglicéridos) y capacidad osmatica
en la hemolinfa, en cada una de las fases que componen el ciclo de muda. Asi
mismo, se obtuvieron las concentraciones de la composicion bioquimica
(proteinas, glucosa, colesterol y acilglicéridos) y glucdégeno en hepatopancreas.
Por un lado, fue posible obtener informacion para definir niveles base de
metabolitos y crecimiento en organismos silvestres y domesticados. Mediante
analisis bioquimico, fue posible evaluar las condiciones fisiolégicas de cada
estadio de muda y también describir cuantitativamente el crecimiento del camaron
rosado (Farfantepenaeus duorarum) de acuerdo con el origen de los organismos

experimentales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Biologia del camarén rosado:

Como parte de la familia de los camarones peneidos, los individuos de la especie
estudiada tienen preferencia por las aguas marinas en su vida adulta, y por aguas
estuarinas durante sus estadios de postlarvas hasta juveniles (Fig. 1). Estos
camarones rosados juveniles tienen entre 8 y 22 mm de longitud cefalotorica y se
encuentran distribuidos en el Océano Atlantico desde Maryland (EU), pasando por
el Golfo de México, Caribe, hasta la Bahia de Ascension, Quintana Roo, México
(Pérez-Farfante, 1970).

Fig. 1. Ciclo vital de un camarén peneido tipico: 1: maduracién y reproduccion; 2:
nauplii; 3: protozoeas; 4: mysis; 5: postlarvas; 6: juveniles; 7: adultos. A: Fase
estuarina, B: Fase marina Tomado del Manual de Cria de Camarones Peneidos por J.
Fenucci (1988), pero modificado por Boschi (1977).

Su habitat natural son zonas estuarinas y marina de aguas someras hasta 55
metros con fondos lodosos, constituidos por distintas proporciones de arena limo y
arcilla y tienden a enterrarse, este habito aparece durante los primeros estadios
postlarvales y permite a los camarones protegerse de predadores, principalmente
durante el periodo de muda; este comportamiento parece estar regulado por

factores como la luz, temperatura, concentracion de oxigeno, etc.

A este respecto son interesantes los trabajos realizados en Penaeus duorarum por

Fuss y Ogren (1966) quienes encontraron que esta especie permanece enterrada
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a temperaturas inferiores a 10°C, mientras que los ejemplares que se mantuvieron

a 16°C presentan actividad en un 50%.

Aunque el camardén rosado posee diferencias en el estadio naupliar y en la
formacion setal de cada estadio, también posee un desarrollo larval muy similar al
del camardn pardo Penaeus californiensis (Hiroshi, 1985). Cabe mencionar que
en la Bahia de Florida el influjo y transporte postlarval se ve favorecido por los
remolinos ciclonicos que inducen un flujo costero contracorriente, esto afectando
de una manera directa el crecimiento de los camarones de esta zona (Criales et
al., 2003).

Los juveniles y los adultos de estuarios presentan color gris, rojo pardo o una
combinacion de gris y azul con manchas oscuras en las pleuras del tercer y cuarto
segmento abdominal, mientas que en el océano pueden tener color rosado
grisaceo o amarillo limén, generalmente con una mancha que puede variar de
purpura café, rojiza o azul en la articulacién del tercer y cuarto segmento del
abdomen (Williams, 1984).

Con el fin de caracterizar el estado de explotacion del camardén rosado en la
Sonda de Campeche, Ramirez-Rodriguez y Arreguin-Sanchez (2000)
desarrollaron un modelo de simulaciéon deterministico que permitié establecer una
hipbtesis sobre el estado de la pesqueria del camardn rosado y encontraron una
tendencia decreciente de la captura, que se relaciona con una similar y continua
del reclutamiento, si la intensidad de pesca actual se mantiene, la abundancia del

recurso seguira decreciendo.

Se ha determinado que la densidad de organismos de camardn rosado en fases
estuarinas es el factor principal determinante de las variaciones en las tasas de
crecimiento responsable del 52 al 96% de la varianza mientras que la emigracion
introduce un sesgo promedio de 25% a las estimaciones de mortalidad (Alvarez et

al., 1987). Cabe mencionar esta especie no presento variaciones en el indice del
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patron de crecimiento durante 4 afos, probablemente como resultado del
ambiente estable de la Sonda de Campeche en el Golfo de México (Ramirez-
Rodriguez et al., 2000).

La alimentacion durante los estadios de juveniles asociados a pastos marinos, es
nocturna basandose principalmente de camarones de pastos marinos Thor
floridanus el cual representa el 34% de su contenido estomacales, y otros
componentes comunes de la dieta lo son bivalvos (principalmente Tellina sp.),
algas calcareas, detritos de plantas, copépodos e incluso fragmentos de pasto
marinos (Schwamborn y Criales, 2000). En cambio, Burukovskii y Ptisyn (1976)
publican que los crustaceos, moluscos y poliquetos conforman el 80% del
volumen del bolo alimenticio y que representan la base de la alimentacion de

Farfantepenaeus duorarum.

2.2 Requerimientos nutricionales y fisiologia:

Durante una investigacion para conocer algunos aspectos de la nutricion en
postlarvas de camaron rosado de 40 dias de edad, mostraron un requerimiento
nutricional de 40% de proteinas y de 6-17% de lipidos (Gaxiola et al., 2004),
aunque también se ha demostrado que los requerimientos nutricionales en los
camarones peneidos, y decapodos en general, estdn muy bien adaptados para el
uso de las proteinas como fuente de energia metabdlica y como base de la

conformacién de nuevos tejidos (Lemos et al., 2000; Rosas et al., 2000).

Mientras que en un estudio de la alimentacion de larvas de camaron rosado con
dos tipos de microencapsulados en estanques rusticos se encontré que utilizando
los dos alimentos de acuerdo con las indicaciones del fabricante, el desarrollo y el
crecimiento no fueron significativamente diferentes, pero el alimento tipo “Zeigler”
utilizado para dicha especie se obtuvo un alto porcentaje de sobrevivencia del
78% (Araos-Dzul et al., 2000).

18



Estatus Fisiologico y Descripcion de la frecuencia de muda de Farfantepenaeus duorarum en silvestres y domesticados.

Rosas et al. (2007) realizaron una investigacion sobre las condiciones fisiologicas
e inmunologicas en poblaciones silvestres de camarones rosados encontrando
que no hay diferencias significativas entre sexos y peso vivo. Mientras que la
proteina total en sangre, oxihemocianina y glucégeno de la glandula digestiva se

mostraron normalmente distribuidos

Estudios en textura de musculos en crustaceos, como el de Kimura y Tanaka
(1986), muestran que el contenido de colageno en musculos de tres especies de
crustaceos fue del 2.4 al 2.6% de la proteina total. En cambio, Yoshinaka et al.
(1989) para siete especies de crustaceos encontraron que el contenido de

colageno en el musculo abdominal fue de 1.1 a 6.2% de la proteina total del tejido.

2.3 Factores ambientales:

La temperatura parece ser el factor ambiental mas importante, en cuanto al
crecimiento y reproduccidén de camaron rosado, a este respecto se ha establecido
una correlacion entre la cantidad de hembras ovigeras de Farfantepenaeus
duorarum obtenidas en areas cercanas a la Isla Tortuga y la temperatura del agua

de mar cuando ésta es superior a los 21.1°C (Cummings, 1961).

Un experimento desarrollado en juveniles de camarones rosados por Browder et
al. (2002) determiné las respuestas del crecimiento y sobrevivencia a temperatura
entre 15 a 33°C y salinidades entre 2 y 55, encontrando que esta especie tolera un
intervalo amplio de salinidad en su 6ptimo de temperatura. También encuentran
que el intervalo de tolerancia de salinidad para esta especie es limitado cuando los

valores de temperatura se alejan del intervalo 6ptimo entre 20 y 30°C.

Durante un ciclo anual en dos localidades de la Laguna de Términos, las tasas de
crecimiento de F. duorarum fluctuaron desde 0.58 mm/dia en octubre hasta 1.12
mm/dia en agosto en un lugar de muestreo y en otro fueron desde 0.82 mm/dia
en febrero hasta 1.13 mm/dia en agosto. Los registros mas altos se presentaron

durante el periodo de lluvias, sin embargo las tasas de crecimiento no fueron
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significativamente diferentes (P>0.05) durante el periodo de estudio (Alvares et al.,
1986).

Sin embargo Lopez-Téllez et al. (2000) encontraron que los camarones rosados
en estanques rusticos alcanzaron un crecimiento en 57 dias de cultivo, con una
densidad de 10 postlarvasi/m? de 4.3 g peso total, siendo suficiente para ser
comercializados en la regién ya que existe un importante mercado para estas
tallas llamadas “camaroncillos”. Pero debido a condiciones ambientales que
siguieron en el area impidieron el seguimiento del desarrollo de este estudio,

siendo una razon para desconocer el aumento posterior en peso.

2.4 El ciclo de muda y factores que lo afectan:

En estudios recientes, analizados con el camarén blanco del Pacifico Litopenaeus
vannamei se determiné que la duracion del ciclo de muda depende de forma
inversamente proporcional a la temperatura. En general, una variacion de 3°C
modifica la duracién del ciclo de muda en un dia y esta respuesta puede
asociarse con la reduccion o aceleracion de los procesos metabdlicos (Galindo,
2007, Galindo et al., 2009).

La capacidad osmorreguladora es considerada un importante mecanismo de
adaptacion ambiental en especies acuaticas, en particular de los crustaceos
(Péqueux, 1995). Estudios relacionados con el estatus nutricional y el estadio de
muda en L. vannamei (Charmantier et al., 1994) muestran que la capacidad
osmotica varia con el estadio de muda de los camarones. Galindo et al. (2009)
mencionan que los valores de esta variable pueden alcanzar valores minimos en
la intermuda (C) y en la premuda temprana (D0), mientras que muestra un maximo
en los estadios préximos a la muda (D3 y A). Los camarones peneidos tienden a
hiporregular cuando estan en agua marina (36) ya que el valor de salinidad de la
hemolinfa se encuentra alrededor de 22 (Lemaire et al., 1993). Este es el punto

isosmotico de los peneidos.
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La actividad de las enzimas digestivas esta fuertemente afectada por las fases del
ciclo de muda como una posible respuesta a los requerimientos metabdlicos de
energia y nutrientes (Casillas-Hernandez et al., 2002) y es debido a que el ciclo de
la muda esta asociado con los mayores cambios en el balance de agua e iones, y
consecuentemente, hay cambios ciclicos en la quimica de la hemolinfa (Anger,
2001).

El proceso de domesticacién podria alterar los requerimientos de proteina y la
capacidad para utilizar ciertos nutrientes provenientes del alimento artificial
también puede variar (Cuzon et al., 2004). En ejemplares de L. vannamei
silvestres se reporta que poseen una alta fecundidad con niveles de acilglicéridos,
colesterol, proteina y glucosa relativamente mas altos en hepatopancreas vy
hemolinfa, que los observados en camarones cultivados (Palacios et al., 2000).
Incluso en otro trabajo con esta misma especie cultivada hasta una generacion 25,
se encontré una disminucion en la frecuencia alélica de los genes de la amilasa, lo
cual afecta la capacidad adaptativa del camardon para usar los carbohidratos
dietéticos como fuente energética y motivando que las poblaciones cultivadas

sean mas dependientes de las proteinas (Arena et al., 2003).

2.5 Taxonomia:

La posicion taxondmica del camardn rosado, es presentada en la siguiente tabla:

Subphylum Crustacea
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Superorden Eucarida
Orden Decapoda
Suborden Dendrobranchiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
Genero Farfantapenaeus
Especie F. duorarum (Burkenroad, 1939)
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2.6 Caracteristicas de reconocimiento:

El tegumento es delgado, liso y translucido. El rostro presenta de 7 a 9 dientes
dorsales, mas el diente epigastrico y 2-3 ventrales con una media de 8/2. El
cefalotérax en juveniles esta entre 8 y 22 mm (Pérez-Farfante, 1970). La cresta

adrostral prominente, aguda y de la misma longitud que el surco adrostral.

La espina antenal es muy prominente y aguda. La espina hepatica es
pronunciada. El flagelo lateral de las anténulas es aproximadamente la mitad de
la longitud del pedunculo antenular y un poco mas largo que el flagelo medio. El
abdomen con cresta dorsal desde la mitad posterior de la cuarta somita hasta la
sexta, en esta ultima, el extremo posterior de la cresta termina en una espina

aguda.

El petasma de macho, presenta la costilla ventral ensanchada y doblada hacia la
porcion proximal, la parte distal esta armada en el borde libre con espinas
pequefias. En las hembras, el télico con el proceso anterior relativamente largo,
el proceso posterior con una cresta media longitudinalmente corta, pero bien
desarrollada, las placas laterales son amplias, con los labios unidos en la linea
media y anteriormente divergente, dejando expuesta la punta de la erecta media

del proceso posterior (Williams, 1984).
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3. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION.

Los artrépodos, para crecer, deben mudar. Para que ocurra la ecdisis es
necesario que el exoesqueleto se descalcifique y durante este proceso también se
descalcifican las estructuras relacionadas con la alimentacion (desde los
apeéndices bucales hasta los osciculos del molino gastrico, que son responsables
de la molienda de las entidades alimenticias que poseen estructuras duras). En el
medio natural los camarones silvestres que se encuentran mudando dejan de
realizar funciones normales de prension, transito y molienda del alimento. Por lo
tanto, para mantener el metabolismo, deben utilizar las grasas y azucares
almacenados para completar con éxito la ecdisis (Ceccaldi, 1997; Anger, 2001).
En cambio, los camarones que se encuentran en proceso de domesticacion,
adaptados al alimento artificial, son capaces de mantener la funcién alimentaria
pues se enfrentan con particulas blandas, faciles de masticar y moler. Mantener
en funcionamiento las estructuras relacionadas con el proceso alimentario implica
que éste no cesa y que solo se observara una disminucion en la ingestion del
alimento (Galindo, 2007).

Hipotesis 1:

» En los camarones silvestres se veran afectados los patrones de
movimientos de las reservas y metabolitos durante la muda, al ingerir por
primera vez una dieta artificial proporcionada experimentalmente, lo que le
permitira definir cambios en la frecuencia de la muda, y a la vez en el
crecimiento, con respecto a los camarones cultivados adaptados a esta

dieta.
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Sabiendo que el colageno es el encargado de la unién entre las células y es la
proteina responsable de la formacion de los tejidos conectivos y que esta formado
por una repeticion de tres aminoacidos: prolina, hidroxiprolina y glicina (Eyre, 1987).
Esta proteina ha sido sefialada como la responsable de la textura del musculo en
crustaceos (Misuta et al., 1994). Como producto del uso de alimento balanceado
la textura del musculo puede verse modificada debido a los cambios en la calidad
proteica del alimento (Ezquerra-Brauer et al., 2003). La textura puede verse
afectada también por la muda debido a la absorcién de agua previa y posterior a la
ecdisis. Es de esperarse entonces que los camarones silvestres presenten
mayores concentraciones de colageno, como indicador de una textura del musculo
optima, debido a que ingieren el conjunto idoneo de aminoacidos provenientes de

las presas presentes en el medio.

Hipotesis 2:

» Entonces, el musculo del abdomen de los camarones silvestres cambiaran
las concentraciones del colageno, como indicador de los cambios de textura
cuando los organismos sean alimentados durante dos meses con una dieta
artificial 40% proteina animal. Los organismos cultivados durante dos
generaciones (F2), presentaran concentraciones aun menores de colageno,

disminuyendo asi la textura del musculo abdominal.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivos especificos fase | sobre frecuencia de muda:

Determinar y comparar la frecuencia de la muda en los camarones con
origen silvestre y en proceso de domesticacion (F2) alimentados con una
dieta de 40% proteina animal, temperatura constante y mantenidos en el

punto isosmético de la especie (salinidad 22).

Determinar el tiempo en el que los camarones rosados domesticados

reducen la ingestion de alimento antes y después de la muda.

4.2 Objetivos especificos fase Il sobre composicion bioquimica:

Cuantificar las concentraciones de proteina, hemocianina, glucosa,
acilglicéridos, colesterol en la hemolinfa asi como la capacidad osmética en
relacion a los estadios de muda para los camarones rosados silvestres y en

proceso de domesticacion.

Analizar la composicion bioquimica de la glandula digestiva del camaron
rosado en relacidon a los diferentes estadios de muda para los camarones

silvestres y en proceso de domesticacion.

