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RESUMEN

La langosta espinosa del Caribe (Panulirus argus) es la especie de mayor
importancia econdémica en la region del Caribe, es por ello que se realizan
diversos estudios para conservar este recurso.

En el presente trabajo se caracterizaron las Colinesterasas presentes en el
musculo de la langosta espinosa del Caribe Panulirus argus. Los resultados
indicaron la presencia de ambas colinesterasas en el musculo: una
Acetilcolinesterasa (AChE) en alta concentracion que tiene preferencia por el
sustrato acetiltiocolina (ASChl) se inhibe con BW284C51 y una Butirilcolinesterasa
BChE que fue detectada con muy poca actividad.

Asi mismo se determinaron las actividades de la AChE en el musculo de langosta
espinosa del Caribe expuestos a diferentes tratamientos de temperatura (18°, 25°,
30° y 25°-30°C). Se determind que no existe una correlacién estadisticamente
significativa entre la temperatura y la actividad de la AChE. No se encontraron
diferencias en la actividad de la AChE entre el tamafio (peso y talla). En cuanto a
la correlacion del tamano y el efecto de la temperatura no se registraron
diferencias significativas.

Toda la informacion obtenida nos permite contribuir para estudios de biomonitoreo

en el Caribe Mexicano ante un panorama de cambio climatico.



l. INTRODUCCION

La Region del Gran Caribe es considerada como el mayor productor de langosta
espinosa en todo el mundo representando el 17% de la produccion mundial. La
especie mas importante es la langosta espinosa del Caribe Panulirus argus, es por
ello que se realizan varios estudios para poder conservarla, ya que su ciclo de vida

es muy largo. (Cruz et.al., 1995)

Se realiz6 este trabajo con el objetivo de investigar el efecto de la temperatura de
aclimatacion (18°, 25°, 30°C y una rampa de 25° a 30°C) sobre la actividad de las
colinesterasas (ChE) en el musculo de Panulirus argus, como parte de un estudio
mas amplio para poder entender como se comportan los organismos expuestos
hacia un estrés térmico como consecuencia del cambio climatico global. Las
colinesterasas se han utilizado tradicionalmente para evaluar el efecto toxico de
plaguicidas, en especial organofosforados y carbamatos. También han sido
evaluadas como biomarcadores de estatus nutricional, hipotiroidismo, cancer,
procesos inflamatorios y otras condiciones, por lo cual pudiera ser un biomarcador

interesante ante un evento de estrés térmico. (Rodriguez, 2005)

Sin embargo, para poder utilizar de forma confiable este biomarcador, es
necesario primero caracterizarlas. Esto se debe a que se ha encontrado que un
mismo organismo puede tener mas de una ChE presente y de que su distribucion
en los tejidos varia entre las especies presentando diferente sensibilidad ante

diferentes estresores.

El presente trabajo esta dividido en dos partes: La primera consiste en la
caracterizacion bioquimica de las colinesterasas presentes en el musculo de la
langosta espinosa del Caribe, con base en su preferencia al sustrato y su
sensibilidad a inhibidores especificos. En la segunda parte se determiné el efecto
de la temperatura de aclimatacion para establecer si hay una relacion entre la
actividad de colinesterasas y la temperatura. Esto puede ser muy importante y
contribuir para el establecimiento de estudios de biomonitoreo futuro en el Caribe

Mexicano ante un escenario de cambio climatico.



. ANTECEDENTES

La langosta espinosa del Caribe Panulirus argus (Latreille,1804) estd ampliamente
distribuida desde el sur de EE.UU. a Brasil y todo el Caribe (Butler et al., 2011).
Son depredadores de varias especies benténicas marinas y rapaces. Su gran
tamano y abundancia las hacen ecoldégicamente importantes como enlaces en las
redes alimentarias de mares templados. Ademas, las langostas espinosas
soportan algunas de las mayores pesquerias comerciales en el mundo siendo
Panulirus argus el recurso pesquero mas importante del Gran Caribe (Perera et
al., 2007). Debido a la intensa explotacion de esta pesqueria, muchas poblaciones
estan disminuyendo (Ehrhardt, 2005; Chavez, 2009).

Panulirus argus es la base de las pesquerias mas importantes en el estado de
Quintana Roo, de ella dependen en forma directa alrededor de 2 600 familias de
pescadores. En ciertos lugares, como en Isla Contoy, al norte de Quintana Roo,
las langostas presentan migraciones masivas con movimientos horizontales muy
amplios (Gonzalez-Cano, 1991). Por otro lado, las poblaciones de P. argus en la
region del Gran Caribe tienen alta conectividad por medio de la dispersion durante
su fase larvaria oceanica (5-9 meses), que es influenciada en gran medida por el
sistema de corrientes marinas y por eventos esporadicos de gran escala, como los
huracanes (Briones-Fourzan et al., 2008; Rios-Lara et al., 2009; Ley- Copper et
al., 2013).

Descripcién de la especie
Panulirus argus es un crustaceo decapodo pertenece a la familia Paniluridae.

Tiene un cuerpo con cabeza térax fusionados llamado cefalotérax y un abdomen,
el cefalotérax esta cubierto por espinas, resaltan dos prominentes cuernos las
cuales cubren los ojos. También esta conformado por 14 segmentos llamados
somitas. Los ojos se encuentran asociados con la primer somita, la boca y sus
estructuras de la tres a la nueve. De la somita 10 a la 14 se encuentran los
pereidopodos o patas caminadoras (Phillips et al. 1980, Porter 2004). EI abdomen
es una estructura muscular que consiste de seis segmentos. Cuatro segmentos

presentan un par de pledpodos o apéndices natatorios. El sexto segmento del



abdomen termina en un telson central que en cada lado cuenta con un par de
urépodos. Esta especie también posee un caracteristico par de largas antenas que
estan cubiertas por cortas espinas. (Fig. 1). (Huchin, 2013)
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Figura. 1. Anatomia de Panulirus argus (Datos tomados de Rios-Lara et al 2013)

Ciclo de vida
Tienen un ciclo de vida largo y complejo que involucra 5 estadios: huevo, larva

(filosoma), postlarva (puerulo), juvenil y adulto (Lozano-Alvarez et al., 2003). Los
machos y hembras se aparean en habitats arrecifales, las hembras incuban los

huevos en zonas mas profundas durante tres semanas (Fig. 2).

Una vez completo el desarrollo embrionario, los huevos eclosionan liberando las
larvas. La etapa larval es oceanica y muy larga, pasan por once estadios de
desarrollo que duran de 5 a 9 meses, tiempo en el cual son ampliamente
distribuidas por las corrientes marinas (Briones et al., 1997). En el undécimo

estadio de filosoma, este sufre una metamorfosis hacia la postlarva denominada



puerulo. El puerulo retorna a la zona costera, se asienta en habitats de vegetacion
sumergida como pastos marinos, macroalgas y manglares, lugar en donde
continua su desarrollo y crecimiento adoptando habitos bentonicos (Briones-

Fourzan y Lozano- Alvarez, 2001).