Determinar y comparar los niveles de colageno en musculo mediante la
cuantificacion del colageno soluble en sal de los camarones silvestres y

domesticados, en relacion a los diferentes estadios de muda.
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5. METODOLOGIA:

5.1 Captura de los organismos silvestres:

Se realizaron 4 muestreos en el mes de febrero (2008) durante la temporada de
nortes en la ciénaga de Sisal, Yucatan (21°0948"" N, 90°01'65" W) y se
recolectaron camarones rosados juveniles mediante el uso de atarrayas (fig. 2)
durante las primeras horas de la noche, ya que las densidades de los mismos son
mayores durante el periodo de oscuridad (Mier y Reyes et al., 1997), se reqistré la
salinidad y temperatura in situ. Los camarones fueron obtenidos vivos fueron
traidos en agua de la misma ciénaga a la unidad de ecologia de la Unidad
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal) en tanques equipados

con una bomba de aire para oxigenar el agua durante el traslado.

Fig. 2. Ubicacion del sitio de muestreo Sisal, Yucatan (arriba). En la izquierda
inferior se muestra el lanzamiento de la atarraya para las capturas, en la derecha
inferior un camaroén rosado silvestre capturado en el muestreo.
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5.1.1 Aclimatacion de los organismos silvestres control:
Una vez en la Unidad de ecologia, los camarones permanecieron durante toda la

noche sin ser alimentados en tanques de 500 L con agua traida de la ciénaga con
una temperatura promedio de 23.3°C y una salinidad de 11. A primeras horas de
la manana del dia siguiente fueron tomados al laboratorio de la UMDI-Sisal para

proceder a sus analisis bioquimicos y determinacion del estadio de muda.

5.1.2 Aclimatacion de los organismos silvestres con dieta artificial:
Se realizdé un muestreo a inicios de marzo 2008 y se recolectaron 150 individuos

que fueron traidos en su propia agua en tanques hasta la unidad. El proceso de
aclimatacién se llevé a cabo en tinas de 500 L a lo largo de 15 dias durante los
cuales se elevo paulatinamente la temperatura hasta 28.0°C y una salinidad de 22,
manteniendo el fotoperiodo en 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los
camarones fueron alimentados dos veces al dia con una dieta de 40% proteina
animal estandarizada como alimento de crecimiento 6ptimo, bajo la formulacion

realizada por la Dra. Gabriela Gaxiola (Tabla 1).

Tabla 1. Formulacion de la dieta de juveniles de Farfantepenaeus duorarum para
domesticacion con 40% proteina animal.

Harina de Pescado 46.00 29.44 3.68 -

Harina de calamar 10.00 7.155 0.52 1.135
CPSP 5.00 35 1.00 -
Aceite Higado de Bacalao 3.00 - 2.00 -

Almidon 20.00 - - 20.00
Lecitina de soya 1.00 - 1.00 -
Colesterol 0.50 - 0.50 -
Vitaminas Roche 1.50 - - -
CcMC 1.00 - - -
Relleno 12.00 - - -

Total 100.00 40.095 8.70 21.135
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5.2 Obtencion de los Organismos en Cautiverio:

Se obtuvieron descendientes F2 en cautiverio a partir del banco de reproductores
de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal). Los
organismos fueron llevados hasta tener un peso promedio de 4 gramos
alimentados con una dieta de 40% proteina animal. Dicha F2 se utilizé para los
analisis de frecuencia de muda y analisis bioquimicos para organismos

domesticados. Estos fueron mantenidos a salinidad de 22 y temperatura de 28°C.

5.3 Diseino Experimental:

5.3.1 Fase 1: frecuencia de muda en camarones silvestres y domesticados
El disefio experimental para determinar la frecuencia de muda de los camarones

rosados de origenes silvestres y domesticados se puede observar en la figura 3.
El dispositivo consistio en un sistema cerrado de recirculacion del agua, para
mantener una salinidad y temperatura constante. Los camarones permanecieron
en forma individual en 10 acuarios con 9 divisiones (10 x 15 x 20 cm), donde una
division era utilizada para la entrada del agua y otra division con aireacion para
oxigenar el agua del sistema. Se registro el peso total (g) y la longitud total (cm)
al inicio del experimento. Los animales se alimentaron tres veces al dia con una
dieta de 40% proteina animal (Tabla 1) al 20% del peso corporal. Se sifoneaba
diariamente cada cuadrante de los acuarios para eliminar restos de comidas y
heces de los camarones y ademas contaban con un fotoperiodo de 12 horas de

luz 'y 12 horas de oscuridad.

5.3.1.1 Temperatura y salinidad constante:
La temperatura permanecié constante en 28°C (+ 1°C), mediante el uso de

calentadores durante el término de la época de nortes y luego se utilizé un
refrigerante eléctrico conocido como “Chiller” para disminuir la temperatura a
inicios de la época de la seca, donde la temperatura externa a la unidad

experimental registra un aumento considerable (maxima de 40°C).
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Fig. 3. Diseio experimental (arriba) y dispositivo experimental (abajo) realizado
para determinar frecuencia de muda de los camarones silvestres con la dieta
artificial y domesticados (F2). (Notese en el disefio experimental el cuadrante de la entrada
del agua que contaba ademas de aireacion, individualizados y el sistema de recirculacion.
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Por otro lado la salinidad se mantuvo constante en 22, punto isosmatico para los
camarones peneidos (Lemaire et al., 2002), diariamente se hacia un recambio de
agua parcial de 10 % para reponer agua que se perdia por evaporacion, sifoneo
asi como para controlar los niveles de amonio producto de la residuos de los
organismos y de la comida que no era consumida. Este recambio se hizo
mediante la combinacidn de agua dulce y agua de mar para lograr la mezcla a
dicha salinidad. Se llevo un registro diario de la salinidad y la temperatura de los
acuarios tres veces al dia, durante la mafana, mediodia y la tarde mediante el uso

de un salindmetro (modelo YSI 30).

5.3.1.2 Registro de mudas y biometria:
Se realizd una inspecciéon diaria para los 80 cuadrantes de los acuarios para

registrar el dia que mudo cada camardn, posteriormente se retird las exuvias que
se encontraron. El registro de la primera exuvia se tomé como muda cero, segun
Galindo (2007), y a partir de ésta se conto el tiempo en que transcurren las demas
mudas sucesivamente, para estimar la duracion de los ciclos de mudas en dias.
Se tomaron parametros biométricos semanalmente del peso total (g), longitud total

(cm) y longitud del cefalotérax (mm), para relacionarlos con la frecuencia de muda.

5.3.1.3 Determinacion de los estadios de muda:
Segun la clasificacion de los estadios de muda que propusieron Drach &

Tchernigovtzeff (1967) se definen 5 estadios principales de muda en el camardn
Palaemon serrtus, los cuales estan presentes en otros crustaceos. Los estadios
se definen secuencialmente como A, B, C, D, y E con varias subdivisiones. Donde
Ay B son estadios de postmuda, C es fase de intermuda, D es la fase de premuda

y E es la muda o ecdisis.

Mediante la observacién del desarrollo setal del los urépodos (Fig. 4) y un patrén
marcado de los mismos Aquacop et al. (1975) en Litopenaeus merguiensis,
propone una modificacion en las subdivisiones de la premuda (D) con la siguiente
descripcion: A, B4, By; las cuales son estadios de post-muda temprana y tardia, C

que es intermuda; Do, D4, (D1", D1"", D1"") y D, para estadios de pre muda y E
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donde ocurre la ecdisis. Para este estudio se tomd esta modificacion de Aquacop
et al. (1975) que ha sido usado en trabajos anteriores relacionados con muda en

Litopenaeus vannamei (Galindo, 2007).

1st abdominal segment

eye 2nd abdominal segment
FORtTL: S 3rd abdominal segment
o 4th abdominal segment
‘\ 5th abdominal segment
AN - . - 6th abdominal segment
=~ =X
=== < -
antennae (2228
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walking legs swimming legs urlpuds

(5 pairs) (5 pairs)

Fig. 4. Partes de un camarén peneido, en rojo se muestra los urépodos, parte que
se utiliza para determinacion del estadio de muda. (Tomado de: Shrimp of South Carolina
por J. David Whitaker, Office of Fisheries Management, South Carolina Department of Natural
Resources).

5.3.2 Consumo de alimento antes y después de la muda.
Basado en la metodologia modificada de Galindo (2007) se procedi6é a evaluar la

tasa de ingestién diaria en organismos juveniles domesticados (F2) con peso
promedio de 4 g, siguiendo el protocolo de aclimatacion previo al experimento y
mismas condiciones experimentales (ver el punto 5.1.2). Se alimento tres veces al
dia (8, 14 y 20 horas) por 10 dias con el 20% de su peso corporal. Después de 2
horas de suministrado el alimento se retir6 el alimento no consumido con un sifén
plastico y se coloco en frascos de 500 ml, tomando cuidado de no tocar y estresar

a los individuos, y se extrajeron las heces con una micropipeta Pasteur.

Las muestras de agua con alimento se filtraron con filtros Whatman GF/C de 1.2
Mm de apertura de poro y 55 mm de diametro previamente pesados en una
balanza analitica y se pusieron a secar en un horno a 60°C por un lapso de 48
horas. Posteriormente estos filtros se volvieron a pesar en la balanza analitica
para obtener el peso seco. La cantidad de alimento total ingerido por individuo se

determiné a partir de la expresion:
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A;i = (Ao—- Aq)
Donde, A; es el alimento ingerido, Ag es el peso seco (g) del alimento ofrecido, A4

es el peso seco (g) del alimento recuperado del acuario.

Una prueba de lixiviacion del alimento con las mismas condiciones experimentales
fue realizada para determinar la pérdida del alimento al estar en contacto con el
agua por dos horas y que no es ingerido por los organismos, con los valores
obtenidos se ajusto el peso del alimento recuperado. El registro de las exuvias fue
comparado con el consumo del alimento horas antes y horas después de que el
camaron haya mudado, y determinar si en realidad estos dejan de comer cuando

mudan o lo contindan haciendo.

5.3.3 Fase ll: analisis bioquimicos
Diversos autores han utilizado la composicion bioquimica como parametro de

evaluacion de calidad que permite monitorear las condiciones fisioldégicas en
camarones expuestos a diferentes condiciones ambientales. Los analisis se llevan
a cabo tanto en la sangre como en el hepatopancreas (Palacios et al., 1999;
Palacios et al., 2000; Sanchez et al., 2001; Pascual et al., 2003; Arcos et al., 2003;
Pascual et al., 2004; Rosas et al., 2004; Pascual et al., 2006; Rosas et al., 2007).

5.3.3.1 Material biolégico:
Se procesaron en primera instancia 120 camarones juveniles silvestres de la

Ciénaga de Sisal que fueron llamados “control” para determinar sus condiciones
fisiologicas en su habitat natural, ademas se procesaron 60 camarones juveniles
de origen silvestre y 75 domesticados, que se mantuvieron durante 55 dias
alimentados con una dieta de 40% de proteina animal y con una temperatura de
28°C mas un periodo de aclimatacion de 15 dias después de su captura en su
habitat natural. Los camarones fueron extraidos del area experimental en hieleras
que contenia agua de la misma salinidad, pero con una temperatura de 5°C por

debajo de la que tenian los acuarios, con la finalidad de reducir la actividad de los
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individuos y el estrés producto de la captura y el transporte hasta el laboratorio.
Este transporte se realizé con mucho cuidado evitando de producir movimientos
bruscos, una vez en el laboratorio se dejaron pasar unos 10 minutos para que los

camarones se acondicionaran a la intensidad de luz y las condiciones del lugar.

5.3.3.2 Procedimiento de extraccién:
Sin tratar de causar estrés a los organismos, se extrajo la hemolinfa pinchando

con una jeringa el seno ventro-lateral del abdomen del camardn localizado en el
primer segmento abdominal segun el método de Pascual et al. (2007). La jeringa
que se utilizé contenia aproximadamente 100 uL de una solucidén anticoagulante
fria (solucidn isotonica para camaron SIC: NaCl 450 mM, 10 CaCl mM, KCI 10
mM, Hepes 10 mM, 10 mM EDTA-Na2, 1033 mOsm/kg, pH 7.3; 2-8°C) preparada
de acuerdo a Vargas-Albores et al. (1993) y justo antes de la extraccion de la

sangre, la solucién anticoagulante se descarté completamente.

Se traté de mantener la muestra de hemolinfa lo mas frio posible, esto para evitar
un desencadenamiento del proceso de coagulacion del tejido sanguineo desde el
momento de extraer la hemolinfa por el contacto con el aire y con el cambio de
temperatura. De esta muestra se tomaron submuestras para evaluar los
metabdlitos sanguineos (glucosa, colesterol, acilglicéridos y proteinas totales
solubles) y otra submuestras fue utilizada para las reservas proteicas mediante la
medicion de hemocianina y la presion osmoética. Un diagrama del procedimiento

de analisis bioquimico puede ser observado en la figura 5.

El hepatopancreas se extrajo de los organismos mediante una incisién en el
cefalotérax y se procedié a pesarlo (+ 0.2 g.). Una parte del hepatopancreas se
separo para determinar triglicéridos y proteinas, la otra muestra de entre 0.02 a
0.06 g de dicha glandula digestiva se destin6 para determinar glucégeno. Ambas
muestras fueron colocadas en tubos Ependorf de 1.5 ml marcados y fueron
colocadas en nitrogeno liquido para su congelacion y después se mantuvieron en

refrigeracion a una temperatura de -40°C para su posterior procesamiento. Se
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registré en todos los organismos el peso total (g) a través de una balanza digital y
la longitud del cefalotorax (mm) con un vernier convencional (como referencia de

aumento de tamaro).

Determinacién de la Composicién Bioquimica
[ 5angre y Hepatopancreas segun Pascual et &/, (2007} y Glucogeno segunCarroll (1955).

Hemocianina

Extraccicn de la
hemalinfay
glandula digestiva

Determinacion de Estadios de Muday
Comparacion con los resultados

Lector de Elisa

Fig. 5. Diagrama de procedimiento en laboratorio de la extraccion y lectura en
sangre y glandula digestiva, para determinar la composicion bioquimica y su
relacion con los estadios de muda. (Nétese algunos de los instrumentos y equipos
utilizados para las lecturas)

5.3.3.3 Procesamiento de muestras en sangre:

5.3.3.3.1 Capacidad osmética:
Se extrajo 20 pL de la hemolinfa, la cual se colocé en un micro-osmoémetro modelo

3Mo Plus. También se medid la presion osmotica del agua donde se
transportaron los organismos antes de su procesamiento. La capacidad osmotica
se calculd en todos los estadios como la diferencia entre la presion osmatica de la

hemolinfa y la presion osmética del medio externo.
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5.3.3.3.2 Hemocianina:
Se diluyé 10 yL de muestra en 990 yL de agua destilada en una celda para

espectrofotometro y se ley6é en un espectrofotdmetro con ldampara de UV modelo
Genesys 10 UV, previamente calibrado, a una longitud de onda de 335 nm, donde
la concentracion de hemocianina en mmol/L, se determiné dividiendo Ila
absorbancia entre el coeficiente de extincion el cual es 17.26 y multiplicado por el

factor de dilucién que corresponde a 100 (Chen et al., 1993).

5.3.3.3.3 Determinacion de la composiciéon bioquimica en sangre:
Se extrajo el plasma de la hemolinfa, previamente diluido en el SIC-EDTA frio, por

cada parte de hemolinfa se utilizaron dos partes del anticoagulante frio. Luego se
centrifugé a 2500 rpm durante 5 min a 4°C y después se tomé el plasma o
sobrenadante. Las determinaciones se realizaron con 10 uL de plasma mezclado
con 200 pyL de la solucion reactiva de cada metabolito en un pozo de una
microplaca. Se considerd un blanco para eliminar la absorbancia presente en las
sustancias ajenas a la reaccidn colorimétrica del metabolito con el reactivo, para
todos los metabdlitos el blanco fue el SIC-EDTA. La concentracion final de cada
metabolito es dada en mg/ml, y se calcul6 por medio de regresion lineal de una

curva patrén, datos que se sustituyeron en la ecuacion de la recta.

e Glucosa:
La glucosa fue medida utilizando 10 yL de plasma y 200 pL del reactivo del kit
comercial de glucosa (ELITech GPSL-5505). De las muestras de cada organismo
se realizaron tres repeticiones y las densidades 6pticas fueron leidas a través de
un lector de microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a una longitud de onda

de 500 nm después de 3 minutos de haber sido incubadas las muestras a 37°C.

e Acilglicéridos:
Los acilglicéridos fueron medidos utilizando 10 pyL de plasma y 200 pL del reactivo
del kit comercial de acilglicéridos (ELITech TGML-0427). De las muestras de cada

organismo se realizaron tres repeticiones y las densidades Opticas fueron leidas a
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través en un lector de microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a una
longitud de onda de 500 nm después de 7 minutos de haber sido incubadas las

muestras a 37°C.

e Colesterol:
El colesterol fue medido utilizando 10 yL de plasma y 200 uL del reactivo del kit
comercial de colesterol (ELITech CHSL-0507). De las muestras de cada
organismo se realizaron tres repeticiones y las densidades opticas fueron leidas a
través en un lector de microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a una
longitud de onda de 500 nm después de 6 minutos de haber sido incubadas las

muestras a 37°C.

e Proteinas totales solubles:
Las proteinas totales solubles fueron medidas segun el método de Bradford (1976)
utilizando 10 pL de plasma y 200 uL del reactivo de proteinas del kit de BioRad
(cat. 500-0006). De las muestras de cada organismo se realizaron tres
repeticiones y las densidades Opticas fueron leidas a través en un lector de
microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a una longitud de onda de 595 nm
después de 5 minutos de haber colocado el reactivo. Se realizaron en algunos
casos algunas diluciones, si las muestras estaban muy concentradas para

alcanzar los valores necesarios.

5.3.3.3.4 Procesamiento de muestras en glandula digestiva:
Durante el ciclo de la muda, los camarones acumulan en la glandula digestiva o

hepatopancreas reservas de glucoégeno, lipidos y proteinas, que son utilizadas
para la creacion de su exoesqueleto y en la sintesis de nuevos tejidos (Galindo,
2007). Renaud (1949) menciona que estas reservas son movilizadas de

diferentes maneras a través de los diversos estadios de muda.
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5.3.3.3.4.1 Glucégeno:
Es el polisacarido de reserva energética en los animales, en camarones se

almacena en el hepatopancreas, se utilizé el método de extraccion de Carroll et al.
(1955) y puede encontrarse en cantidades menores en musculo. El glucégeno
hepatico sirve en gran parte para exportar unidades de hexosa para la
conservacion de la glucosa sanguinea, en particular en condiciones de ayuno,
mientras que el glucogeno muscular actia como una fuente facil de disponibilidad

de unidades de hexosa para la glucdlisis dentro del propio musculo.

En la determinacion del glucdégeno se usé la muestra del hepatopancreas de entre
0.02 a 0.06 g, el cual se homogenizé con 200 yL de acido tricloroacético (TCA) al
5% por unos minutos. Posteriormente se centrifugaron a 7000 rpm durante 6
minutos y se tomaron 100 pL del sobrenadante y se le colocaran 500 pL de etanol

al 95% y se homogeniz6 con la ayuda de una pipeta.

Los tubos Eppendorf (1.5 ml) con la muestra se incubaron en una estufa a 37 °C
por tres horas y posteriormente se centrifugaron a 7000 rpm durante 15 minutos,
el sobrenadante se desecho y el pellet restante se disolvidé agregando 200 uL de
fenol al 5%, 1 ml de acido sulfurico concentrado, posteriormente se prepard
blanco, estandar y las densidades Opticas fueron leidas 200 yL de muestra,
también el blanco y estandar, en una microplaca por triplicado a través de un
lector de microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a una longitud de onda de
490 nm.

La concentracion final del glucogeno es expresado en ug/mg de tejido, y es
determinado a través de la ecuacidén de Carroll et al. (1955) que se presenta a

continuacion:

yol. Extracto
Estindar *—  *09 *FD

DO promedio estandar peso deltejido

DO promedio de muestra = DO promedio blanco

Glucdgenc =
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Donde DO son las densidades opticas, el estandar es el de glucosa (1mg/1ml), el
volumen de extracto es 0.1 ml, 0.9 es el factor de conversién de glucosa a valores
de glucégeno, FD es el factor de dilucidn (si es necesario hacerla para disminuir

su concentracion).

5.3.3.3.4.2 Determinacién de la composicidon bioquimica en hepatopancreas:
La muestra se homogenizé en 500 ml de agua libre de pirdgeno por unos minutos,

de este crudo se tomd una alicuota para determinar el colesterol y los
acilglicéridos. Luego se centrifugo el resto de las muestras a 2500 rpm durante 20
min a 4°C y se tomé el sobrenadante de estas para determinar las proteinas
solubles y la glucosa. De cada metabolito se us6 10 pL del sobrenadante
mezclado con 200 pL de la solucién reactiva de cada metabolito en un pozo de
una microplaca. Se considerd un blanco para eliminar la absorbancia presente en
las sustancias ajenas a la reaccidén colorimétrica del metabolito con el reactivo,
para todos los metabdlitos el blanco fue el agua libre de pirégenos. La
concentracion final de cada metabolito es dada en ug/mg de tejido, y se calculd
por medio de regresion lineal de una curva patrén, datos que se sustituyeron en la

ecuacion de la recta.

e Glucosa:
La glucosa fue medida utilizando 10 pL del crudo homogenizado en agua libre de
pirogenos centrifugado y 200 uL del reactivo del kit comercial de glucosa (ELITech
GPSL-5505). De las muestras de cada organismo se realizaron tres repeticiones y
las densidades oOpticas fueron leidas a través de un lector de microplaca (modelo
BioRad Benchmarck Plus) a una longitud de onda de 500 nm después de 3

minutos de haber sido incubadas las muestras a 37°C.

o Acilglicéridos:
Los acilglicéridos fueron medidos utilizando 10 uL del crudo homogenizado en
agua libre de pirégenos y 200 uL del reactivo del kit comercial de acilglicéridos

(ELITech TGML-0427). De las muestras de cada organismo se realizaron tres
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repeticiones y las densidades O6pticas fueron leidas a través en un lector de
microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a una longitud de onda de 500 nm

después de 7 minutos de haber sido incubadas las muestras a 37°C.

e Colesterol:
El colesterol fue medido utilizando 10 yL del crudo homogenizado en agua libre de
pirogenos y 200 pL del reactivo del kit comercial de colesterol (ELITech CHSL-
0507). De las muestras de cada organismo se realizaron tres repeticiones y las
densidades Opticas fueron leidas a través en un lector de microplaca (modelo
BioRad Benchmarck Plus) a una longitud de onda de 500 nm después de 6

minutos de haber sido incubadas las muestras a 37°C.

e Proteinas totales solubles:
Las proteinas totales solubles fueron medidas segun el método de Bradford (1976)
utilizando 10 uL del homogenizado en agua libre de pirdgenos centrifugado y 200
ML del reactivo de proteinas del kit de BioRad (cat. 500-0006). De las muestras de
cada organismo se realizaron tres repeticiones y las densidades oépticas fueron
leidas a través en un lector de microplaca (modelo BioRad Benchmarck Plus) a
una longitud de onda de 595 nm después de 5 minutos de haber colocado el
reactivo. Se realizaron en algunos casos algunas diluciones, si las muestras

estaban muy concentradas para alcanzar los valores necesarios.

5.4 Procesamiento de muestras para el analisis en musculos:

5.4.1 Colageno:
Segun Misuta et al (1994), la importancia del contenido total de colageno es un

factor que determina la textura y firmeza del tejido muscular, por lo que en
camarones silvestres y en proceso de domesticacion (F2) se tomaron muestras de
tejido muscular de la parte central del abdomen, para evitar tomar la parte muy
cercana al hepatopancreas y muy cerca a los urépodos, para evitar efecto de las
enzimas en una seccion y de movimiento en otra. Al ser cortado el abdomen, se

enrollaron en papel de aluminio etiquetados y se colocaron en nitrégeno liquido
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por unos minutos, luego fueron extraidos del nitrogeno y mantenidos en un

congelador a -80°C, hasta su posterior analisis.

Las muestras de musculos se analiz6 a través del andlisis de la actividad del
colageno basados en las técnicas de Sivakumar y Chandrakasan (1998) y Torres-
Arreola et al. (2008) con ciertas modificaciones. Se pulearon 3 individuos al azar
correspondiente al mismo estadio, luego los abdémenes fueron cortados en trozos
pequefos, se lavaron con agua destilada y se homogenizé con 3 volumenes de
Urea 6 M en acetato de sodio (CH3COONa) con pH 6.8 con ayuda de un
homogenizador de tejidos durante 2 minutos, luego dejandose en agitacion
magnética constante por 24 horas a 4 °C. Lo anterior tiene como finalidad
primaria remover proteoglucanos y proteinas no colagenoliticas presentes en el
musculo inicial. Una vez concluida la extraccion, se centrifugé a 10,000 x g por 40
minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada y el precipitado obtenido fue extraido
o purificado secuencialmente 24 horas con buffer neutro (Tris 0.05 M + NaCl 1M,
pH 7.2), 24 horas con acido acético 0.5 M y 24 horas con pepsina (10 mg/g tejido)
para obtener la fraccidén soluble en sal, soluble en acido, soluble en pepsina y

fracciodn insoluble, respectivamente.

La pureza de las soluciones de colageno fue analizada por electroforesis en gel de
duodesil sulfato de sodio-poliacrilamida basandose en el método de Laemmli
(1970). Se utilizaron geles de poliacrilamida al 7.5%, se inyectaron 5 ug de
muestra y se uso 10 pyl de un marcador molecular de alto rango (Kaleidoscope
Standar BIO RAD). Los geles fueron tefidos con azul de Coomasie R-250 y

destenidos en una solucidon de metanol: agua: acido acético (5:4:1, viv/v).

5.5 Analisis Estadistico:

5.5.1 Frecuencia de muda:

Para el desarrollo de la parte de frecuencia de muda en animales silvestres con
dieta artificial y domesticados (F2) se trabajaron los datos obtenidos promediados

por cada ciclo de muda, para observar la periodicidad de cada ciclo de muda
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sucesiva. Se realizé un analisis de covarianza con respecto al peso, mediante el
programa estadistico STATISTICA versidn 6, para ver efectos de origen con el
peso, y se determind la normalidad y homogeneidad de los datos. Las frecuencias
de los ciclos determinado en cada una de las ecdisis sucesivas se graficaron

utilizando histogramas de frecuencias.

5.5.2 Consumo de alimento antes y después de la muda.

Se graficaron los valores de consumo de alimento en los estadios de premuda y
postmuda con una curva promedio de todos los organismos que permite inferir el
momento en que los camarones reducen su alimento antes de la muda y el
momento en el que se reanuda la actividad alimentaria. Se calculd el error

estandar para determinar la variacién en las horas de consumo de los organismos.

5.5.3 Analisis bioquimicos en silvestres con dieta artificial y domesticados:
Los datos obtenidos en los analisis bioquimicos, tanto en sangre como en

hepatopancreas en ejemplares silvestres (grupo 1; control), con dieta artificial
(grupo 2) y domesticados (F2; grupo 3) se promediaron considerando cada uno de
los estadios de muda y se procedié a graficarlos con su respectivo error estandar.
Los valores obtenidos de capacidad osmética, glucosa, acilglicéridos, colesterol,
hemocianina, glucégeno y proteinas totales para los diferentes estadios de muda,
fueron analizados de forma univariada a través de analisis de varianza de una via
a través del programa STATISTICA versién 6. Para verificar el cumplimiento de
los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se aplicaron pruebas de Hartley,

Cochran y Bartlett a cada lote de datos.

Las Funciones Empiricas Ortogonales (FEOs, en lo sucesivo), una técnica usada
para identificar patrones estadisticos de variacion simultanea de los campos
observados (Von Storch & Zwiers, 2001). Las series de datos se presentan como

pares ordenados )'c,, = (xi,y[) para i =1,K ,N. Dado que el propodsito del analisis es

el de encontrar la magnitud de variabilidad contenida en la serie, se trabaja con las
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anomalias de cada serie y se generan los vectores que mejor se aproximen a

. . .y . , I
estas series para optimizar cada funcion. Calculamos primero las anomalias x;'

de cada serie asociada a cada punto (x,,y, ) mediante:

A (1)

en donde u, es el promedio de la i-ésima serie. Escribimos las anomalias

k
x "como combinacion lineal de k vectores linealmente independientes x,'= Za
Jj=1

I . .. . ygn
Los vectores e; los elegimos ortogonales, tales que minimicen el error cuadratico

medio al hacer la aproximacion, es decir se debe minimizar la expresion:

o3lvget] §

Los vectores Iej son las llamadas FEOs y los coeficientes «; son los llamados

coeficientes de los FEOs.

5.5.3.1 Construccion de los funciones empiricas ortogonales.
El primer paso es encontrar la primera FEO, sin pérdida de generalidad

. . L r
introduciremos la restriccion |e [ =1, tal que

n =58 3)

sea minima, en donde <x é} indica el producto interno entre los vectores;'ci' y Iel.
De este modo r describe la proyeccion del vector aleatorio )'ci' sobre un
subespacio unidimensional generado por Ie]. Notemos que minimizar r, es
equivalente a maximizar la varianza de )Icl.', la cual esta contenida en éste

subespacio pues r, lo podemos rescribir como
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no= e =205 6) 6+ (56) (5.6, (4)

en donde los operadores ~ indican conjugaciéon compleja y * indica transpuesta

conjugada de la matriz, », se puede rescribir

no= e (58 (56 e var@)-var(y L é)) (5)

. . I . .
en donde la varianza del vector aleatorio x,' esta definida como la suma de las
, r,r roor
varianzas de cada uno de sus elementos, notemos que Var«xi ,e1>): e, Ze,, €n
. . I a0 .
donde X es la matriz de covarianza de x,'. Minimizando ahora 7 sujeto a la

restriccion ||£1 |=1 obtenemos
ﬁ‘ Eost, +268 1)k 256, + 248, =0, (6)
1

en donde Aes el multiplicador de Lagrange asociado a la restriccién||£l||:1. Esta

ecuacion nos proporciona la siguiente informacion: e, €S un eigenvector con

correspondiente eigenvalor A de la matriz de covarianza X. Sin embargo, X es
una matriz hermitiana por construccion, por lo tanto tendra N eigenvectores.

Entonces para minimizar r, elegiremos el eigenvector que maximice
rr reaf  ro.r
Var«x[',el>): e, Te, =e le, =1. (7)

Esto significa que », es minimizado cuando e, es el eigenvector de X asociado al

eigenvalor mas grande A. Este vector es el primer FEO. EIl segundo FEO se
construye trivialmente usando la descomposicion de Gram-Schmidt (Wunsch,

1996) por ejemplo: la cantidad a minimizar para el segundo FEO sera

2
_ r,_r,r r_r,rr , 8
rz_{xl. (L8 (58 j ®)
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. L r , . . .. .y
sujeto a la restriccion ||e,| =1. Después se sigue el mismo procedimiento. También

es trivial notar que el resultado para 'e2 sera el eigenvector de X que corresponde
al eigenvalor mas grande A,. Notemos que el proceso de Gram-Schmidt tiene un
significado fisico importante, para construir el segundo modo, al vector de
anomalias se le extrae la componente que este vector tiene sobre 'el, ademas los
efectos de él y 'e2 seran independientes, y por ser X hermitiana todos sus

. I ,
eigenvectores e, seran ortogonales.

Los modelos expresaron graficos con el patron de variabilidad conjunta en dos
modos, donde el modo 1correspondié al 85% de todos datos y el modo 2 al 15%

de los datos conjuntos.

5.5.4 Analisis de colageno en musculo:
Los datos obtenidos del patrén electroforético (gel de poliacrilamida) de las

fracciones del colageno del abdomen se analizaron mediante la comparacion
visual del gel del colageno soluble en sal y colageno soluble en pepsina para
apreciar las diferencias en cuanto al peso molecular de las bandas obtenidas entre

los camarones silvestres y los domesticados (F2).
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6. RESULTADOS.

6.1 Frecuencia de muda en organismos silvestres con dieta artificial y
domesticados:

La ocurrencia de mudas para organismos silvestres de camarones rosados
juveniles a partir de un peso inicial promedio de 4 g y alimentados con una dieta
de 40% proteina animal (Tabla 1), mantenidos a salinidad de 22 y temperatura de
28°C durante todo el periodo experimental se muestra en la figura 6. La duracion
del ciclo de muda mostrd un intervalo entre 5y 17 dias. Se observé que una gran
proporcion de los individuos mudan al mismo tiempo o por lo menos en el mismo

dia si lo vemos desde la perspectiva de dias continuos.
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Fig. 6. Ocurrencia de ecdisis en Farfantepenaeus duorarum silvestres mantenidos
en condiciones experimentales (ver texto). Las flechas indican las frecuencias
maximas de ocurrencia (modas) de sucesivos ciclos de muda.

La frecuencia de todos los ciclos de las mudas en el experimento con camarones
silvestres con la dieta artificial, presentd6 un comportamiento normal teniendo una
mayor ocurrencia alrededor de 10.11 dias (Fig. 7). El total de mudas registradas y
recolectadas diariamente a lo largo del experimento se muestra en la tabla 2. Los
datos presentados son independientes del dia de registro, del individuo y del ciclo

de muda.
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Fig. 7. Histograma que presenta el total de las frecuencias de los eventos de
mudas de Farfantepenaeus duorarum silvestres mantenidos en condiciones
experimentales (ver texto).