La etapa juvenil esta representada por tres fases ecoldgicas: juvenil temprano (5-
14 mm, longitud de cefalotérax, LC), asociados a la vegetaciéon sumergida de las
zonas someras; juvenil tardio (15-44 mm LC), que se encuentran en aguas
someras, ocupando principalmente pequenas cavidades en rocas y comienzan a
presentar comportamiento gregario con otras langostas, aparentemente debido a
un aumento en el riesgo de ser depredados. La fase de subadulto (45-79 mm LC)
con habitos gregarios, ocupan una amplia zona de alimentacion y se resguardan
en hendiduras formadas en los arrecifes (Briones-Fourzan et al., 2003). Los
adultos (>80 mm LC), no requieren cohabitar con otros individuos, aunque este
comportamiento no desaparece del todo. Estos organismos ocupan en el dia las
hendiduras de corales o fondos rocosos y por la noche pueden tener amplias
excursiones alimenticias en el arrecife con la posibilidad de tener varios refugios

en el complejo ambiente arrecifal (Briones-Fourzan et al., 2003).
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Figura 2. Ciclo de vida de Panulirus argus (Tomada de Huchin, 2013(Herrnkind,
1980, Butlery Herrnkind, 1997))

Tienen habitos nocturnos omnivoros, se alimentan principalmente de crustaceos y
moluscos, en menor proporcion los equinodermos, algas coralinas, esponjas,
ascidias y materia vegetal diversa (Colinas-Sanchez y Briones-Fourzan 1990,

Briones-Fourzan et al., 2003).

Importancia pesquera
Alrededor del 50% de la captura total mundial de langostas espinosas lo aporta la

langosta espinosa Panulirus argus de ahi la importancia econémica nacional de
esta especie (Phillips y Melville-Smith 2006). Este valioso recurso se encuentra
plenamente explotado y en algunos casos sobreexplotado (FAO 2006, Ehrhardt et
al. 2010), a lo largo de las costas mexicanas, en Yucatan desde el afio de 1970 y
Quintana Roo desde 1955 son los principales estados de captura de P. argus,
aportando el 33% de la produccion nacional de langosta, con alrededor de 1,100 t
anuales en peso vivo (Salas et al. 2005).

En ambos estados la produccion histérica tuvo una etapa de madurez antes de la
década de los 90’s y posteriormente las capturas fueron disminuyendo hasta una

etapa de estabilizacion.



La pesqueria de P. argus ha sido regulada por el gobierno federal estableciedo
una temporada de veda del 1 marzo al 30 junio, una talla minima de captura de
13.5 cm de longitud abdominal equivalente a ~74 mm de longitud cefalotoracica y
la prohibicion de capturar hembras ovigeras. (Herrera, 2011)

La pesqueria de langosta en la peninsula de Yucatan se divide en 4 zonas:
oriente, centro, Progreso y poniente. Se emplean diferentes métodos de pesca en
cada zona, como el buceo libre, buceo con compresor, redes, trampas y casitas
que son grandes refugios artificiales que pueden contener el rango de tamano
completo de las langostas, hechas de cemento y un lado abierto para que las
langostas puedan entrar y salir del refugio. En el Caribe mexicano, al igual que en
Cuba, las casitas han sido extensivamente usadas en la pesqueria de langostas
por mas de cuatro décadas (Cruz y Phillips 2000). En la actualidad existen 17
cooperativas pesqueras dedicadas a la captura de langosta, en donde estan
implicados 525 embarcaciones menores, 25 mayores y mas de 100 alijos con
alrededor de 5,400 personas que participan de manera directa e indirecta en la

pesqueria del recurso (Salas et al., 2005).

Colinesterasas: Clasificacion, distribucion y funcién
Las colinesterasas (ChE) son enzimas clasificadas en el grupo 3 (hidrolasas),

clase 1 (hidrolasas que actuan sobre los enlaces éster), subclase 1 (hidrolasas de
ésteres carboxilicos), que presenta dos grupos homodlogos: la acetilcolinesterasa
(AChE) EC 3.1.1.7 y la butirilcolinesterasa (BChE) EC 3.1.1.8, también llamada

pseudocolinesterasa o colinesterasa no especifica (Sturm et al., 1999).

Es una familia de enzimas cruciales para la respuesta y la funciéon nerviosa,
catalizan la hidrdlisis de la acetilcolina (Payne et al., 1996) produce una colina y un
grupo etilo, esto permite que una neurona colinérgica regrese a su estado de
reposo después de la activacion. Esta actividad ha sido utilizada como marcador
de cambios neuronales en un organismo (Gomes et al., 2014). Los cambios en los
niveles de actividad enzimatica provocan dafio neuronal, asi que dependiendo del

grado de inactivacion de las ChE se puede producir o no la muerte del organismo.



En estudios de ecotoxicologia se han incluido la caracterizacion de ChE en
diferentes 6rganos debido a que se ha encontrado que en el mismo organismo
puede existir mas de una ChE y presentan diferente sensibilidad a los
contaminantes (Sturm et al., 1999). La funcion de la colinesterasa en organismos
acuaticos esta relacionada con el neurotransmisor AChE. Mientras que se
desconoce cual es el sustrato natural de la BChE por lo cual su funcion en los

diferentes tejidos aun esta en estudio (Rodriguez, 2005)

Dentro de las colinesterasas la enzima acetilcolinesterasa (AChE) tiene un papel
principal en el sistema nervioso ya que regulan la transmisién del impulso nervioso
por la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina en colina y acido acético en
vertebrados e invertebrados (Walker y Thompson, 1991). Su inhibicion se
relaciona directamente al mecanismo de accion téxica de los plaguicidas
organofosforados y carbamicos. Esta inhibicidn causa una acumulacién de la
acetilcolina dando por resultado un estimulo continuo y excesivo en las
terminaciones nerviosas o en los musculos lo que lleva eventualmente a la muerte.
Aunque se ha visto que la BChE es una enzima de apoyo a células u otros
elementos no neuronales, se cree que actua como una enzima de barrido en la
desintoxicacion de compuestos contaminantes ambientales en los sistemas
acuaticos. Los programas de monitoreo de productos quimicos neurotoxicos se
basan principalmente en la medicién del grado de inhibiciéon de la actividad de la
AChE, ya que es un util y sensible biomarcador de efecto en organismos
acuaticos, a pesar de la gran variacion en sus propiedades bioquimicas, en la
distribucion en los tejidos y en su sensibilidad hacia los agentes

anticolinesterasicos (Boquené et al., 1990).