Los datos registrados en los organismos silvestres mostraron que no hay
diferencias significativas (p > 0,05) en la duracién del ciclo de muda entre ciclos de
mudas consecutivos, y el 50% de los eventos se concentraron a menos de una

desviacion estandar de distancia del promedio.

Tabla 2. Resumen de las mudas en Farfantepenaeus duorarum silvestres y
domesticados (F2) alimentados con una dieta de 40% proteina animal y
mantenidos a una temperatura de 28°C y salinidad de 22.

Registros y Datos Silvestres Domesticados
Numero de mudas totales 316 274

Dias de experimento 55 55
Promedio de dias del ciclo de muda 10.11 11.39
Desviacion estandar (dias del ciclo de muda) 2.03 2.15
Duracion del ciclo de muda mas corto (dias) 5 7
Frecuencia del ciclo de muda mas largo 7 5
Moda: duracion del ciclo mas frecuente (dias) 10 11
Frecuencia del ciclo de muda que mas veces

ocurrié durante el experimento 72 59
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Se observd que existe un aumento en la ganancia de peso diario de 0.028 g/dia
(como tasa de crecimiento absoluta) para los camarones silvestres que se

alimentaron con la dieta artificial.

La ocurrencia de mudas para organismos domesticados (F2) de camarones
rosados juveniles a partir de un peso inicial promedio de 4 g y alimentados con
una dieta de 40% proteina animal, mantenidos en una salinidad 22 y temperatura
de 28°C durante todo el periodo experimental se muestra en la figura 8. La
duracion del ciclo de muda se presenté en el intervalo de 7 a 18 dias. De igual
manera, existe una proporcion de camarones que mudan al mismo tiempo o por lo
menos en el mismo dia tal como ocurre con los silvestres, y de igual manera
también hay quienes mudan mas rapido con respecto a otros logrando alcanzar

hasta una muda mas con respecto a otro camardén que ha mudado una sola vez.
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Fig. 8. Ocurrencia de ecdisis en Farfantepenaeus duorarum domesticados (F2)
mantenidos en condiciones experimentales (ver texto). Las flechas indican las
frecuencias maximas de ocurrencia (modas) de sucesivos ciclos de muda.

El valor promedio de la duraciéon del ciclo de las mudas en los organismos
domesticados fue de 11.39 dias, los datos presentaron valores con curva normal

(Fig. 9). EI total de mudas registradas y colectadas diariamente para los
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organismos juveniles domesticados (F2) de los camarones rosados a lo largo del
experimento se muestran también en la tabla 2, donde los datos presentados son
independientes del dia de registro, del individuo y del ciclo de muda. Los datos
mostraron que no hay diferencias significativas (p > 0,05) para la duracién del ciclo
de muda entre ciclos de mudas consecutivos, representando que el 50% de los
datos también se concentraron muy cercanos al promedio (< 1 desviacion

estandar).

Frecuencia
N
NN
- N
7

Fig. 9. Histograma que presenta el total de las frecuencias de los eventos de mudas
de Farfantepenaeus duorarum domesticados (F2) mantenidos en condiciones
experimentales (ver texto).

La ganancia de peso diario registrado en los camarones domesticados (F2) fue de
0.084 g/dia (como tasa de crecimiento absoluta). Este valor es mayor al obtenido
para los individuos silvestres que igualmente se alimentaron con la dieta artificial,

a pesar que tuvieron una duracién mas larga en su ciclo de muda.

6.2 Crecimiento en peso durante los ciclos de muda:
Los ciclos de muda en los camarones rosados silvestres juveniles fueron mas
cortos en comparacion con los domesticados. La tendencia de este grupo es

mudar con mayor frecuencia, observandose una tasa diaria de aumento en peso
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de 0.028 g/dia. En la figura 10 se puede observar que, los domesticados

requerian en promedio, un dia mas para mudar.

La prueba estadistica permite concluir que no hay diferencia significativa (p > 0.05)
en la ganancia en peso en juveniles alimentados con la misma dieta para los de

origen silvestre y domesticados.
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Fig. 10. Crecimiento en peso promediado durante 5 ciclos de muda en juveniles de
Farfantepenaeus duorarum silvestres (izquierda) y domesticados (derecha), ambos
alimentados con una dieta de 40% proteina animal. (Dia 0 es equivalente a la muda cero,
y cada escalon equivale a una muda).

La relacion de la duracion del ciclo de mudas (dias) con el peso (gramos) se
comportd muy uniforme, como se puede ver en las primeras tres mudas tomadas
con los datos dispersos para los silvestres y los domesticados (Fig.11), y que
practicamente en todos los ciclos de mudas no hay relacion alguna entre estos
dos parametros, aunque en los domesticados nuevamente se observa una
pequefa tendencia mas marcada en comparacion a los silvestres. En el analisis
de covarianza entre las pendientes para ver efecto de origen (entre silvestres y
domesticados) fueron no significativas (p > 0.05), por lo que el peso no esta

siendo afectado por el origen de los camarones.
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Fig. 11. Relacién entre la duracién el ciclo de muda (dias) y el peso corporal (g) en
Farfantepenaeus duorarum silvestres (superiores) y domesticados (inferiores)
después de ser alimentados con una dieta de 40% proteina animal durante las
primeras tres mudas.

6.3 Consumo de alimento antes y después de la ecdisis:

El consumo de alimento momentos antes y momentos después de la muda con su
error estandar con respecto al promedio de ingestion del alimento de 40 %
proteina animal suministrado durante un ciclo de muda completo se muestra en la
figura 12. Los valores se calcularon para 20 camarones rosados con un peso
promedio de 4 g. El consumo minimo de alimento se puede observar alrededor
de 4 horas antes de la ecdisis, pero el consumo empieza a decaer bruscamente
alrededor de 20 horas antes. Inmediatamente después de la muda se aprecia una
recuperacion de la ingestion, que evidencia de un rapido restablecimiento de las
estructuras digestivas al momento de mudar. Puede observarse que 8 horas
después de la muda los organismos comienzan a consumir y cerca de 40 horas

después, el consumo alcanza los valores promedio. Los resultados muestran que
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los camarones rosados a pesar de mudar no dejan de comer, disminuyendo su

consumo pero a pesar de esto sigue ingiriendo alimento.

035 + n= 20

Consumo de Alimento (g)

a0
r Li Li Li U&J Li Li Li 1

100 75 50 .25 0 25 50 75 100
Tiempo (Horas)

Fig. 12. Consumo de alimento promedio (+ error estandar) en funcién del tiempo
previo y posterior a la muda en juveniles de Farfantepenaeus duorarum
domesticados de 4 g. La grafica muestra consumo por racién y el tiempo = 0
representa el suceso de la ecdisis.

6.4 Composicién bioquimica en sangre y glandula digestiva en relacioén a los
estadios de muda en silvestres y domesticados:

Se procesaron 120 animales silvestres (grupo 1: control), en los cuales so6lo se
pudieron encontrar 6 estadios de muda (postmuda B2, intermuda C y premuda DO,
D1°, D17 y D2) aun tratando durante 4 oportunidades (siguiendo como referencia
los cambios en el ciclo lunar). Durante los estadios de postmuda A y premuda
tardia (D1°"" y D2) los camarones se encuentran enterrados, dado que al momento
de mudar son muy vulnerables a depredacion, y el gasto energético es maximo y
necesita esperar a calcificar su exoesqueleto. La captura por unidad de esfuerzo
se tornd azarosa dificultando la obtencion de individuos que presentaran estadios
proximos al momento de mudar, afadido a esto, el hecho de que es habitat de

otras especies de camarones con patrones y caracteres similares, también se
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tenian que hacer observaciones en laboratorios y no in situ, para evitar la muerte
de los camarones por estrés o por falta de oxigeno. Estos analisis con
camarones control fueron tomados como referencia para conocer el
comportamiento de las variables bioquimicas. Sin embargo, estos resultados no
fueron utilizados para realizar los analisis estadisticos y la modelacion, dado que
es necesario que exista el mismo numero de observaciones en cada estadio para

cumplir con los supuestos.

Se capturaron 80 individuos silvestres que fueron mantenidos en proceso de
aclimatacion al alimento para ser utilizados en el desarrollo del experimento (grupo
2). La mortalidad observada a lo largo del proceso de aclimatacion y
experimentacion fue del 25%, puede ser atribuida al estrés que produce el cambio
desde su habitat natural a condiciones experimentales. De estos solamente se
procesaron finalmente 60 individuos para los analisis bioquimicos, donde se
encontraron todos los estadios, a excepcion del estadio D2, dado que este estadio

es de muy corta duracién y por ende la probabilidad de encontrarlo es muy baja.

En relacién al grupo de organismos domesticados, la mortalidad fue mas baja
(6%). De los 80 organismos iniciales en el experimento se procesaron al final 75
para analisis bioquimicos, aqui se logré encontrar todos los estadios ya que
teniendo la experiencia de los analisis y experimentos anteriores se logré corregir

errores y tiempos para lograr mejores resultados.

Los valores promedio de las variables bioquimicas en juveniles de camarones
rosados silvestres control, silvestres tratados con la dieta artificial y los
domesticados durante los diferentes estadios de muda (determinada a través de la
observacion del desarrollo setal en los uropodos) se muestran en la tabla 4. Mas
adelante por separado se definen claramente los patrones de comportamiento de
todas las variables bioquimicas analizadas en relacion a los diferentes estadios del

ciclo de muda y origen, con su error estandar por estadio.
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Tabla 4.

Promedios de la composicion bioquimica determinados en sangre y
glandula digestiva en organismos silvestres control (n=120), silvestres grupo 2
(n=60) y domesticados (n=75) con relacion a los estadios de muda.
unidades son mg/ml y en la glandula digestiva (ug/mgq tejido), excepto hemocianina y la capacidad
osmotica. (N.E=No Encontrado. Insufic. = No suficiente. Valores en rojo= Valor maximo).

En sangre las

Tejido Metabolitos Estadios de Muda
A B1 B2 C DO D1’ D1 D1 " D2
Acilglicéridos (mg/ml) N.E N.E 0.14 0.36 0.43 0.45 N.E 0.36 N. E
Glucosa (mg/ml) N. E N.E 0.19 0.24 0.22 0.23 .E 0.20 .E
o Proteinas {mg/mi) N. E N. E 148.29 | 168.01 | 155.61 | 160.01 | N.E 157.70 | N.E
Tg %" Colesterol (mg/ml) N. E N. E 0.27 0.35 0.35 0.26 N. E 0.16 N. E
g 7 N. E N. E 1.17 2.52 1.43 1.40 N.E Insufi.c‘ N.E
(W) Hemocianina {(mmaoi/L) Hemolinfa
g Caps Giatnot, [mOsinfKa] N. E N.E 490 | s28.08 | 521.49 | 525554 | N.E HL";';:::h N.E
§ Acilglicéridos (pg/mgtej) | N-E N. E 19.13 23.34 21.03 22.26 N. E 20.04 N.E
B | = « Glucosa (ug/mg tej.) N.E N.E 1.81 1.75 1.75 1.51 N.E 2.07 N.E
jiu E Proteinas{ug/mg tej.) N. E N.E 26.46 | 25.38 | 3067 | 29.58 N.E 34.70 N.E
[ tuSn Colesterol {ug/mg tej.) N. E N.E 8.18 13.30 10.52 10.54 N. E 13.35 N. E
Glucbgeno (g /mg tej.) N. E N. E 4.66 4.94 5.01 5.08 N. E 4.19 N.E
. Estadios de Muda
Tejido Metabolitos
A B1 B2 C DO D1’ D1 D1 D2
Acilglicaridos (mg/mi) 0.35 0.52 0.35 0.33 0.26 0.26 0.28 0.25 N.E
Glucosa (mg/iml) 0.34 0.25 0.25 0.26 0.33 0.37 0.27 0.27 N.E
g ?,, Proteinas (mg/ml) 150.82 | 161.09 | 163.84 | 166.14 | 160.95 | 171.74 | 190.82 | 180.7 N.E
= E Colesteral (mg/ml) 0.35 0.35 0.35 0.33 0.30 0.30 0.31 0.31 N.E
g Hemadaning (smal/0 1.66 1.37 1.82 1.48 1.33 1.67 1.60 1.82 N. E
; Cap.Osmot. (mosm/kg) | 17398 | 176 99.56 122 | 119.17 | 151.83 111 | 156.83 | N.E
E Acilglicéridos (ug/mg tej.)| 8-14 5.86 7.55 10.89 8.79 10.79 12.4 19.11 N.E
E o © Glucosa {pg/mg tej) 2.20 1.83 1.42 1.27 1.53 2.89 2.27 2.21 N.E
v ‘g ﬁ Protéihas(pg/mg tej) 33.21 | 30.78 | 2595 | 25.06 | 2536 | 3893 | 27.77 | 34.19 N.E
[ i'%n Colesterol (ug/mg tei.) 5.01 4.22 4.29 5.16 3.39 5.30 4.07 5.03 N.E
Gluctgeno (pefmgtej) | 627 3.81 6.33 7.34 6.18 6.15 7.08 7.85 N.E
Tejido Metabolitos Estadios de Muda
A B1 B2 C DO D1" D1 D1 D2
Acilglicéridos {mg/ml) 0.28 0.33 0.31 0.40 0.32 0.40 0.32 0.34 0.29
Glucosa (mg/ml) 0.60 0.60 0.83 0.76 0.78 0.8 1.01 0.83 0.54
. g Proteinas (mg/ml) 83.82 | 105.17 | 120.58 | 116.54 | 127.27 | 105.44 | 79.22 | 113.68 | 119.57
_I-IN_-, &,c" Colesterol {mg/ml) 0.13 0.12 0.15 0.11 0.12 0.16 0.10 0.07 0.08
é Hemocianina (mmol/L) 1.07 1.07 1.05 0.97 0.86 0.89 1.08 1.21 1.49
.g Cap.Osmot. (mOsm/Kg) | 110.6 | 148.8 | 1622 | 1493 | 137.8 | 2222 N.E. 199.9 | 288.7
E Acilglicéridos (ug/mgtej.) | 1678 | 17.91 | 1851 | 27.18 | 23.85 | 4347 | 2251 | 37.03 | 43.48
p=; = E Glucosa (ug/mg tej.) 3.10 2.88 0.89 2.77 1.87 3.05 0.40 7.22 5.02
Téu a Proteinas{ug/me tej.) 26.38 | 24.65 | 24.56 | 27.51 | 2339 | 2768 | 29.83 | 36.74 | 32.75
O 8| Colesterol (ug/matej) | 328 | 216 | 147 | 189 | 181 | 247 | 094 | 384 | 403
Glucogeno (ug/mgtej) | 2.64 2.43 2.12 2.14 2.12 2.52 2.01 2.20 3.17
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Los analisis de varianza de una sola via por estadio del ciclo de muda (Tabla 5)
mostraron que en la mayoria de las variables quimicas analizadas tanto en
camarones silvestres como domesticados no hay diferencias significativa, inclusive
si se comparan los promedios entre sangre y la glandula digestiva. Mas cabe
senalar que en “capacidad osmdética” se marcan diferencias significativas en
silvestres y en cultivados con respecto a los estadios de muda (Tabla 5). Otras
diferencias por estadios estan presentes en los silvestres también como lo son la
acilglicéridos, proteinas y glucégeno en

hemocianina en sangre, los

hepatopancreas.