Los parametros enzimaticos, constante de Michaelis-Menten (Km) y la velocidad
maxima (Vmax), proporcionan la informacion necesaria para clasificar a las ChEs.
La Vmax corresponde al valor maximo de velocidad al que tiende la curva
experimental, y la Km corresponde a la concentracion de sustrato a la cual la
velocidad de la reaccion es la mitad de la Vmax, lo cual indica que entre menor

Km se tendra una mayor afinidad por el sustrato (Lenhinger, 1978) ( Fig. 3).
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Figura 3. Representacion grafica de los parametros de cinética enzimatica de
Michaelis-Menten Km y velocidad maxima Vmax (Tomada de Rodriguez, 2005)

Estas colinesterasas también pueden distinguirse por su susceptibilidad en
inhibidores especificos (Gomes et al., 2014). La sensibilidad de inhibidores
especificos se ha utilizado para bioquimica y la farmacologia (Pestana et al.,
2014), varian entre especie en vertebrados y poseen dos formas AChE y BChE
dependiendo de la prefererencia. AChE es preferentemente inhibida por
BW284C51 (dibromo 1,5-bis (4 alildimetilamoniofenil) pentano-3-ona) y propidium,
la BChE es inhibida por Iso-OMPA (tetraisopropil pirofosfamida) y bambuterol,
ambas enzimas son inhibidas por Eserina. Para determinar la sensibilidad de la
enzima con los diferentes inhibidores se utiliza el valor de la concentracidon
inhibitoria media (ICso) esta representa la concentracion a la cual se inhibe el 50%
de actividad (Fig. 4), entre menor sea la ICsy se tendra una mayor sensibilidad al

compuesto inhibidor (Rodriguez, 2005).
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Figura 4. Representacion grafica de la concentracion inhibitoria media I1Csg
(Tomada de Rodriguez, 2005)

En vertebrados han sido identificadas dos enzimas la Acetilcolinesterasa (AChE) y
la Butirilcolinesterasa (BChE) o Pseudocolinesterasa (Payne et al., 1996). Estas se
encuentran en organos especificos, la AChE es la enzima asociada a la
conduccion del impulso nervioso y en tejidos como el musculo hidroliza la
acetilcolina en las uniones sinapticas, mientras que la BChE se encuentra en

plasma, higado y otros tejidos (Rodriguez y Gold-Bouchot, 2004).

Por otra parte, varios estudios realizados en invertebrados han mostrado la
colinesterasa con propiedades mixtas y en general los invertebrados tienen una
diferencia significativa en la hidrolisis de ASChl y BSChl; en la mayoria de los
estudios que hay en invertebrados ASChl es el sustrato preferido (Pestana et al.,
2014).

En Mytilus edulis se reporta una ChE en la fraccion microsomal de las branquias
que se inhibe con BW284C51, pero en menor proporcidén a lo que sucede en los
vertebrados (Brown et al., 2004).

Por otro lado, en el gasterépodo Concholepas concholepas (Gonzalez et al., 1990)
y Crassostrea rhizophorae (Monserrat et al., 2002) se reporta una baja sensibilidad

al Iso-OMPA. En todos estos casos la enzima quedo clasificada como una AChE.



Cacciatore et al., (2013) trabajaron con un oligoqueto y un gaster6podo paa
evaluar la absorcion y/o eliminacioén de plaguicidas o diferencias en la sensibilidad
in vitro de ChE en ambos invertebrados. Se necesitdé una concentracion mayor
para inhibir la actividad de ChE un 50% mas en el gasteropodo que en el

oligoqueto.

Se ha reportado en algunos moluscos, como por ejemplo en Corbicula fluminea
(Mora et al., 1999) y en el anélido Hirudo medicinalis (Principato et. al., 1981) la
presencia de una propionilcolinesterasa (PChE) la que se caracteriza por
presentar una mayor velocidad de hidrodlisis con el sustrato PSChl y se propone

denominarla ChE de invertebrados.

Srain y Rudolph, (2010) evaluaron la actividad de AChE en las defensas
antioxidantes y la peroxidacion lipidica en el bivalvos Semele solida, como
bioindicadores del estrés en el medio ambiente en tres diferentes estuarios en el
Pacifico sureste con diferentes grados de alteracion, con el objeto de evaluar el
efecto del estrés ambiental. Presentaron menor actividad en branquias de uno de

los estuarios menos alterado.

En crustaceos, los resultados publicados presentan diferencias en la preferencia
del sustrato por sus ChEs. Por ejemplo, en Squilla mantis (Principato et al., 1988)
se observo que la mayor Vmax se obtiene al utilizar PSChl, esto también se
reporta en el tejido de los ganglios del cangrejo Callinectes sapidus (Habig et. al.,
1988). Por otro lado, en el camarén Palaemonetes pugio el sustrato preferido es
ASChl (Key y Foulton 2002). En la langosta Paliniurus vulgaris se encontré que las

ChEs prefieren como sustrato BSChl (Talesa et al., 1992).

Efecto de la temperatura. Estrés térmico
La temperatura es una de las variables mas influyentes en los organismos,

especialmente en la zona intermareal.

El papel de la temperatura y sus efectos sobre la frecuencia cardiaca de los

crustaceos, pH interno y la actividad del sistema nervioso, se ha caracterizado, ya




sea que una especie actue para buscar o evitar temperaturas particulares para

optimizar un caracter fisiolégico particular (Lewis y Ayers, 2014).

Los crustaceos son incapaces de regular la temperatura interna de su cuerpo y
debe adaptarse para mantener la funcién corporal a pesar de las fluctuaciones en
ambiente (Florey y Hoyle, 1976; Jeffries, 1966; Kivivuori, 1983; McLeese y Wilder,
1958; Young et al., 2006).

Madeira et al., (2012) tuvieron como objetivo probar la condicion fisioldgica,
molecular y las diferencias en la tolerancia térmica del cangrejo Pachygrapsus
marmoratus. Comparo el efecto del sexo tamario y habitat. La condicion fisiolégica
se midio con la temperatura critica maxima (TCMax) y la parte de molecular con la

proteina de choque térmico (Hsp70).

Los resultados mostraron que valores TCMax y produccion Hsp70 son mas altos
en las hembras debido al diferente uso de microhabitats y a la diferente regulacion
hormonal entre machos y hembras. Por lo tanto las reproductoras mostraron
valores mayores para TCMax sin diferencias en Hsp70 pero con mayor
variabilidad en las cantidades mostradas, esto se debe a la gran cantidad de

energia que utilizan al estar en reproduccion.

Anteriormente Serfling y Ford (1975) determinaron el efecto de las temperaturas
22 y 28°C y su potencial para la aceleracion de las tasas de crecimiento naturales
de juveniles de P. interruptus que se encuentran en el océano a una temperatura
de 12° a 20°C. Estas tasas, respectivamente, son cerca de dos y tres veces mayor
que las tasas de crecimiento estimadas en el sur de California. El crecimiento

acelerado a temperaturas elevadas se asocié con una mayor cantidad de mudas.