Tabla 5. ANOVAS de una sola via para determinar diferencias significativas entre
los estadios del ciclo de muda, en las diferentes variables bioquimicas analizadas.
(Valores en negrita son significativo, si p<0,05;)

Tejido Variables Silvestres Domesticados
Acilglicéridos F(7;51) = 2,022; p =0,0701 F(8;64) = 0,889; p =0,5304
Glucosa F(7;51)=0,904; p=0,5110 F(8;64) = 0,896; p =0,5255
o Colesterol F(7;51) = 1,854; p=0,0969 F(8;64) = 0,529; p = 0,8297
S
3 Proteinas F(7;51) = 0,886; p =0,5239 F(8;64) = 0,874; p=0,5425
Hemocianina F(7;51) = 3,156; p =0,0075 F(8;65)=1,315; p=0,2517
Cap. Osmdética F(7;49) = 2,637; p=0,0214 F(7;62) = 3,162; p =0,0063
Acilglicéridos F(7;51) = 3,951; p=0,0016 F(8;66) = 2,068; p =0,0515
N
2 Glucosa F(7;51)=0,521; p=0,8143 F(8;66) = 1,867; p = 0,0802
o
>
Q Colesterol F(7;51)=1,076; p=0,3918 F(8;66) = 1,263; p =0,2775
R
S -
~g Proteinas F(7;51) = 2,654; p =0,0202 F(8;66) = 0,623; p =0,7552
8
o Glucégeno F(7;51) = 4,077; p=0,0013 F(8;66) = 0,943; p =0,4872
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6.4.1. Capacidad osmética:
La capacidad osmatica tanto en camarones silvestres y domesticados mostré clara

evidencia de como ésta varia en los estadio del ciclo de muda haciéndose maxima
justo antes de la ecdisis y momentos después de la misma. En la figura 13 se
muestra el patrén que presenta esta variable tanto para organismos silvestres
como domesticados, siendo estos ultimos quienes con el mismo tratamiento en
condiciones 6ptimas de temperatura y salinidad presentaron los valores mas altos
de la capacidad osmética, en comparacién con los silvestres. Se observé el
mismo comportamiento de la variable a lo largo de todo el ciclo de muda, excepto

en el estadio (A) donde los domesticados presentaron un valor bajo de la variable.
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Fig.13. Capacidad osmética en Farfantepenaeus duorarum silvestres (negrod) y
domesticados (rojoe) en relaciéon con los estadios de muda, la grafica presenta los
valores medios. (Ambos tratamientos alimentados con una dieta de 40% proteina)

6.4.2 Hemocianina:
La hemocianina (mmol/L) present6 una variacion significativa a lo largo del ciclo de

muda solo en los organismos silvestres en los cuales se aprecian valores mas
bajos en los estadios de postmuda tardia (B1), intermuda (C) y premuda temprana
(DO). Aunque para organismos domesticados, no se observdo un efecto
significativo, el patron fue menos erratico con una clara tendencia a un incremento

en los niveles de hemocianina al acercarse la muda (Fig.14). También cabe
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sefalar que los valores de hemocianina en la sangre presentaron valores mayores

en los silvestres que en domesticados.
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Fig.14. Hemocianina en Farfantepenaeus duorarum silvestres (negroAd) vy
domesticados (rojoe) en relaciéon con los estadios de muda, el grafico presenta los
valores promedios (ambos tratamientos alimentados con una dieta de 40% proteina).

6.4.3 Glucosa:

Aunque no se presentaron diferencias significativas, la glucosa tanto en
hepatopancreas y en sangre en organismos silvestres (Fig. 15) mostré6 una
tendencia a presentar los valores mayores en el estadio de premuda temprana
(D17) y disminuir en los estadios proximos a la ecdisis y con valores minimos en
los estadios de la postmuda tardia (B1 y B2) e intermuda (C). Con respecto a los
domesticados (Fig. 16) la distribucion de los datos con valores maximos de la
glucosa en sangre ocurrio en el estadio (D1°") y en hepatopancreas la premuda
tardia (D1°7).
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Fig. 15. Concentracion de la Glucosa en hepatopancreas (negroA) y sangre
(rojoe) para individuos silvestres en relacion con los estadios de muda, el grafico
presenta los valores promedios.
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Fig. 16. Concentracion de la Glucosa en hepatopancreas (negroA) y sangre
(rojoe) para individuos domesticados (F2) en relacién con los estadios de muda,
el grafico presenta los valores promedios.

6.4.4 Acilglicéridos:

Los acilglicéridos en organismos silvestres mostraron una relacion inversa en
concentracion de glucosa en hepatopancreas y en sangre (Fig.17) con una
variacion significativa unicamente para hepatopancreas. Cuando se acercaba los
estadios previos a la muda incremento la concentracién en el hepatopancreas y

disminuy6 en la hemolinfa, en donde el valor mas alto se observé en hemolinfa
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durante la postmuda temprana (B1) y fue el mas bajo promedio en el
hepatopancreas. Con respecto a organismos domesticados, la distribucion de los
datos encontrados se muestra en la figura 18, observandose una tendencia muy
similar en los estadios intermedios a aumentar en la hemolinfa y en la glandula

digestiva a excepcion del estadio D1 para hepatopancreas donde se observo

una caida.
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Fig. 17. Concentracion de acilglicéridos en hepatopancreas (negroA) y sangre
(rojoe) para individuos silvestres en relaciéon con los estadios de muda, el grafico
presenta los valores promedios.
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Fig. 18. Concentraciéon de acilglicéridos en hepatopancreas (negroA) y sangre
(rojoe) para individuos domesticados (F2) en relacion con los estadios de muda,
el grafico presenta los valores promedios.
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6.4.5 Colesterol:
El colesterol en organismos silvestres alimentados con la dieta artificial mostro

tanto en la sangre como en hepatopancreas no varié significativamente a lo largo
de los estadios de muda (Fig. 19). En los organismos domesticados, la variacion
tampoco fue significativa aunque se observé una disminucion en hemolinfa y un
incremento en hepatopancreas al acercarse la muda (Fig. 20). Por otro lado, los
niveles de colesterol fueron mas altos tanto en hemolinfa como en hepatopancreas

en organismos silvestres en comparacion a los domesticados.
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Fig. 19. Concentracion de colesterol en hepatopancreas (negro A) y sangre (rojoe)
para individuos silvestres en relacién con los estadios de muda, el grafico
presenta los valores promedios.
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Fig. 20. Concentracion de colesterol en hepatopancreas (negroA) y sangre (rojoe)
para individuos domesticados (F2) alimentados con una dieta de 40% en relacion
con los estadios de muda, el grafico presenta los valores promedios.
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6.4.6 Proteinas totales solubles:
Las proteinas en organismos silvestres alimentados mostraron diferencias

significativas por estadios de muda (ver tabla 5). En el hepatopancreas los valores
promedios mas bajos se observaron en la intermuda (C) y premuda temprana
(D1°), mientras tanto las proteinas en la hemolinfa fue aumentando desde la
postmuda temprana (A) hasta la premuda D1"" y disminuye justo en la premuda
tardia (D1°"") (Fig. 21). Con respecto a los organismos domesticados no variaron,
se observd un aumento desde la postmuda hacia la premuda (Fig. 22),

disminuyendo en D1"" en la hemolinfa y DO en la glandula digestiva.
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Fig. 21. Concentracion de las proteinas totales solubles en hepatopancreas

(negroA) y sangre (rojoe) para individuos silvestres en relacion con los estadios
de muda, el grafico presenta los valores promedios.
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Fig. 22. Concentraciéon de las proteinas totales solubles en hepatopancreas
(negroA) y sangre (rojoe) para individuos domesticados (F2) en relacion con los
estadios de muda, el grafico presenta los valores promedios.
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6.4.7 Glucégeno:
El glucogeno presente en la glandula digestiva no presentd diferencias

significativas tanto en lo organismo silvestres como domesticados. Los silvestres
mostraron unicamente en el estadio de postmuda B1 una disminucién de en la
concentracion (Fig. 23). La tendencia del glucogeno se observo a incrementarse
hacia los momentos antes de mudar. Cabe sefialar también que los niveles de

glucégeno en domesticados fueron inferiores en comparacién a los silvestres.
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Fig. 23. Concentracion del glucégeno del hepatopancreas en individuos silvestres
con dieta del 40% proteina animal (negroA) y domesticados (rojoe) en relacion con
los estadios de muda, el grafico presenta los valores promedios.

6.4.8 Relacioén proteinas totales solubles y hemocianina en sangre:
La relacion de las proteinas solubles totales en contraste con la hemocianina en

sangre para organismos silvestres y domesticados (Fig. 24 y 25 respectivamente)
mostraron iguales comportamiento, donde efectivamente en los estadios de
premuda tardia (D1°""y D2) la hemocianina se incrementa al igual que las
proteinas solubles, y durante todos los estadios del ciclo de la muda ambas
variables tuvieron un patron de comportamientos muy similar, aun con algunos
picos diferentes por parte de los silvestres donde la hemocianina que debido a la
funcidn de transporte esta en constante actividad en algunos estadios de

postmuda tardia (B2).
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Fig. 24. Contraste de las proteinas solubles en sangre (negroA) y la hemocianina
(rojoe) en para individuos silvestres en relaciéon a los estadios de muda, el grafico
presenta los valores promedios.
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Fig. 25. Contraste de las proteinas solubles en sangre (negroA) y la hemocianina
(rojoe) en para individuos domesticados (F2) en relacion a los estadios de muda, el
grafico presenta los valores promedios.

6.4.9 Relacién glucosa en sangre y glucégeno en glandula digestiva:
La relacion de la glucosa en sangre con respecto al glucogeno en hepatopancreas

mantuvo relacion directamente proporcional en los diferentes estadios de muda en
silvestres y domesticados (Fig. 26 y 27 respectivamente), con la unica diferencia

en los estadios de premuda tardia (D1°"" y D2) cuando la glucosa disminuye y el
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glucégeno aumenta, lo que indica que en este momento las reservas circulantes
bajan momento antes de la muda por el gasto energético, y es cuando el

glucégeno catabolizado es usado para reemplazar la necesidad de glucosa.
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Fig. 26. Contraste de la glucosa en sangre (negroA) y el glucégeno en el

hepatopancreas (rojoe) para individuos silvestres en relacion a los estadios de
muda, el grafico presenta los valores promedios.

1.20 4
E 1.00 + 3T
(=] [=)]
£ 080 - L3 E
(1] f=)]
? =z
S 0.60 L2 o
= c
G) >
0.40 -2 8

3

020 T T T T T T T T 1 (D

A Bl B2 C DO D1’ D1” D17 D2
Estadios de Muda

Fig. 27. Contraste de la glucosa en sangre (negroA) y el glucégeno en el
hepatopancreas (rojoe) para individuos domesticados en relaciéon a los estadios de
muda, el grafico presenta los valores promedios.
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6.4.10 Razones bioenergéticas y razones nutricionales:
La relacidon acilglicéridos/proteinas indica una razon bioenergética y la relacidon

acilglicéridos/colesterol indica una razén nutricional en los camarones (Anger,
2001), se muestra en organismos silvestres en la figura 28 y en domesticados
figura 29. Se observd que las razones bioenergéticas y nutricionales van de la
mano, marcando una misma tendencia durante todo el ciclo de muda en
camarones silvestres y domesticados, marcando valores mas altos de las razones

bioquimicas momentos antes de mudar
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Fig. 28. Grafica que representa el nivel Bioenergético (negroA) y Nutricional
(rojoe) de Farfantepenaeus duorarum silvestres, en relaciéon con los estadios de
muda.
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Fig. 29. Grafica que representa el nivel Bioenergético (negroA) y Nutricional
(rojoe) de Farfantepenaeus duorarum domesticados (F2), en relacién con los
estadios de muda.
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6.4.11 Analisis multivariado:

Mediante el uso de la programacion realizada en el paquete MATLAB version
2007a (mostrada en los apéndices 1 y 2) se obtuvieron los coeficientes de
correlacion de todas las variables analizadas considerando el origen de los
organismos (silvestres o domesticados) y también los efectos del estadio del ciclo

muda en dichas variables.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson (r) conjunto producto de la
matriz de todos los datos que indican que los estadios tienen una correlacion
inversa (r = -0.7819) con las variables bioquimicas. También se calcul6 el
coeficiente de correlacion entre las variables bioquimicas y el origen obteniendo
una alto valor (r = 0.9259). Estas matrices se tomaron en el modo 1 (85%) de la
matriz que representa la mas alta confianza de los datos que produzcan un efecto
o “ruido” en los resultados. Cabe sefalar que el modelo arrojo resultados
individuales (independientes entres si y por origen) que presentaron correlaciones
menores a 0,95. En total se obtuvo también 9 individuos silvestres y 3
domesticados que presentaron correlaciones con valores mayores a 0,95 que se

observan en tabla 6, independiente de ser inversa o directa.

Tabla 6. Correlaciones en modo 1 (85%) de individuos
silvestres y domesticados con valores mayores a 0,95.

Origen Individuo r
5 0.9749
31 0.9584
36 0.9715
50 -0.9731
Domesticados 51 - 0.9938
60 0.9846
67 - 0.9796
71 - 0.9936
74 - 0.9603
15 0.9786
Silvestres 36 - 0.9981
45 -0.9528
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A partir de la programacion del modelo en MATLAB se obtuvo la variabilidad
conjunta en modo 1 y modo 2 entre silvestres y domesticados para todas las
variables bioquimicas incluyendo en la matriz todos los estadios. Es de notarse
que el efecto de la capacidad osmética produce un gran efecto y segundo estan
las proteinas entre estadios y origen en el modo 1 (Fig. 30). En el modo 2 se
puede notar nuevamente el efecto de las proteinas totales de la sangre es quien
aporta un efecto en los estadios en los silvestres y domesticados (Fig. 31).

El efecto de los estadios entre las variables bioquimicas en modo 1 y 2 tanto en
silvestres se muestra en la figura 32 y en domesticados en la figura 33, donde

ambos presentan que los estadios A y B2 producen efectos en las variables.

Otro posterior analisis para comparar nuevamente el efecto de las variables
bioquimicas fue tomar el modo 1 (mayor efecto) con la variabilidad con los
individuos con mayores valores de correlacion y se observa un mismo patron tanto
en domesticados (Fig. 34) y silvestres (Fig. 35), independiente de ser inversa o

directa la correlacion.

Un segundo modelo procesado en MATLAB, tomando solamente el modo 1 de
mayor efecto, fue dedicado a determinar el patrén de variabilidad entre tejidos
sanguineos y hepatopancreas versus las variables bioquimicas que podian ser
analizadas en comun, las cuales fueron acilglicéridos, glucosa, colesterol y

proteinas totales. Se muestra para silvestres y domesticados (apéndice 2).

Los resultados de dicho modelo mostraron que en los organismos domesticados el
colesterol de sangre y hepatopancreas, es quien produce un alto efecto y tiene
relacion inversa (Fig. 36), es decir que si aumenta en sangre disminuye en
hepatopancreas. En silvestres también es el colesterol, sin embargo la relacién es
directa (Fig. 37).

Otro resultado arrojado por el segundo modelo es el efecto de los estadios de
muda en la sangre y en el hepatopancreas para ambos origenes (Fig. 38 y 39),
donde resultd que el estadio A es quien produce el efecto y el estadio D1°"" en el

hepatopancreas.
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Fig. 30. Patron de variabilidad conjunta (modo 1 = 85%) para todas los variables
bioquimicas analizadas en Farfantepenaeus duorarum silvestres (azul) y
domesticados (rojo). (Las variables son terminadas en S = sangre y en H = hepatopancreas).
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Fig. 31. Patron de variabilidad conjunta (modo 2 = 15%) para todas los variables
bioquimicas analizadas en Farfantepenaeus duorarum silvestres (azul) y
domesticados (rojo). (Las variables son terminadas en S = sangre y en H = hepatopancreas).
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Fig. 32. Patron de variabilidad conjunta (modo 1 = 85%) por estadios en
Farfantepenaeus duorarum silvestres (azul) y domesticados (rojo). La gréfica
representa la matriz de datos de todas las variables bioquimicas analizadas.
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Fig. 33. Patron de variabilidad conjunta (modo 2 = 15%) por estadios en
Farfantepenaeus duorarum silvestres (azul) y domesticados (rojo). La gréfica
representa la matriz de datos de todas las variables bioquimicas analizadas.
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Fig. 34. Patron de variabilidad (modo 1 = 85%) en Farfantepenaeus duorarum
domesticados (rojo) para todas los variables bioquimicas analizadas y de los

individuos mejor correlacionados (azules). (Las variables son terminadas en S = sangre
y en H = hepatopancreas).
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Fig. 35. Patréon de variabilidad (modo 1 = 85%) en Farfantepenaeus duorarum
silvestres (rojo) para todas los variables bioquimicas analizadas y de los
individuos mejor correlacionados (azules). (Las variables son terminadas en S = sangre
y en H = hepatopancreas).
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Fig. 36. Patron de variabilidad conjunta (modo 1 = 85%) para 4 variables
bioquimicas similares en sangre (rojo) y en hepatopancreas (azul) por estadios en
Farfantepenaeus duorarum domesticados.
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Fig. 37. Patréon de variabilidad conjunta (modo 1 85%) para 4 variables
bioquimicas similares en sangre (rojo) y en hepatopancreas (azul) por estadios en
Farfantepenaeus duorarum silvestres.
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Fig. 38. Patron de variabilidad conjunta (modo 1 = 85%) de todas las variables

bioquimicas analizadas en sangre (rojo) y en hepatopancreas (azul) por estadios
en Farfantepenaeus duorarum silvestres.
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Fig. 39. Patron de variabilidad conjunta (modo 1 = 85%) de todas las variables

bioquimicas analizadas en sangre (rojo) y en hepatopancreas (azul) por estadios
en Farfantepenaeus duorarum domesticados.
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6.5 Colageno en musculo:

En las electroforesis realizadas se muestran las bandas del colageno total (por
unidad de proteinas totales). Previamente se realizaron pruebas por volumen
(determinadas con 10 pyL de muestra de los diferentes estadios) y por unidades (a
través de la cantidad de proteinas leidas a 595 nanémetros basados en Bradford
(1976). Con ello se ubico la presencia de colageno soluble en sal (CSS) y soluble
en pepsina (CSP) en los geles, ya que representan el colageno total y el colageno

en su forma mas pura respectivamente.

En la figura 40 se observa el patrén electroforético en los diferentes estadios de
las fracciones de colageno soluble en sales (CSS) obtenidas en el abdomen de
camarones silvestres, mientras que en la figura 41 se observa para camarones
domesticados. Se encontraron bandas de CSS alrededor de los 45.7 y 78 kDa

tanto en camarones silvestres como en domesticados (F2).
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Fig. 40. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes del colageno soluble en sal extraido en Farfantepenaeus
duorarum silvestres por estadios de muda. (E/ cuadrante punteado senala las fracciones
proteicas del colageno soluble en sal. MAR = marcador de peso molecular de alto rango).
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Fig. 41. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes del colageno soluble en sal extraido en Farfantepenaeus
duorarum domesticados por estadios de muda. (E/ cuadrante punteado sefiala las
fracciones proteicas del colageno soluble en sal. MAR = marcador de peso molecular de alto
rango).

Tanto en los camarones silvestres, como en los domesticados, se observo una
mayor concentracion de colageno en estadios B2 y C, que disminuydé en los
estadios proximos a la muda (Fig. 40 y 41). Se aprecia en los geles realizados
para silvestres (grupo 2) y domesticados (F2), que es casi nulo el bandeo del
colageno en estadios proximos a la ecdisis (D1°"" y D2).

También se realizé otros geles de prueba para determinar el bandeo del colageno
puro (soluble en pepsina), pero que lastimosamente no se apreciaban algunos
estadios muy bien debido a la baja cantidad de proteina. Aunque estos geles se

presentaron bandas con mas peso molecular.
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7. DISCUSION.

7.1 Frecuencia de muda y crecimiento:

Uno de los parametros mas importantes en el estudio de la dinamica de las
poblaciones de animales sometidos a explotacion, es el crecimiento, que suele
expresarse como el aumento en longitud, volumen o peso (Petriella y Boschi,
1997). En el caso particular de los crustaceos el crecimiento se observa como un
proceso discontinuo que ocurre por saltos, debido a que el exoesqueleto o
caparazon rigido que los recubre no permite que el incremento en longitud en
biomasa se manifieste en forma continua. La sucesién de mudas separadas por
periodos de intermuda (Drach, 1939), permite que el viejo exoesqueleto sea
eliminado y ocurra un subito incremento de tamafio como resultado de la
absorcion de agua, que ocurre antes de que el nuevo tegumento se endurezca,
por la incorporacién de las sales de calcio que se concentran en la hemolinfa o en
la glandula digestiva. De esta forma, los crustaceos crecen con una tendencia
exponencial de los valores de peso o talla con respecto al desarrollo (Stevenson,
1985). Por ejemplo, entre un estadio larval y el siguiente, o puede ser entre
mudas sucesivas del juvenil o adulto. Es de notar que este patron de crecimiento
depende fundamentalmente de las edades de los individuos y de las condiciones
ambientales, entre las que destaca la temperatura que influye en el crecimiento
de los organismos regulando la tasa metabdlica (Wyban et al., 1995). Esta
influencia es mas evidente en especies cuyo ciclo de vida es corto, como los

camarones.

Son pocos los trabajos en camarones peneidos que estudian la interaccién entre
la frecuencia de muda y la temperatura; Choe (1971) en Litopenaeus japonicus
muestra que un cambio en 4°C altera el ciclo de muda por un dia y recientemente
Galindo (2007) trabajando con Litopenaeus vanamei reporta que una variaciéon en
3°C modifica la duracion del ciclo de muda en un dia. En este trabajo se mantuvo
la temperatura constante en 28°C para evitar estos efectos marcados en la
duracion de los ciclos de muda, y poder probar la hipotesis relacionada con el

efecto que tiene el origen de los organismos sobre este parametro.
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Con respecto al efecto de la salinidad sobre la frecuencia de muda hay opiniones
encontradas. Haran et al. (1992) y Petriella y Boschi (1997) muestran que existe
un efecto significativo, mientras que otros autores reportan que la frecuencia de
muda es independiente de la salinidad (Hysmith y Colura, 1976; Rouse y
Kartamulia, 1992; Browder et al., 2002). Sin embargo, este factor tiene efectos
sobre una gran variedad de respuestas de las especies estuarinas como los
decapodos. Asi, la intensidad a la que se presentan los mecanismos de
osmorregulacién entre la hemolinfa y el medio depende de la concentracién de

sales en el ambiente (Lemaire et al., 2002).

Una de las formas mas comunes que existe para analizar el crecimiento y la
frecuencia de muda en crustaceos, en particular camarones, es determinar la
diferencia entre la variable analizada, ya sea peso o talla, antes y después de la
muda, en condiciones controladas. Estas mediciones son dificiles de obtener en
el medio natural considerando que el caracter movil y criptico de los camarones.
Por esta razon, se obtuvieron organismos del medio natural y se sometieron a un
sistema experimental que permiti6 mantenerlos individualizados. Asi, fue posible

obtener mediciones de varios ciclos de muda sucesivos.

El camaroén rosado es una especie que se estresa facilmente y muy sensible a las
condiciones de manejo, ya que cualquier efecto externo asociado a cambios
fisicos-quimicos puede producir la muerte de los organismos (Ramirez-Rodriguez
et al., 2003). Encuentro que este hecho puede explicar por qué la mortalidad fue
alta en la aclimatacién y desarrollo del experimento, a pesar que los organismos

se mantuvieron en las condiciones requeridas para su 6ptimo crecimiento.

Como se conoce, el crecimiento es la expresion de una buena dieta y de una
serie de factores extrinsecos, como la temperatura y salinidad. Los resultados de
este trabajo muestran que las diferencias en el incremento en peso diario obtenido
en el conjunto de camarones silvestres y domesticados son minimas. Por lo tanto,

el origen de los individuos, considerando las condiciones experimentales a las que
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fueron sometidos, no tiene un efecto en esta variable. De acuerdo a Gaxiola et
al. (2004) una dieta conteniente el 40% proteina animal, como la que les fue
suministrada brinda los nutrientes necesarios para que ocurra la sintesis de tejido

y exoesqueleto.

En los crustaceos la determinacion de la edad es muy compleja y realmente
surgen dificultades, en especial cuando se trata de animales silvestres debido a
que el crecimiento se vincula al proceso de muda. Una forma de analizar ese
crecimiento es registrar el cambio sucesivo del caparazén que recubre todo el
cuerpo, a pesar de que existen mudas sin incremento en talla o peso,
particularmente en animales mas longevos. Aunque este mecanismo tiene ciertas
desventajas debido a que la misma naturaleza del crecimiento en los crustaceos,
dispone dos componentes fundamentales, uno donde el incremento que realmente
puede ocurrir en cada muda, y el otro es el lapso de intermuda o intervalo de

muda que ocurre entre dos mudas sucesivas.

Segun Hartnoll (1982), estos componentes del proceso de crecimiento actuan
contrariamente y producen respuestas muy diferentes ante cambios externos que
deben llevar a analisis independientes. Este trabajo aporta informacion
biolégicamente importante pues se describe la duracion del ciclo muda
considerando el origen de los organismos y se determina la frecuencia de muda
en cada caso (figuras 6 y 8). Asi mismo, se estimd la ganancia en peso de una

muda a otra (figura 10).

Dado que es la primera vez que se reporta la frecuencia de muda como
componente del proceso de crecimiento de Farfantepenaus duorarum, y mucho
mas en comparando camarones domesticados y silvestres, es posible marcar las
diferencias entre los origenes que pueden servir de base para resolver problemas
de indole fisiolégicos o morfolégicos, conducta o reproduccién. En el medio
natural, se han determinado en otras investigaciones con esta especie, la duracién

del periodo de juveniles en 10-19 dias (Eldred, et al., 1965), asi como también el
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indice de mortalidad anual en la etapa de larva-juvenil de 3.4- 44.5 (Alvarez et al.,
1987), y en juvenil de 4.8-9.6 (Gracia, 1995). El ciclo de muda en juveniles de
Farfantepenaeus duorarum silvestres es de 10 dias y domesticados de 11 dias, ya
que forma parte de la familia de peneidos mantiene una relaciéon cercana con la
duracion la frecuencia en el ciclo de muda y la temperatura, salinidad o por talla,
como ocurre en Litopenaeus vannamei que a 28°C tiene una frecuencia de muda
de 14 dias (Charmantier et al., 1994), 11.7 dias (Betancourt et al., 1993), 9.26 dias
(Galindo, 2007); en Litopenaeus setiferus es de 13.6 dias y en Litopenaeus
stylirostris con 11.5 dias ambos a 27-29°C (Robertson et al., 1987).

Es importante considerar que la informacién de crecimiento y edad relacionada
con la muda proviene de observaciones y estudios de animales domesticados o en
cautiverio, y por lo tanto los resultados pueden tener limitaciones para explicar lo
que ocurre en las poblaciones naturales. Pero la ventaja que ofrece es que se

puede conocer la edad desde el momento preciso de nacimiento desde el desove.

Con respecto a la determinacién de la frecuencia de mudas entre silvestres y
domesticados, se observé que estos individuos mudaron y crecieron de una
manera diferente. Lo anterior explica como para unos individuos fue mas facil
mudar en pocos dias después de la anterior muda y otros tomaron un largo lapso
de dias para que ocurriese el evento de muda, y es apreciable al observar los
resultados correspondientes a los organismos silvestres (Fig. 6) y domesticados
en (Fig. 8). A pesar de tener un dia de diferencia promedio entre origenes, se
observa como algunos individuos mudaron mas rapido que otros, y esto hace que
puedan lograr alcanzar hasta una muda mas con respecto a otro que ha mudado

una sola vez.

Por otro lado marcando una diferencia con respecto al peso ganado, los
domesticados ganaron un poco mas de peso, a pesar de tomar un dia mas en
promedio al mudar con respecto a los silvestres (Fig. 10). Esto se puede atribuir a

la adaptacion al alimento o dieta artificial que se suministrd, que a pesar de contar
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con un balance de nutrientes, los silvestres no la aprovecharon al 100%, dejando
el proceso de ecdisis al puro control hormonal. Pero surge la duda, que si es
control hormonal el que produce este efecto que también afecta a los
domesticados, el cual seria dificil explicarlo ahora dejandolo a un siguiente trabajo.
La diferencia se marcaria cuando en el caso de los camarones los domesticados
que, momentos antes y después de mudar, ingieren el alimento con mayor
facilidad que los silvestres y por lo tanto pueden reservar nutrientes para el
proceso de gasto energético de la ecdisis en si y de la calcificacion del
exoesqueleto. A pesar de esto, no hubo diferencias significativas en el peso, por
lo que desde el punto de vista estadistico los organismos obtienen la misma
proporcion de biomasa (ocurrido en la intermuda) en ambos tratamientos, a pesar

que la duracion del ciclo de muda sea diferente.

Sin duda otra condicién ambiental que influye en la fisiologia del ciclo de muda es
la fase lunar (Fuss y Ogren, 1966; De Corsey, 1983; Dall et al., 1990; Molina et al.,
2000). Se ha reportado que hay una sincronizacién natural del evento de muda
con el ciclo lunar de 7 dias, lo cual es interesante ya que muchos eventos
sucedieron a momentos de que la luna nueva estuviera ocurriendo igual,
marcandose mas en organismos silvestres. A pesar de estar en condiciones
experimentales esta informacion es quizds marcada por factores genéticos o
provenientes del ciclo lunar. Dado que los organismos en proceso de
domesticacion que se utilizaron en este trabajo son una F2, podria ser muy pronto
para decir que este control lunar no pueda producir mayores efectos sobre la
muda entre los camarones, como reportdé Fuss y Ogren (1966) con silvestres de
esta especie, que en luna llena un alto porcentaje de la poblacién de camarones

muda en comparacion con la luna nuevas.

7.2 Consumo de alimento antes y después de la muda.
El consumo de alimento también esta vinculado al ciclo de muda, y es claro que la
nutricion en los decapodos es un tema amplio a estudiar, ya que en el medio

natural por ejemplo los organismos tienen dietas con requerimientos bastantes
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especificos (Petriella y Boschi, 1997), en cambio para que los cultivos masivos
tengan mayor productividad, un gran numero de investigadores se dedican a diario
a encontrar una dieta apta que permita un crecimiento normal o superior al del
ambiente, a pesar de que se ha demostrado en esta especie el requerimiento de

40% proteina animal como efectiva en su crecimiento (Gaxiola et al., 2004).

Después de determinar la ingestién durante un ciclo de muda completo en
organismos domesticados (figura 12), se puede observar que los camarones
juveniles de 4 gramos reducen su alimento en un 20% desde 30 horas antes de
mudar y cuando la ingestion es minima, la reduccion alcanza el 40% 4 horas antes
de la muda. Inmediatamente después de este evento se reanuda el consumo de
alimento hasta recuperar los niveles normales 24 horas después de haber
mudado. Los resultados muestran que esta especie disminuye la ingestion del
alimento, pero no deja de comer. Galindo (2007) en L. vannamei domesticados,
también reporta una disminucién en la ingestion de los juveniles (3 a 5 g) de esta
especie antes de la muda cercana al 32 %. Esta reduccion ocurre desde 72 hasta
108 horas antes de la muda en juveniles y adultos (30 a 50 g) Molina et al. (2000)
reportan una disminucién en la ingestion del 18 % antes de muda con la misma

especie.

Este conjunto de resultados puede constituir la evidencia necesaria para
demostrar que los camarones no cesan de comer antes de mudar como lo han
reportado Dall (1986), Chan et al. (1988), Ceccaldi (1997) y Anger (2001) entre
otros. En estos trabajos se parte del hecho que los camarones silvestres dejan de
comer debido que desde sus partes bucales hasta los osciculos del molino
gastrico poseen estructuras quitinosas, que también son cambiadas una vez

ocurre la muda, y por ende es dificil ingerir y procesar alimento.

De igual manera se ha relacionado este hecho con la presencia de receptores de
ecdiesteroides en el esdéfago anterior los cuales lo dilatan cuando mudan
afectando la ingestién del alimento (Guckler et al., 1999). En otras palabras que si

los niveles de la concentracidn total ecdiesteroides alcanzan su maximo nivel en
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premuda temprana (D1°"") estaran comiendo y al regresar a los valores basales

en postmuda temprana (A), se dara la disminucion del alimento (Blais et al., 1994).

El hecho de que F. duorarum pueda calcificar muy rapidamente su exoesqueleto y
por ende sus partes bucales puede hacer que esta especie que puede ser
considerada como oportunista del alimento suministrado, ya que puede
aprovechar los recursos alimentarios mas rapidamente que otras especies. Dado
que en el medio natural la competencia por el recurso alimento puede ser una
limitante, la reduccion en el tiempo necesario para poder alimentarse de un
conjunto de presas que posean estructuras duras, como pueden ser otros
crustaceos, bivalvos, algas, detritos e incluso fragmentos de pastos marinos
(Schwamborn y Criales, 2000), es una ventaja adaptativa. También en granjas las
dietas generalmente son pellets o microencapsulados que le permite al ser
contacto con el agua estar un poco mas blanda y sean mas faciles de de comery
digerir, a pesar de que las partes del sistema digestivo estan siendo cambiadas al
momento de mudar. En este trabajo se suministraron pellets, pero aun se
demostrd la falta de alimento después de haber mudado, también evitando el
efecto que pudo provocar la lixiviacion del alimento al entrar en contacto con el

agua.

7.3 Analisis bioquimicos:

El proceso de muda produce cambios ciclicos en las estructuras del integumento,
ademas cambios fisioldgicos y bioquimicos (Anger, 2001), que son controlados
hormonalmente (Molina et al., 2000). En Farfantepenaeus duorarum solo se tiene
un reporte vinculado al monitoreo fisiolégico y bioquimico en poblaciones
silvestres (Rosas et al., 2007), en cambio se conocen trabajos similares en otras
especies de peneidos tales como L. vannamei (Charmantier et al., 1983; Palacios
et al., 2000; Pascual et al., 2003; Gaxiola et al., 2005; Pascual et al., 2006;
Galindo, 2007), Penaeus monodon (Ferraris et al., 1986; Chen et al., 1993),
Penaus japonicus (Chen et al., 1993), Penaeus stylirostris (Le Moullac et al., 1997;

Lemaire et al., 2002), Litopenaeus setiferus (Alpuche et al., 2005).
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Se ha reportado que los metabolitos sanguineos reflejan adaptaciones
morfoldgicas vy fisioldgicas en crustaceos, como las relacionadas a las demandas
energéticas especificas de camarones, ademas de un medio adecuado para el
estudio de los marcadores de situacion nutricional (Carrillo et al., 2006), también
se ha utilizado el hepatopancreas para registrar el estatus en crustaceos, debido a
que éste sirve como organo de reserva inorganicas durante la intermuda y como
reservorio para sustancias inorganicas absorbidas a partir de la descalcificacidon
del viejo exoesqueleto (Passano, 1960). Rosas et al. (2007) mencionan que
estudios amplios de especies de crustaceos tropicales son necesarios para definir
si hay o no diferencias observadas de las especies con relacidon a caracteristicas
ambientales o las adaptaciones morfologicas y fisiologicas independientes de las

condiciones ambientales.