Thomas et al., (2000) investigaron el efecto de la temperatura de 18, 20, 22 y 24°C
sobre el crecimiento, la alimentacion y metabolismo de langostas post-puerulos,
como parte de un estudio mas amplio del potencial para el cultivo de la langosta
de areas templadas, Jasus edwardsii. No hubo diferencia significativa en el
crecimiento a los 18, 20 o 22°C; sin embargo, el crecimiento disminuyo

significativamente a los 24°C.




Dubber et al., en el 2004, estudiaron la influencia de la temperatura y la dieta
sobre el crecimiento de post-puerulos de Jasus edwardsii. En primer lugar, las
post-puerulos fueron expuestas a temperaturas que abarcan 12-24°C durante un
periodo de tiempo total de 77 dias con una dieta de mejillon. En estas condiciones,
el periodo de intermuda fue el mas largo fue en los tratamientos de 12°C y 24°C y
mas corto en 18°C. Los incrementos de crecimiento eran grandes en 12-18.8°C,
menor a los 21°C y negativa en 24.8°C. Por lo tanto, el crecimiento fue 6ptimo en

18°C, pero la supervivencia fue mayor en 12-16°C.

Perera et al. (2007) describe el comportamiento metabdlico de juveniles de
langosta P. argus en términos de consumo de oxigeno en relacion con el peso
corporal, la temperatura y la alimentacion. El consumo de oxigeno aumenté con el
peso y la temperatura; mientras que la respiracion disminuyod, el consumo de

oxigeno incremento después de la ingestion.

Noyola et al. (2013) evaluaron los efectos de la temperatura en el balance de
energia de los primeros juveniles de Octopus maya en un intento de determinar
los mecanismos fisioldgicos relacionados con la adaptacién a temperaturas
relativamente bajas (que son comunes en la peninsula de Yucatan) en el
crecimiento de esta especie. Se analizaron también acidos grasos en un intento de
entender como las temperaturas experimentales modulan el metabolismo de los
lipidos de O. maya, para explorar si los perfiles de acidos grasos se pueden utilizar
como una herramienta para explicar los mecanismos fisiolégicos que apoyan el

crecimiento de este cefalépodo.



ll. JUSTIFICACION

La determinaciéon de la actividad de las colinesterasas (AChE y BChE) es
ampliamente estudiada y es utilizada como un biomarcador en especies acuaticas,
en vertebrados e invertebrados; debido a que en un mismo organismo pueden
llegar a existir ambas ChE, es necesario el uso de sustratos e inhibidores

especificos que permitan caracterizarlas.

Existe evidencia de que la temperatura es un factor que produce cambios en la
actividad de las ChE; por lo tanto, este estudio nos ayudara a determinar si la
aclimatacion a diferentes temperaturas tiene un efecto en la actividad de ChE de la
langosta espinosa del Caribe, para de esta forma determinar si ante un escenario
de cambio climatico global, esta enzima, que tiene un importante papel en el

sistema nervioso, podria verse afectada.

IV. HIPOTESIS
Las dos colinesterasas existentes en los organismos estaran presentes en el

musculo de la langosta espinosa del Caribe (P. argus).

Las condiciones de la temperatura de aclimatacion, no tendran un efecto en la
actividad de las colinesterasas presentes en el musculo de la langosta espinosa

del Caribe (P. argus).



V. OBJETIVOS
Objetivo General:

Caracterizar las colinesterasas presentes en el musculo de la langosta espinosa

del Caribe y ver si existe un efecto de la temperatura de aclimatacion.

Objetivos especificos:
e Caracterizar mediante el uso de sustratos e inhibidores especificos las

colinesterasas presentes en el musculo de la langosta espinosa del Caribe.
e Determinar si el mantenimiento durante 60 dias a 18°, 25°, 30° o en una
rampa de temperatura de 25°- 30°C, afecta en la actividad de

colinesterasas en musculo de la langosta espinosa del Caribe (P. argus).



VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1. Acondicionamiento de organismos

Las langostas de la especie P. argus necesarias para este estudio, fueron
colectadas por medio de redes de enredo o enmalle en Isla Contoy localizada a 30
kilbmetros de Isla Mujeres, Quintana Roo y llevadas a la Unidad Multidisciplinaria
de Docencia e Investigacion campus Sisal, Yucatan, donde se realizd el
experimento en un sistema cerrado en tanques de recirculacién con aireacion

constante a una temperatura de 24 a 25°C.

Los 105 organismos utilizados para el experimento cumplieron con un periodo de
acondicionamiento de 60 dias en estanques de 2 m largo x 1.40 m de ancho con
una profundidad de 22 cm, la temperatura del agua de mar a 25 + 0.96°C, una
salinidad de 37 UPS y aireacion constante con una densidad de 8 organismos/ m?.
En este sistema, el agua de mar fue recirculada a través de un tanque reservorio y
filtrada con filtros de lecho profundo rellenos con antracita y un fotoperiodo de 12 h

de luz 'y 12 h obscuridad, con el fin de mantener el fotoperiodo de su habitat.

VI.2 Caracterizaciéon de las ChE en musculo

Utilizando las muestras de musculo d la cola de P. argus, acondicionado a 25°C se
procedid6 a hacer la caracterizacion basada en su preferencia de sustrato y

respuesta a inhibidores.

Se peso6 aproximadamente 50 mg del musculo de la langosta, se homogeneiz6 en
buffer Tris 0.05M pH 8.0 ¢ (0.709g en 100ml de agua destilada) en una proporcién
de 200 mg/ ml de buffer utilizando un homogenizador Potter-Elvejhem, hasta que
el tejido quedo totalmente desbaratado, el contenedor del tejido/buffer se mantuvo
en frio durante el proceso. Posteriormente el homogeneizado se centrifugé a 4000
rom por 5 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se colocé en un nuevo tubo

eppendorf. Se congel6 a -20°C hasta su uso. (Ellman, 1961)



espinosa del Caribe, fueron caracterizadas usando sustratos especificos; ioduro

de acetiltiocolina (ASChl) y ioduro de butiriltiocolina (BSChl) para colinesterasas
totales y BChE respectivamente. Se utilizaron concentraciones finales crecientes
de 0.0001 a 10 mM de ASChl y concentraciones finales crecientes de 0.0001 a 1
mM de BSChl. Las diferentes concentraciones de los dos sustratos se prepararon
el mismo dia en que se corrieron las cinéticas. La determinacion de la actividad
enzimatica de las colinesterasas se llevo a cabo con una modificacion del método
de Ellman et al. (1961), adaptada para una microplaca (Rodriguez Fuentes et al.,
2008)

Cada pozo contenia 10 pl del homogeneizado mas 180 ul de buffer, el cual
contenia 5.5’ Ditiobis (2- acido nitrobenzdico) (DTNB) 0.5 mM en buffer Tris pH
0.05 M. 7.4. La reaccion inicia con la adicion de 10 pl de cualquiera de los
sustratos. Se registro la velocidad de cambio de absorbancia por minuto a 405 nm
durante 60 segundos con un retraso inicial de 10 segundos (usando un lector de

microplacas Beckman Coulter).