En este trabajo por primera vez se evalua el estado del camardon rosado,
considerando un conjunto relativamente amplio de variables. Ademas se
comparan organismos silvestres y domesticados, obviamente a nivel experimental.
Los resultados de las variables bioquimicas en sangre y glandula digestiva,
muestran que los valores obtenidos son mas bajos comparados con los de otras
especies de peneidos. Puede esperarse que F. duorarum sea una especie de
baja actividad metabdlica, indicando que el metabolismo en las especies
realmente un factor indicador de los cambios en los estadios., tal como se ven en
otros trabajos vinculados a estudios metabdlicos en peneidos (Pascual et al.,
2003, Rosas et al., 2007, Galindo, 2007). Con respecto a razones bioenergéticos
y nutricionales, se puede decir que esta especie mantiene niveles relativamente
parecidos por estadios, siendo mayores proximo a mudar, explicado facilmente por
ser momento de alto gasto energético. En cambio los organismos que estan en un
proceso de domesticacién, los niveles son mayores con respecto a los silvestres
productos basicamente de la adaptacion a la dieta y el aprovechamiento 6ptimo

del mismo.
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Los resultados observados de acuerdo con el origen de F. duorarum (silvestre o
domesticados) durante los diferentes estadios de muda, mostraron que la
capacidad osmorregulatoria en la hemolinfa, estuvo alrededor de los 100 y 250
mOsm/Kg, estos resultados se asocian a los cambios del balance de agua e
iones, produciendo cambios ciclicos en la quimica de la hemolinfa (Anger, 2001).
En estudios previos con silvestres reportan en promedio 971.15 mOsm/kg (Rosas
et al., 2007), otras especies juveniles como Penaeus stylirostris la capacidad esta

en 735 mOsm/kg en promedio (Lignot et al., 1999).

Sobre capacidad osmorregulatoria existen reportes en relacion a los estadios de
muda en especies de peneidos tales como Litopenaeus vannamei (Mantel y
Farmer, 1983; Charmantier et al., 1994; Mugnier y Justou, 2004; Galindo, 2007),
Penaeus stylirostris (Lignot et al., 1999), donde reportan que esta variable tiende a
incrementarse en premuda y comienza a decrecer en la postmuda, igual que se
reporta en este trabajo tanto en silvestres y domesticados (Fig. 13). La misma
tendencia que marca los resultados con valores cercanos en silvestres y
domesticados fue el resultado de mantener una salinidad en el sistema de 22,
punto en el cual la hemolinfa tiene la misma salinidad (Lemaire et al., 2002) y asi
ver la tendencia en los estadios por efecto de la situacion energética que realizan
los organismos al mudar, mientras que Anger (2001) reporta que la osmolaridad

en la hemolinfa es generalmente minima en la postmuda temprana (A).

La hemocianina siendo una proteina de gran importancia en los crustaceos y la
muda es uno de los principales factores intrinsecos que afectan los niveles de
hemocianina en los camarones (Bursey y Lane, 1971), ademas que sirve de
transporte de materiales entre el integumento y el hepatopancreas (Passano,
1960), como es el caso de transporte de proteinas, donde la actividad de la
hemocianina coincide con los valores de proteinas durante los diferentes estadios
de muda (ver figura 21 y 22) posee la tendencia siempre de aumentar momentos
antes de mudar y minima en la intermuda (Bursey y Lane, 1971; Chen y Cheng,

1993), lo que se traduce que se eleva los valores debido a que inicia el proceso
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de transporte de nutrientes y metabolitos para el proceso de renovar el nuevo
exoesqueleto. Reportes en F. duorarum silvestres adultos muestran en promedio
0.77 mmol/l de hemocianina (Carrillo et al., 2006; Rosas et al., 2007), quizas estos
valores por debajo al trabajo actual (ver tabla 4) se deba a que en los adultos los
cambios de muda son menores y que por lo generalmente la energia es utilizada

en reproduccidn.

Los camarones peneidos no presentan un requerimiento dietético de la glucosa
debido a que ésta puede provenir de la gluconeogénesis a partir de los
aminoacidos (Wiglesworth y Griffith, 1994), por lo que algunos reportes de que el
ciclo de muda no tuvieron efecto en la glucosa ni en la hemocianina (Ferraris et al.,
1986; Cheng et al., 2002). Este metabolito es utilizado principalmente como
fuente de energia metabdlica directa, y donde la razén del uso y aprovechamiento
de este carbohidrato de la dieta esta fuertemente influenciado por el estadio de
muda (Gaxiola et al., 2005). Valores en silvestres se reportan en promedio 0.18
mg/ml en el tejido circulante, que por efecto del gasto energético este disminuye
drasticamente (Rosas et al., 2007). En nuestro trabajo vemos como los valores
disminuyeron momentos antes de mudar, pero los valores son mayores en los
domesticados que los silvestres, puede traducirse como efecto del
aprovechamiento que tienen sobre la dieta artificial. La falta de glucosa en los
estadios de premuda, es nivelada a través de las reservas de glucégeno que

existen en el hepatopancreas (Passano, 1960).

Los acilglicéridos forman parte importante en los camarones peneidos ya que son
una fuente importante de energia altamente digerible (Fenucci y Haran, 2006), el
hecho de que aumente en el hepatopancreas a diferencia de la sangre, se deba a
que la mayor porcion de reservas organicas de lipidos en el hepatopancreas de
los crustaceos son acumuladas en durante la intermuda (C), casi enteramente
para la formacion de acidos grasos y glicerol (Passano, 1960). Muchas de estas
reservas son convertidas a glucégeno y entones a glucosa para la formacion de

quitina (Renaud, 1949). También Rosas et al. (2007), reportan que los
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acilglicéridos en sangre estan alrededor de los 0.28 mg/ml, valores cercanos al
promedio registrado en los silvestres y domesticados. Cabe sehalar que Xu et al.
(1994) y Lim et al. (1997) sugieren que la composicion de acidos grasos de la
dieta para distintas especies de peneidos, principalmente considerados los
esenciales se refleja en composicion de diversos tejidos como musculo y en

especial en el hepatopancreas.

El colesterol por su parte es muy importante en los crustaceos todo esto porque es
un componente de membrana y precursor de la hormona de la muda (ecdisona), y
representa un nutriente esencial en crustaceos dado que no lo pueden sintetizar
algunos productos del colesterol (Teshima, 1972), razén por la cual el colesterol
debe ser suministrado en la dieta, tanto natural como en dietas artificiales. En
nuestra dieta utilizamos una proporcién de 8.70 % de lipidos para evaluar el
crecimiento y fisiologia por estados y de acuerdo con Bray et al. (1989) las dietas
que se utilizan para maduracién contienen 3% mas lipidos totales que las que se
usan en crecimiento, y es normal usar entre 6 y 17% de lipidos para maduracion.
De igual manera los niveles de colesterol disminuyeron al momento de mudar,
debido al gasto en la utilizacion de construccibn de membrana y crecimiento
celular. Nuestros resultados por estadios coincide con los reportes de Renaud
(1949) quien reporta para el cangrejo Cancer pagurus que los valores mas

elevados son justo antes de la muda y valores bajos en la intermuda.

Las proteinas son el componente mas importante del cuerpo de los animales
representando el 45-75% del tejido seco, siendo indispensable en el
mantenimiento del organismo y el crecimiento, a la vez es uno de los ingredientes
mas costosos en las dietas de camarones peneidos, comunmente utilizado como
componente la harina de pescado (Garcia-Galano, 2006). Se ha reportado que
uno de los factores que podria variar los requerimientos proteicos seria el proceso
de domesticacion y las variaciones que este puede traer consigo en la capacidad
de utilizar los nutrientes del alimento (Cuzon et al., 2004), explicando en este

trabajo como la dieta utilizada de 40% proteina animal, fue suficientemente
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eficiente y por lo general fue aprovechada por domesticados explicada
anteriormente sobre el crecimiento. Pero aun asi los valores promedios (ver tabla
4) explican que en los diferentes estadios el comportamiento son iguales tanto en

hepatopancreas y sangre en ambos origenes.

El glucogeno, una reserva utilizada para la formacion del exoesqueleto y su
sintesis es fundamental en el crecimiento (Loret, 1993), este glucdégeno es
convertido a glucosa, el cual en el curso de la formacion de quitina, es convertido
a glucosamina y acetilglucosamina, que mas tarde es polimerizada para formar la
quitina (Passano, 1960). Tal como nuestros resultados, se observa como los
valores de glucosa baja en sangre y aumenta en el glucdégeno del hepatopancreas
(ver figura 23 y 24), respondiendo que efectivamente el glucogeno sera utilizado
para obtener glucosa. Los valores mayores fueron en estadios D1°"" y D2, es
decir estan cercanos al momento de la ecdisis, y de igual manera Passano (1960),
Anger (2001), Cuzon et al. (2003) y Galindo (2007) reportan que el glucogeno en
hepatopancreas continua declinando establemente alcanzado su maximo en
valores al final de la ecdisis. En camarones rosados silvestres se reportan valores
promedios de glucégeno alrededor de 0.09 mg/g (Rosas et al., 2007), valores muy
bajos en comparacion con lo del presente trabajo, podriamos atribuir esto a que
las reservas se mantienen mas estables debido a la individualizacién de los
organismos en un espacio determinado, donde el gasto es muy bajo con respecto
a la libertad de desplazamiento en su medio, independientemente que en

momentos de mudar se quede inmovil y refugiado (Fuss y Ogren, 1996).

7.3.1 Analisis multivariado:
El andlisis mas efectivo para evaluar las 11 variables conjuntas de sangre y

glandula digestiva fue utilizando las funciones empiricas ortogonales. Se analiz6
toda la matriz de datos bioquimicos, agrupados por estadio de muda y origen de
los organismos. De esta forma, fue posible extraer la informacion cuantitativa

sobre la fuente de variacion y comparar los efectos.
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Se obtuvieron valores altos de correlacion entre las variables bioquimicas y los
estadios de muda. Estos resultados confirman que las variaciones observadas
dependen del estadio de muda. Asi, se producen cambios ligados y conectados,
ya sea inversa o directamente. Se observa que son los estadios de premuda
tardia (D1°"") y postmuda temprana (A), tanto en silvestres como en domesticados,
los momentos del ciclo de muda en los que las variables se comportan de manera
extrema dado que se producen cambios fisiologicos en los individuos en el periodo
cercano a la ecdisis. Estas variaciones son caracteristicas y otros autores han
demostrado anteriormente esta relacion (Bursey y Lane, 1971, Chen y Cheng,
1993; Rosas et al., 2007).

El modelo que se generod indica que existe un efecto de la capacidad osmoética y
de la concentracidon de las proteinas sobre el estado fisioldgico de los organismos
silvestres y domesticados. Estas variables pueden ser consideradas como las
mejores indicadoras de adaptacion, como proponen Galindo (2007) y Charmantier
et al. (1994). En los resultados de este trabajo, el factor 1 comprende a la
capacidad osmotica lo que permite inferir que la activacion del proceso de
absorcion de agua en premuda, controlado hormonalmente por la hormona
hiperglicemiante que promueve la actividad de la bomba Na'+K'ATPasa en el
momento de la muda, que ocurre en el estadio D2. El efecto de las proteinas,
puede ser producto de una buena dieta administrada en los experimentos y que
los organismos pudieron aprovecharla, y porque sin duda las proteinas son un
componente de las reservas que mas son acumuladas en hepatopancreas
durante la intermuda para ser utilizadas en todo el proceso ciclico de crecimiento y
que ocurre tantos en silvestres como en domesticados. Esto coincide con lo que
reporta Rosas et al. (2002) que camarones cultivados estan bien adaptados al uso
de proteinas como fuente de energia y como molécula para el crecimiento,
también para mantener la presion osmatica y para producir glucégeno y glucosa a

través de las rutas gluconeogénicas.
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7.4 Colageno en musculo:

El colageno es un esencial constituyente del armazdn extracelular de los animales,
y ha sido siempre una seleccion ideal para los estudios de tendencias
evoluciononistas y de relaciones funcién-estructura (Sivakumar et al., 2000),
ademas otra importancia se sugiere como factor que determina la textura o
firmeza del musculo (Mizuta et al., 1994). Estudios previos sobre el colageno,
fueron primeramente realizados para determinar el contenido y caracterizacion
bioquimica por Kimura et al. (1969). A través del tiempo han sido elaboradas
estrategias efectivas para purificar el complejo colageno, hasta llegar a aislar en

forma pura 9 simples especies moleculares o tipos de colageno.

Diversos son los trabajos realizados en musculos de crustaceos para analizar
contenido y caracterizacion parcial del colageno y colagenasa (Yoshinaka et al.,
1989; Kimura y Tanaka, 1986; Mizuta, 1994), ademas de caracterizar las
diferentes especies moleculares que se presenta el colageno (Sivakumar, et al.,
2000), e incluso para analizarlo como actividad enzimatica en hepatopancreas
(Burgos-Hernandez et al., 2005). También existen estudios en otros grupos
taxondmicos que generalmente vincula un mismo trabajo en la extraccion vy
analisis del colageno, donde se reporta niveles y expresiones de las bandas, como
se reporta para algunos cefalépodos (Morales et al., 2000), en el calamar gigante
Dosidicus gigas (Torres-Arreola et al., 2008), en la sepia Sepia officinalis
(Sivakumar y Chandrakasan, 1998).

Pero hasta el momento no se encuentran trabajos sobre F. duorarum, es la
primera vez que se reporta, a través del patrén electroforético, las fracciones de
colageno total, tipo soluble en sales (CSS), y siendo comparado entre silvestres y
domesticados. Pues es de notarse que el peso molecular de las bandas que el
CSS se mantuvieron entre 45.7 y los 78 kDa, tomando como referencia un
marcador de alto rango. Este resultado se reporta por primera vez para esta
especie. Otros autores, obtuvieron un peso molecular del colageno alrededor de
los rangos 25 a 45 kDa en el hepatopancreas de L. vannamei (Burgos-Hernandez
et al., 2005).
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El colageno se origina por una proteina precursora llamada tropocolageno que
mide alrededor de 300 nandmetros de largo y 1,4 nm de diametro. EI
tropocolageno esta formado por tres cadenas polipeptidicas, llamadas cadenas
alfa (a), constituidas por un polipéptido, formado por una repeticion de tres
aminoacidos siendo muy ricas en prolina, hidroxiprolina y glicina (Eyre, 1987), las
cuales son fundamentales en la formacion de la superhélice. La hidroxiprolina
constituye alrededor de un 10 a 12 % de todos los residuos aminoacidicos del
colageno, que suele utilizarse como criterio analitico para evaluar la cantidad de

colageno (tejido conectivo) presente en productos carnicos.

Se ha reportado que el colageno esta constituido por tres cadenas polipéptidas (a)
con pesos moleculares cercanos a los 100 kDa, debido a que el colageno en su
mayoria esta constituido por hidroxiprolina, y una de ellas esta unida entre si por
un entrecruzamiento intramolecular que se conoce como cadena B (Mizuta et al.,
2002). Cabe mencionar que la aparicion de bandas extras alrededor de los 132
kDa en los geles de CSS, apreciados en ambos origenes (figuras 40 y 41) se debe
a que aparecen cadenas a y cadenas 3 del colageno, y que esto es debido a que
la sal (NaCl) presenta la menor capacidad de solubilizar al colageno puro debido a
la alta fuerza idnica del medio, y permite solubilizar parte del colageno, es decir las
cadenas a y B sin entrecruzamiento intra e intermolecular (Torres-Arreola et al.,
2008).

Otra observacion interesante, es la manera en la que se distribuye el CSS en los
distintos estadios de muda. Es muy uniforme en las bandas, pero son mayores en
los estadios B2 y C, justo cuando estan en intermuda, siendo el momento cuando
los organismos estan en intermuda. En este momento, los nutrientes estan siendo
aprovechados, las reservas energéticas son acumuladas en el hepatopancreas
(Passano, 1960), ademas el exoesqueleto es recalcificado y el nuevo tejido es
formado. Es interesante como en el gel, las bandas van desapareciendo en los
estadios cercanos a la ecdisis, debido al desgaste energético sometido al mudar, y

es muy alentador comprobar la hipétesis sobre la proporcion de diferencias del
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colageno que se esperaba encontrar por unidad de proteina en los silvestres en

comparacioén con domesticados.