VI.3 Inhibidores especificos

Las colinesterasas presentes en el homogeneizado del musculo de P. argus
fueron caracterizadas usando inhibidores especificos (Sturm et al. 1999). Eserina
con concentraciones finales crecientes de 0.019248 uM a 19.248 uyM, BW284C51
con concentraciones finales crecientes de 0.009798 uM a 9.7987 uM e Iso-OMPA
con concentraciones finales crecientes de 0.015625 uyM a 15.6625 uM, Cada
celda contenia 10 pl del homogeneizado mas 170 ul de buffer de extraccion, el
cual contiene 5.5’ Ditiobis (2- acido nitrobenzdico) (DTNB), 0.5 mM en buffer Tris
pH 7.4 0.05 M. Los homogeneizados fueron incubados con 10 pl de las diferentes
concentraciones del inhibidor por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, la reaccion inicidé con la adicion de 10 pl de los dos sustratos

ASChl y BSChl. La concentracion de proteinas de los homogeneizados se



sérica bovina fraccion V como estandar.

Para la determinacion de los parametros de la ecuaciéon de Michaellis-Menten,
velocidad maxima (Vmax) y constante de Michaellis-Menten (Km) se calculo
mediante regresion no lineal para los diferentes sustratos. La determinacion del
parametro, ICso se calculé6 mediante regresion no lineal utilizando GraphPad
PRISM version 6.00 (GraphPad Software, Inc., USA). VI.3.

V1.4 Efecto de la temperatura

Una vez transcurrido el periodo de acondicionamiento (60 dias) los organismos
fueron pesados y medidos para ser trasladados a los estanques del experimento e
iniciar su aclimatacién a cuatro condiciones de temperatura diferentes: 18°, 25°,
30° C. la tasa de cambio de temperatura de estos tratamientos fue de 1°C por dia.
Una vez alcanzada la temperatura experimental los organismos fueron mantenidos
en ellas por 30 dias. Para simular patrones de cambio de temperatura estacional
se incluyo un tratamiento de incremento de 25 a 30 °C con una tasa de cambio de
1°C cada 5 dias, por lo cual presentd un incremento constante de temperatura
durante 30 dias. Cada uno de los 4 tratamientos contd con 3 repeticiones con un

valor promedio de 24 organismos por tratamiento.

Para mantener el agua a la temperatura de 30° C se utilizaron calentadores de
vidrio Boyu de 300W, mientras que la temperatura de 25°C se mantuvo con ayuda
del aire acondicionado. Las temperaturas de 18°C y 25-30°C (rampa) se utilizé un
enfriador prime Chiller Current, para esta ultima temperatura el Chiller se
programa para subir 5°C cada 5 dias partiendo de 25°C hasta llegar a 30°C. Las
temperaturas y el oxigeno disuelto se mantuvieron controladas durante el
experimento con el sistema del reservorio del area de ecofisiologia que incluye
filtro Biopro (B-916 External Canister Filter) a su vez cada reservorio por
tratamiento tenia un sistema conectado al tanque reservorio general del area y a
un espumador y se monitorearon tres veces al dia 8:00am, 12:00pm y 8:00 pm

con el oximetro YSI SS Dissolved. La eleccion de estas temperaturas se basé en



la amplia distribucion de P. argus (Holthius 1991). Se distribuyeron los organisms
por talla y peso en cada uno de los tratamientos teniendo 27 para los estanques
de 18°, 26 para 25°, 28 para 30° y 24 para la rampa 25-30°; por cada tratamiento
se utilizaron tres estanques con las siguientes medidas: 80 cm de largo, 40 cm de
ancho y una altura de 25 cm con una densidad aproximada de 90 litros de agua de

mar.

Los tanques estaban conectados a su respectivo reservorio el cual tenia un flujo
constante, con un filtro Biopro (B-916 External Canister Filter) a su vez cada
reservorio por tratamiento tenia un sistema conectado al tanque reservorio general
del area de ecofisiologia y a un espumador. Para poder medir todos los
parametros quimicos como amonio, nitratos y pH se realizé la medicidén dos veces
por semana durante todo el experimento con el kit para pruebas de agua salada
LaMotte.

Cada uno de los estanques fue sifoneado y los organismos fueron alimentados
dos veces al dia, la dieta de las juveniles de langosta se basé en alimento seco
peletizado (tabla 1), las porciones de alimento por tina fueron del 2% de la
biomasa de cada una con un fotoperiodo de 12h luz y 12h oscuridad. A los
organismos se les proporcioné como refugio 3 tubos de pvc por tina con un

diametro de 7cm.




Tabla 1. Componentes del alimento de P. argus

Musculo de calamar 229g
Jaiba fresca 178.2g
Harina de calamar 200g
Harina de pescado 165¢g
Harina de soya 165g
Vitamina A 1.89
Vitamina D 37.5¢g
Booster 6.69
BHT 0.02g
CMC (Carboximetilcelulosa) 20g
Calcio 1.498¢g
Grenetina 36.2¢g

Terminado el experimento de temperatura, se realizd el muestreo para la
obtencién de tejidos en los supervivientes. Se registréo el numero de organismos

vivos al final del experimento.

Los organismos se llevaron al Laboratorio Central de la UMDI e inmediatamente
se saco una muestra de hemolinfa para otros analisis y se procedié a sacrificar a
7 organismos del tratamiento de 18°, 15 del tratamiento de 25°, 22 del tratamiento
de 30° y 12 del tratamiento de 25-30°; cortando el corddon nervioso que se
encuentra entre el cefalotérax y la cola. Se extrajeron tejidos como branquias,
hepatopancreas y musculo que es el tejido de nuestro interés, estas muestras se
llevaron a tubos eppendorf de 2ml y fueron puestas en nitrogeno liquido para
conservarlas y posteriormente se colocaron en el ultracongelador Revco a -80°C

hasta ser utilizadas.



Las muestras de musculo se prepararon como se menciono anteriormente y se
procedid a cuantificar su actividad utilizando como sustrato ASChl a una

concentracion final de 1 mM

Se uso la prueba de Bartlett para evaluar la homogeneidad de varianza; para
evaluar las diferencias entre tratamientos y la actividad de AChE se usé un
analisis de varianza ANOVA de una via y para la correlacion de peso y talla con la

actividad de AChE se utilizé el analisis de correlacion de Pearson.