Se observé en la comparacion de origenes, los silvestres se marca las bandas por
unidad (cantidad de proteina presente) y también por volumen mucho mas que los
domesticados, esto quizas se deba que en el medio natural los organismos
obtienen todos los aminoacidos requeridos de su dieta, que se transmite en una
mejor calidad proteica que permite la formacion de tejidos mucho mas rapido y
mas consistentes. En cautiverio, las dietas estan preparadas para una obtener
mejor calidad en crecimiento y textura de los organismos, ésta a su vez
dependiendo del origen de la proteina, ya que los camarones domesticados estan
adaptados al uso de proteinas como fuente de energia (Rosas et al., 2007). En
nuestro trabajo utilizamos proteina a base de harina de pescado y calamar, donde
el andlisis bromatolégico de nuestra dieta, marca una escasa falta de
hidroxiprolina y glicina, que basicamente son los principales constituyentes del
colageno, por lo que se esto se traduce en un porcentaje bajo de proteinas por

unidades, observado en las bandas del gel de poliacrilamida.
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8. CONCLUSIONES.

» La duracion promedio del ciclo de muda fue muy parecida para camarones

silvestres (10 dias) y domesticados (11 dias).

» EIl crecimiento de organismos silvestres fue ligeramente menor a los
domesticados, bajo condiciones controladas de salinidad y temperatura,
con un incremento en peso diario en silvestres fue de 0.024 g/dia mientras

que los domesticados de 0.084 g/dia.

» Los camarones domesticados reducen su consumo de alimento en un 20%

30 horas antes del evento, pero no dejan de comer.

» El estatus fisiolégico que presenta el camaron rosado fue marcado como
saludable. Las diversas variables quimicas se comportaron normales a los
estandares de los peneidos, con mayor efecto en el estadio de postmuda
(A) y premuda tardia (D1°7").

» Los resultados del analisis multivariado permiten decir que la capacidad
osmotica tiene un efecto en animales silvestres y domesticados, como
efecto de la absorcidn de agua esta siendo controlada hormonalmente a
través de la hormona hiperglicemiante, que promueve la actividad de la

bomba Na'+K*ATPasa en el momento de la muda.

» EIl colageno es un indicador de la firmeza en musculo, los camarones
rosados silvestres y domesticados marcan bandas entre 47.5 y 75 kDa que
corresponde a colageno soluble en sal, con ausencia de bandas momentos
antes de mudar como parte del desgaste energético que este proceso

implica.
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APENDICES.

Apéndice 1: Programacion realizada en MATLAB versién R2007a, del analisis
multivariado para determinar el patron de variabilidad conjunta y correlacién
entre los origenes silvestres y domesticados por estadio y variables
medidas, usando como base las Funciones Empiricas Ortogonales (FEOs).

o)

% Programa para leer los datos de camarones

clear all, close all

domest=load ('Domesticados.txt"');

silves=load('Silvestres.txt"');

% Cada una de las matrices anteriores tiene los datos ordenados por
columnas:

% Cl-Individuo, C2-Estadio

% Sangre:

C3-Acilgliceridos C4- Glucosa C5-Colesterol C6-Proteinas C7-
Hemocianina

C8 -Capac. Osmotica

% Hepatopancreas

C9-Acilgliceridos C-10GlucosaCll-Colesterol Cl2-Proteinas C1l3-
Glucogeno

o°

o°

o°

[o)

% Para tomar solo la variabilidad o, los cambios, se extrae la media
for jj=1:2
if jj==1
for 1i=3:13
$domest (:,1i)=domest (:,11) /max (abs (domest (:,11i)));
domest (:,1i)=domest (:,1ii)-meannan (domest (:,11)):;
end
else
for 1i=3:13
$silves(:,ii)=silves(:,11)/max(abs(silves(:,11)));
silves(:,ii)=silves(:,1i)-meannan(silves(:,1ii));
end
end
end

estadios=[1:9];

% Hay que almacenar en una matriz los modos lider para los indiwviduos
% domesticados y silvestres

modoslider=zeros (2,11);

% Todo el procedimiento siguiente se tiene que hacer para cada
conjunto:

[o)

% Sivestes y Domesticados

[o)

% Es necesario para cada estadio tener un dato "representativo", de
cada

104



Estatus Fisiologico y Descripcion de la frecuencia de muda de Farfantepenaeus duorarum en silvestres y domesticados.

% conjunto de individuos, en la siguiente parte del programa calculo
1

% prom por estadio

matdat=zeros (9,12);

matdat (:,1)=estadios’';

0]

for jj=1:2

if ji==
datos=domest;

else
datos=silves;

end

for ii=1l:length (estadios)
rr=find(datos (:,2)==estadios (ii));

o)

% se calcula el promedio de cada variable por estadio
for kk=3:13
matdat (ii, kk-1)=meannan (datos (rr, kk)) ;
end
end
if 3i==
matdomest=matdat;
else
matsilves=matdat;
end
end
% La matriz matdat es la matrices con los datos que se deben de
trabajar son
% matdomest y matsilvest
% Notar que la matriz de domesticados para el estadio D'' no tiene
valor

o)

% asi que hay que eliminar ese estadio del analisis

for jj=1:2
if jj==
datos=matdomest (1:6,2:12);
datos=[datos;matdomest (8,2:12)1;
else
datos=matsilves (1:6,2:12);
datos=[datos;matsilves (8,2:12)];
end
Descomposicon en valores singulares de la mtz de datos
u,s,v]=svd(datos) ;
las columnas de s*u son las series de tiempo de la amplitud
Las columnas de V son los modos principales de variabilidad de
cada dato medido
Los elementos de la diagonal de S son los eigen valores que
tienen la informacion de la componente de la varianza
'prueba de svd'
max (max (datos—(u*s*v')))
% los vectores columna de v son los modos
'Porcentaje de varianza contenida en cada modo'
ss=(diag(s) .”2)/sum(diag(s).”2)*100
pcicicjcierclciercciereclciercicierccyeiercicierclciercrcieieiciclerccierccyeleNciclercclerercleierclclerelcic

o)

% Si queremos ponerle las unidades a los modos espaciales,

o° — o°

o° o o°

o
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% se elije la siguiente opcion en lugar de la anterior
v=v*s';
if mean(v(:,1))<0
v=-1*v;
u=-1*u;
end

$QQQRLRLAEECERRLRLEECLRRLRLRECCELRRLLEECLERRLLEECELRRLRLERCLRQALRLLELELRQRLRL(LELRLRQRL[LEELRQALALQE
% se guarda la los primeros tres modos para estimar las
proyecciones
sespacial=v(:,1:3);
sespacial=sespacial’';
if jj==
espdomest=sespacial;
tempdomest=u(:,1:3);
modoslider (jj, :)=espdomest (1, :);
else
espsilves=sespacial;
tempsilves=u(:,1:3);
modoslider (jj, :)=espsilves(l,:);
end
end

$QQQRLRLEEECEQRRLRLEECLRRLRLREECELRRLRMEELLERRLLEECELRRLRLERCLRQARLLELRLRQALRL(LELRLRRL[LERLRQLAQELQE
% Graficas del modo mas energetico
figure

plot (espdomest (1,:),'--r")

hold on

plot (espdomest (1,:),'.r")

plot (espsilves(l,:),'b")

plot (espsilves(l,:),'.b")

grid on

xlabel ('Variable medida')

title('Patron de variabilidad conjunta: rojo-domesticados azul-
silvestres')

ylabel ("Amplitud Modo 1'")

'Coeficiente de correlacion variables (Pearson):'
correl=(-1*corrcoef (espsilves (2, :),espdomest (2,:)));
correl(1l,2)

14

figure

plot (tempdomest (:,1),"'--x'")

hold on

plot (tempdomest (:,1),"'.x")

plot (tempsilves(:,1),'b")

plot (tempsilves(:,1),"'.b")

grid on

xlabel ('Estadio')

title('Patron de variabilidad conjunta: rojo-domesticados azul-
silvestres')

ylabel ("Amplitud Modo 1'")

'Coeficiente de correlacion estadios (Pearson):'
correl=(-1*corrcoef (tempsilves (2, :), tempdomest (2,:)));
correl(1l,2)
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gaddddadadaddaddadaddaddaddadadadddaddadddadaddadadaadeadadadaaeceaeeaa s

$QQQQRLEAEECRQRLRLRAEELRQALRMAEEMEQRLRLEMAECELRANRMLRAEMELRQALAEMELRQALRLMEEMELRQALRMLLELRQRQRMLMEEELRQAQMQEEE
% Graficas del segundo modo
figure

plot (espdomest (2,:),"'--r")
hold on

plot (espdomest (2, :),
plot (espsilves(2,:),'b")
plot (espsilves(2,:),
grid on

xlabel ('Variable medida')

title('Patron de variabilidad conjunta: rojo-domesticados azul-
silvestres')

ylabel ("Amplitud Modo 2'")

figure

plot (tempdomest (:,2),"'--r")

hold on

plot (tempdomest (:,2),"'.x")

plot (tempsilves(:,2),'b")

plot (tempsilves(:,2),"'.b")

grid on

xlabel ('Estadio')

title('Patron de variabilidad conjunta: rojo-domesticados azul-
silvestres')

ylabel ("Amplitud Modo 2'")
yclclclcclcccccccccclccccccccclcycccccc e e el e e cycHcycHcHcHcHcHcHcHcccHcchcHcHcccCCCCCCCCICCICHC

pcicjercieicicierciercyerciciccieicyeyciercicieciercyercierciciercieycyercicieiciercierciercicieciercyercieaelciecyeacyeaclchelcleIcie
@REEREEEEEEE
% Parte para la comparacion entre cada individuo y el primer modo de
variabilidad
Eaaccecicaeiceieicicieciceeicicierciciecicieieicicicrciciereicyeieycicierciciereicieierciciercicyeyecieiercicierecyeiecicle
@REEREEREEEEE
kk=0;
for ii=1:2

% domest=load('Domesticados.txt');
$silves=load('Silvestres.txt');

if ii==1

datos=[domest (1:17, :);domest (20:29, :);domest (31:67, :);domest (69:74, :)]

’

else

datos=[silves(1:5,:);silves(7:21,:);silves (23:59,:)]1;
end
for jj=l:length(datos(:,1))

kk=kk+1;

correl=(-1*corrcoef (datos(jj,3:13),modoslider (ii, :)));

if kk==

matcorrelt=[ii datos(jj,1l) correl(l,2)];
else
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matcorrelt=[matcorrelt;ii datos(jj,1) correl(l,2)]1;
end

end
end
%$'Matriz de correlacion modo vs individuo'
% matcorrel
kk=find (abs (matcorrelt (:,3))>0.95);
'Correlaciones modo (l-domest, 2-silves) vs individuo > 0.95'
matcorrel=matcorrelt (kk, :)
% Graficas para el caso de los individuos domesticados
figure
kk=find (matcorrel (:,1)==1);
plot (modoslider(1,:),'--r")
hold on
for ii=l:length (domest (matcorrel (kk,2),1))

plot (domest (matcorrel (kk(ii),2),3:13),'k")
end
grid on
xlabel ('Variable')
title('Patron de variabilidad domesticados: rojo-Modo 1 negro-
Individuos')
ylabel ('Amplitud')
% Graficas para el caso de los individuos silvestres
figure
kk=find (matcorrel (:,1)==2);
plot (modoslider(2,:),'--r")
hold on
for ii=l:length(silves (matcorrel (kk,2),1))

plot (domest (matcorrel (kk(ii),2),3:13),'k")
end
grid on
xlabel ('Variable')
title('Patron de variabilidad silvestres: rojo-Modo 1 negro-
Individuos')
ylabel ('Amplitud')
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Apéndice 2: Programacion realizada en MATLAB versién R2007a, del analisis
multivariado para determinar patron de la variabilidad de las variables en
Sangre y las variables en Hepatopancreas, en cada conjunto de individuos:
domesticados y silvestres, usando como base las Funciones Empiricas
Ortogonales (FEOs).

[o)

% Programa para leer los datos de camarones

clear all, close all

domest=load ('Domesticados.txt"') ;

silves=load('Silvestres.txt');

% Cada una de las matrices anteriores tiene los datos ordenados por
columnas:

% Cl-Individuo, C2-Estadio

% Sangre:

C3-Acilgliceridos C4- Glucosa C5-Colesterol C6-Proteinas C7-
Hemocianina

C8 -Capac. Osmotica

% Hepatopancreas

C9-Acilgliceridos C-10GlucosaCll-Colesterol Cl2-Proteinas C13-
Glucogeno

o°

o°

o°

[o)

% Para tomar solo la variabilidad o, los cambios, se extrae la media
for jj=1:2
if jj==
for 1i=3:13
$domest (:,1i)=domest (:,11) /max (abs (domest (:,11i)));
domest (:,1i)=domest (:,ii)-meannan (domest (:,11i)):;
end
else
for 1i=3:13
%silves(:,ii)=silves(:,1i1)/max(abs(silves(:,11)));
silves(:,ii)=silves(:,1i)-meannan(silves(:,ii));
end
end
end

estadios=[1:9];

o)

% Todo el procedimiento siguiente se tiene que hacer para cada
conjunto:

o)

% Sivestes y Domesticados

Q

% Es necesario para cada estadio tener un dato "representativo", de
cada
o)

% conjunto de individuos, en la siguiente parte del programa calculo
1

% prom por estadio

®

matdat=zeros (9,12);
matdat (:,1)=estadios’';
for jj=1:2

if jj==
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datos=domest;

else
datos=silves;

end

for ii=1l:length (estadios)
rr=find(datos (:,2)==estadios (ii));

o)

% se calcula el promedio de cada variable por estadio
for kk=3:13
matdat (ii, kk-1)=meannan (datos (rr, kk));
end
end
if ji==
matdomest=matdat;
else
matsilves=matdat;
end
end
% La matriz matdat es la matrices con los datos que se deben de
trabajar son
% matdomest y matsilvest
% Notar que la matriz de domesticados para el estadio D'' no tiene
valor

o)

% asi que hay que eliminar ese estadio del analisis

for j3j=1:2
if Jj==
datos=matdomest (1:6,2:12);
datos=[datos;matdomest (8,2:12)1;
else
datos=matsilves (1:6,2:12);
datos=[datos;matsilves (8,2:12)];
end
for ii=1:2
if ii==
$dat=datos (:,1:6);
dat=datos(:,2:5);
else
$dat=datos(:,7:11);
dat=datos (:,8:11);
end
% Descomposicon en valores singulares de la mtz de datos
[u,s,v]=svd(dat) ;
'prueba de svd'
max (max (dat-(u*s*v')))
% los vectores columna de v son los modos
'Porcentaje de varianza contenida en cada modo'
ss=(diag(s).”2)/sum(diag(s) .”2)*100
$QQQRLRLEEECERRLRLEECLERLRLAEECELRRLRLEELLERLRLREELELRQARMLERLEQRRRL(LERQRQRRLRLELEQQA.
% Si1 queremos ponerle las unidades a los modos espaciales,
v=v*s';

gadddddadadagdaddadaddaddaddadaagdadddadaaddddaddadadaaaeadadadaaeceaceaaadaeads
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proyecciones

sespacial=v(:,1:3);

sespacial=sespacial’';

if ii==
espdomest=sespacial;
tempdomest=u(:,1:3);

else
espsilves=sespacial;
tempsilves=u(:,1:3);

end

end

% se guarda la los primeros tres modos para estimar las

g4ddddddddaddaddadddddddaddadagdadddadddddddddadddadadadaddaacdeddaeeagaaceadd

o)

% Graficas del modo mas energetico

figure

plot (espdomest (1,:),'--r'")

hold on

plot (espdomest (1,:),'.r")

plot (espsilves(l,:),'b")

plot (espsilves(l,:),"'.b")

grid on

xlabel ('Variable medida')

ylabel ("Amplitud Modo 1'")

if ii==1

title('Patron de variabilidad conjunta domesticados:

sangre azul-hematopancreas')

else

’

rojo-

title('Patron de variabilidad conjunta silvestres: rojo-sangre

azul-hematopancreas')
end

figure

plot (tempdomest (:,1),"'--r")

hold on

plot (tempdomest (:,1),"'.r")

plot (tempsilves(:,1),'b")

plot (tempsilves(:,1),"'.b")

grid on

xlabel ('Estadio')

ylabel ("Amplitud Modo 1'")

if ii==

title('Patron de variabilidad conjunta domesticados:

sangre azul-hematopancreas')

else

rojo-

title('Patron de variabilidad conjunta silvestres: rojo-sangre

azul-hematopancreas')
end

gdadagaddagagadddadagaddadagadaagadaddadadgaddadadgadaadadgadaagacgeadgedeacdd

end
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