VIl. RESULTADOS

Caracterizacion de Colinesterasas en musculo de la langosta espinosa del
Caribe (Panulirus argus)

Preferencia de sustratos
En la figura 6 se presentan los resultados de las actividades de la ChE en

musculo, utilizando los sustratos ASChl y BSChl. Se aprecia que existe hidrolisis
para los dos sustratos. Sin embargo, existen diferencias entre ambos compuestos.
Con ASChl existe una mayor actividad, se obtiene una Vmax de 38.08 a 46.88
nmol/min/mg y una Km de 0.2268 a 0.6317uM, mientras que BSChl la Vmax fue
6.330 a 8.716nmol/min/mg y Km de 1.365 a 4.176uM. En la tabla 2 se presenta un

resumen de los resultados de la cinética enzimatica de Michaellis-Menten.
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Figura 6. Representacion grafica de la cinética enzimatica de Michaelis-Menten,
de la actividad enzimatica de las Colinesterasas (ChE) presentes en musculo de
P.argus, utilizando como sustratos ASChly BSChl.

Sustrato Vmax (nmol/min/mg/prot) Km (uM)

ASChl 38.08 + 46.88 0.2268 £ 0.6317

BSChl 6.330 * 1.365 £ 4.176
8.716

Tabla 2. Especificidad de sustrato en musculo de P. argus. Se muestra el valor de
la media * la desviacion estandar.



Inhibidores Especificos
Para caracterizar las ChE presentes en los diferentes tratamientos a los que

fueron expuestas las langostas se utilizaron inhibidores especificos: Eserina (como
inhibidor de las ChE), BW284C51 (como inhibidor especifico de AChE) e Iso-
OMPA (inhibidor especifico de BChE).

Los resultados del uso de estos inhibidores en musculo se presentan en las
figuras 4 y 5. Al utilizar inhibidores especificos en las muestras se observa que
fueron sensibles a Eserina y a BW284C51; en cambio se aprecia una muy baja
sensibilidad al inhibidor especifico para BChE, Iso-OMPA. Los valores de ICsg
obtenidas para cada uno de los inhibidores se muestran en la tabla 3 y 4. Este

comportamiento se observé al emplear como sustrato tanto ASChl como BSChl.
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Figura 7. Actividad enzimatica especifica de colinesterasas (ChE) presentes en el
musculo de P. argus, usando inhibidores especificos de Acetilcolinesterasas.
Eserina, BW284C51, Iso-OMPA.

sustrato Inhibidor ICs0 UM R?

ASChI Eserine 0.06448 0.8537

(0.01829-
0.2273)

Iso- OMPA 2.788 0.03218
(1.686-
4.610)

BW284C51 0.1295 0.9528
(0.06999-
0.2395)

Tabla 3. Valores de ICsp para el sustrato ASChl con inhibidores especificos en
musculos de P. argus



BW284C51 BSChl
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Figura 8. Actividad enzimatica especifica de colinesterasas (ChE) presentes en el
musculo de P. argus, usando inhibidores especificos de Butirilcolinesterasas.
Eserina, BW284C51 e Iso-OMPA



sustrato Inhibidor ICs0 UM R°

Iso-OMPA 1.613 0.2990
(0.1509-
1.610)

Tabla 4. Valores de ICsy para el sustrato BSChl con inhibidores especificos en
musculos de P. argus



Efecto de la temperatura

Supervivencia

Debido a la variable experimental es decir el efecto de la temperatura en la
supervivencia, los 105 organismos al ser expuestos a los tratamientos de las
diferentes temperaturas durante 60 dias, se tuvo un porcentaje del 50% de
supervivencia al final del experimento y solo se trabajé con 56 organismos, siendo
el tratamiento de 30°C en el que hubo una menor supervivencia con el 25% de
langostas, mientras que el tratamiento en el que hubo una mayor supervivencia

fue el de 18°C con un 78.57% de organismos.
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Figura 9. Porcentaje de Supervivencia de P. argus en los diferentes tratamientos

de temperatura

Peso y talla de organismos expuestos a los tratamientos de temperatura

Para determinar si habia una relacion entre el peso y talla con la temperatura a la
que se expusieron los organismos utilizamos la prueba de Bartlett para determinar
la homogeneidad de las varianzas por lo tanto obtuvimos para peso una B= 3.593
y p=0.3090; para talla B= 2.481 y p=0.4788 (Fig.10) y (Fig. 11) por lo tanto no



encontramos diferencias significativas entre el peso y la talla respecto a la

temperatura.
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Figura 10. Pesos de P. argus expuestas a los diferentes tratamientos de
temperatura los pesos estan aproximadamente en la misma proporcion vemos en
el tratamiento de 30°C una mayor variabilidad.
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Figura 11. Longitud de cefalotérax de P. argus expuestas a los diferentes
tratamientos de temperatura, se muestras que las tallas de los organismos
estuvieron distribuidas uniformemente teniendo muy poca variabilidad en los
tratamientos



Actividad de AChE en musculo de P. argus expuestas a diferentes

tratamientos de temperatura

Debido a la baja actividad que se obtuvo con el sustrato BSChl, solo se utilizé el
sustrato ASChl en cada una de las muestras de musculos de P. argus expuestas a
los diferentes tratamientos de temperatura. Se realizé una ANOVA paramétrica, en
la tabla 5 se muestra los intervalos de las actividades de AChE en cada uno de los
tratamientos de temperatura a los que fueron expuestos los organismos. Al
comparar los niveles de actividad en cada uno de los tratamientos no se encontro
diferencia significativa (p=0.4458) y (F= 0.9882) (Fig. 12), aunque se registraron

menores variaciones en la temperatura de 30°C con respecto a los otros

tratamientos.

Tratamiento (°C)

Actividad de AChE (nmol/min/ml)

18
25
30
25-30

9.95068968-18.0694737
7.56260812-13.9234802
12.9823037-16.1117571
8.196725925-14.01151722

Tabla 5. Intervalos maximo y minimo de la actividad de AChE en los diferentes

AChE(nmol/min/ml)

tratamientos
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Figura 12. Actividad de AChE en musculo de P. argus expuestas a diferentes
tratamientos de temperatura (18°, 25°, 30° y la rampa de 25°-30°C)




Relacion de los niveles de actividad con peso y talla

La longitud del cefalotérax estuvo en un intervalo entre 2.8 cm a 5.3 cm y el peso
de entre 20.05g a 147.32g. Por medio del analisis de correlacion de Pearson se
determind que no hay una relacion significativa entre el nivel de actividad de las
AChE presentes en el musculo de la langosta espinosa del Caribe con la talla

(r=-0.06494)y el peso (r=-0.1382) (Fig.13).
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Figura 13. Analisis de Correlacion entre peso y talla de P. argus con AChE
expuestas a los tratamientos de diferentes temperaturas en azul talla y en rosa
peso.



VIII. DISCUSION

Al inicio del experimento de la temperatura se tenian 105 organismos con pesos y
tallas similares; durante este periodo que se llevd a cabo en 60 dias, los
organismos fueron sometidos a diferentes tratamientos de temperatura (18°, 25°,
30° y una rampa de 25°-30°). Al término de este periodo se realizd el muestreo y
solo se trabajé con los 56 (53%) organismos supervivientes. El tratamiento de
18°C con 22 organismos (78%) fue en el que tuvimos mas supervivencia de al final
del experimento y el tratamiento de 30°C el de menor supervivencia con solo 7

(25%) de organismos.

Las tasas de supervivencia indican que P. argus esta adaptada a entornos
tropicales y subtropicales se han encontrado varios trabajos con buenas
respuestas de crecimiento y metabolismo en aguas de 30°C. Como se sabe, la
temperatura es uno de los principales factores ambientales que afectan el
crecimiento de crustaceos (Hartnoll, 1982). En algunos estudios se ha
demostrado que la tasa de crecimiento aumenta con la temperatura a un maximo
como lo mencionan Brito et al. (1991), ya que la 6ptima temperatura para las
juveniles de P. argus esta entre 29 y 30°C, mientras que Diaz Iglesias et al. (1991)
informaron que la temperatura éptima para postlarvas de P. argus es de 28°C.
Esto tiene el mayor potencial para el Caribe donde las temperaturas medias del
mar oscilan entre los 26°C y 30°C, los resultados podrian ayudar en la evaluacion
de la necesidad de oxigeno disuelto para las langostas de acuerdo con la
temperatura del mar. En estudios realizados con base en la supervivencia, Bunter
y Westaway (1993) registraron la reduccion de la supervivencia de langostas

juveniles en 18°C en comparacion con temperaturas ambiente en Tasmania.

La mayoria de los estudios en busca de ChE y otras esterasas se han llevado a
cabo en agua dulce templada o fria. Por el contrario, no hay informacion disponible
para organismos marinos, y menos aun para las especies marinas tropicales. Los
crustaceos al ser organismos ectotermos o poiquilotermos no generan calor

corporal y dependen de las fluctuaciones de la temperatura ambiental.



Las preferencias térmicas dependen de la etapa de desarrollo y la tasa de
crecimiento es una funcion de la frecuencia de muda, ademas el incremento de
peso y talla se eleva en cada muda y este efecto varia con la especie de langosta,
asi como en diversos crustaceos. Por ejemplo, Thomas et.al., (2000) en un estudio
con la langosta Jasus edwardsii dice que una reduccion del periodo de muda se
observa cuando la temperatura aumenta y en la caracterizacion de ChE en el
musculo de P. argus resultdé que existe hidrolisis para los dos sustratos; sin
embargo, con ASChI se obtiene una mayor actividad, con una Vmax de 38.08 a
46.88 nmol/min/mg y una Km de 0.2268 a 0.6317 pM, mientras que con BSChl la
Vmax fue 6.330 a 8.716 nmol/min/mg y Km de 1.365 a 4.176 uM.

Al utilizar el criterio de clasificacion utilizando los parametros de la cinética de
Michaelis-Menten, los parametros enzimaticos de la constante de Michaelis-
Menten (Km) y la velocidad maxima (Vmax), proporcionan la informacion
necesaria para clasificar a las ChEs. La Vmax corresponde al valor maximo de
velocidad al que tiende la curva experimental, y la Km corresponde a la
concentracion de sustrato a la cual la velocidad de la reaccion es la mitad de la
Vmayx, lo cual indica que entre menor Km se tendra una mayor afinidad por el
sustrato (Lenhinger, 1978). Se obtuvo que la ChE presente en el musculo tiene la
mayor Vmax y una menor Km utilizando como sustrato ASChl, por lo cual, con

base en su afinidad al sustrato la enzima quedaria clasificada como una AChE.

En cuanto al efecto de los inhibidores,ChE es fuertemente inhibida por Eserina, lo
cual indica que la actividad medida es producida por una ChE y no por otro tipo de
esterasa, al comparar las ICsy con los inhibidores especificos: BW284C51 e Iso-
OMPA se tiene una mayor sensibilidad con el inhibidor de AChE (BW284C51).
Toda esta informacién clasifica también a la ChE presente en musculo como una
AChE.

Estudios realizados en crustaceos indican que hay marcadas diferencias en sus

ChEs. Por ejemplo, AChE tiene una variacién considerable con respecto a la



especificidad del sustrato e inhibicion, los datos de ChE en invertebrados no on
muy abundantes (Silver, 1974). En Squilla mantis (Principato et al., 1988) se
hidroliz6 mas BSChl e inhibi6 con Iso-OMPA. En el tejido de los ganglios del
cangrejo Callinectes sapidus (Habig et. al., 1988) se tuvo una preferencia hacia a
hidrolizar ASChl. En la tabla 5 se presenta un comparativo para diferentes AChE
presentes en invertebrados, se observa en orden creciente que la especie Squilla
mantis tiene menor actividad de AChE mientras que Gammaarus pulex muestra

una actividad mayor, Panulirus argus se encuentra con afinidad intermedia para

esta enzima.
AChE Squilla mantis  0.0020+£0.013  0.043+0.0006 Principato et
al., 1988
AChE Seriscrostoma 0.061+0.0019 14.706+1.208 Pestana et.al.,
vittatum 2014
AChE Cateta teleta 0.19+0.02 33.69+5.5 Gomes et. al.,
2014
AChE Panulirus 0,4292+0.9372 42.48+ 2.037 Este estudio
argus
AChE Gammarus 106.5+11.6 50.8+1.2 Xuereb et.al.,
pulex 2007
Tabla 5: Comparacion de AChE en diferentes especies de invertebrados con P.

argus

Monserrat y Bianchini (2001) indican que el valor de ICsy con Eserina también
puede utilizarse como un indice de afinidad, a mayor ICsy se tendra una menor
sensibilidad a los sustratos analogos. Al comparar los valores de la langosta con
respecto a especies de invertebrados y peces (Tabla 6) se observa que P. argus
se encuentra a la mitad de la tabla, lo cual implica que tiene una afinidad
intermedia a los compuestos analogos como los plaguicidas, existiendo
invertebrados con mayor sensibilidad como Crassotrea rhizophorae (molusco) y
Callinectes sapidus (crustaceo) y el pez con menor sensibilidad Odontesthes

argentinensis.



Organismo organo ICso referencia
Callinectes Crustaceo Completo 0.18 Monserrat y
sapidus (0.16 —0.21)  Bianchini
(2000)
Crassostrea Molusco Completo 0.85 Monserrat
Rhizophorae (0.60-1.12) Bianchini
(2002)
Panulirus Crustaceo Musculo 0.06448 Este trabajo
argus (0.01829-
0.2273)
Odontesthes Pez Completo 0.009 Monserrat y
argentinensis (0.007-0.01)  Bianchini
(2000)

Tabla 6 Afinidad esperada a los plaguicidas de acuerdo al criterio de con los
parametros Km (Fournier y Muero, 1994) utilizando ASChl como sustrato y la IC5g
de Eserina (Monserrat y Bianchini, 2001) para diferentes especies crustaceos
moluscos y peces.

Debido a la baja concentracién con el sustrato BSChl solo se realizoé el analisis
con el sustrato ASChl para evaluar el efecto de la temperatura. En cuanto a la
relacion de la actividad de la AChE con la temperatura en cualquiera de los
tratamientos (18°, 25°, 30° y 25°-30°)

estadisticamente significativas; esto cumple con la hipotesis de este trabajo.

no se registraron diferencias

La temperatura del medio ambiente puede tener un efecto significativo en las
actividades de colinesterasa, en estudios con diferentes invertebrados como en
Palaemon serratus (langostino comun), se observé que hay una mayor actividad e
AChE entre las temperaturas de 20 hasta 42°C; en este mismo estudio Bocquené
et.al., (1990) registraron que en el pez, mientras aumentaba la temperatura
disminuia la actividad de AChE y concluyeron que la temperatura 6ptima para la
relacion con la actividad de AChE es de 20° a 34°C, temperaturas en las que se
encuentran los tratamientos a los que fueron expuestos los organismos de P.
argus. En otros trabajos se reporta que las alteraciones en la actividad varian
inversamente con la temperatura de aclimatacion (Baslow y Nigrelli, 1964). Por
ejemplo, Hogan (1970) dice en su estudio con cerebro de Lepomis macrochirus

que existe un aumento lineal de AChE segun la temperatura del agua, ya que



cuando aumenta de 10 a 20°C, la actividad de AChE se incrementa en un 23%. En
el presente trabajo no se registraron diferencias significativas en las actividades
presentes en musculo, lo cual indicaria una estabilidad en la actividad de la AChE

en las temperaturas estudiadas.

Estudios recientes han demostrado la importancia de caracterizar la actividad de la
colinesterasa antes de usarla como un biomarcador debido a las diferencias en su
distribucion de 6rganos, el sexo y el tamafio (Flammarion et al., 2002; Rodriguez-
Fuentes y Gold Bouchot, 2004; Monserrat, 2006; Tortelli et al., 2006). Por ejemplo,
Flammarion et al. (2002) reportaron cambios estacionales significativos en la
colinesterasa de los peces y también esta actividad se relaciona con la longitud del
organismo Yy otros factores naturales. Mientras Chuiko et al. (2003) mencionan una
correlacion entre la actividad AChE y la longitud de los especimenes
pertenecientes a varias especies de peces; en el presente estudio, dado que los
organismos utilizados estaban en un intervalo parecido de talla 3.2 a 5.7 cm y
peso de 45.2 g a 194.88 g inicial y que la temperatura de aclimatacién no tuvo un
efecto en estas variables ni en la actividad de AChE, no se observé correlacidon

entre el tamafo y la actividad de la enzima

A pesar de lo anterior es indispensable considerar este tipo de analisis debido a
que no se puede generalizar un mismo resultado para todas las especies ni para
otras fases del desarrollo de P. argus como adultos larvas o puerulos. Esta falta
de variaciéon entre la actividad de la ChE con variables como el tamafio simplifica

el uso de una especie como bioindicador.

Todo este estudio nos permite tener un panorama mas amplio para la
conservacion del Panulirus argus ya que esta langosta representa una de las
especies con mayor de importancia econémica en el Caribe Mexicano y asi poder

establecer estudios de biomonitoreo futuro ante un escenario de cambio climatico.




IX. CONCLUSIONES

= En las juveniles de P. argus se observo la presencia una ChE con
caracteristicas tipicas de una AChE, una gran afinidad por el sustrato
ASChl y muy baja por el BSChl, esta fue inhibida por Eserina y tuvo mayor
sensibilidad a BW284C51 sin ningun efecto inhibitorio con Iso-OMPA.

» En los tratamientos de temperatura se presentd una ligera variacién en
cuanto al peso y longitud de la langosta espinosa del Caribe, pero dichos
cambios no fueron significativos entre las diferentes temperaturas de

aclimatacion.

» Respecto al efecto de la temperatura de aclimatacibn no se encontrd
diferencias significativas respecto a la actividad medible de la actividad de

la AChE presente en musculo.

= En cuanto a la correlacion del peso y la talla con respecto a AChE, no se

observo una asociacion significativa entre juveniles.
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XI. Anexos

e Determinacion de Colinesterasas (método de Ellman, 1961)

Preparacion de Colinesterasas
Solucion DNTB/Tris pH7.4

1. Pesar 0.758g de Buffer Tris pH7.4

2. Disolver en agua destilada y aforar a 100ml

3. Pesar 0.0099g de DTNB

4. Disolver en la solucion Bufer Tris pH7.4 y aforar a 100ml

Solucion de loduro de Acetilcolina (ASChl) 20mM

1. Pesar 0.0578g de ASChl
2. Disolver en agua destilada y aforar a 10ml

Solucion de loduro de Butirilcolina (BSChl) 20mM

1. Pesar 0.0634g de BSChl
2. Disolver en agua destilada y aforar a 10ml

Método

1. Descongele el tubo que contiene el homogeneizado

2. Coloque en una placa de 96 pozos 180ul de la soluciéon DTNB/Bufer Tris pH

7.4 o reactivo de Ellman, 10ul del homogeneizado
3. Agitar en una balanza de agitacion para mezclar todo
4. Antes de iniciar la lectura agregar 10ul del sustrato

o

modulo de cinética. Obtener parametro AA/min

Leer la absorbancia en un lector de placas 405nm por 1 min utilizando el



Preparacion del buffer de homogeneizacion

1.

Pesar 0.78 g de Trizma pre-set crystals pH 8.0 (Tris [hidroximetil]
aminometano y Tris-HCI, con una concentracién final de 0.05M (0.78 g en
100 ml de agua destilada) 2. Pesar 0.0292g de EDTA (1mM) 3. Disolver el
Tris pH 8.0 en 80 ml de agua destilada 4. Agregar EDTA y esperar a
completa disolucion 5. Agregar 1 ml de Triton (1%) en agitacién lenta 6.
Dejar reposar la mezcla hasta desaparicion de burbujas y aforar a 100 ml
con agua destilada.

Preparacién del buffer de Extraccion

1.

Pesar 1.895g de Tris [hidroximetil] aminometano pH 7.4 (0.05M). 2. Pesar
0.0248g de 5.5’ Ditiobis (2- acido nitrobenzoico) (DTNB) 3. Disolver y aforar
el Tris pH 7.4 en 250 ml de agua destilada 4. Disolver 0.0248g de DTNB en
el buffer Tris pH 7.4 con agitacion lenta, agregar al matraz de buffer Tris y
aforar con agua destilada si lo requiere.
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