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Resumen

Ciertos eventos asociados al ciclo de vida, como la muda como proceso natural que
realizan continuamente los camarones para aumentar de tamafio y peso, y las condiciones
de cultivo, como es el caso de la cosecha como proceso de manejo al final de un cultivo,
representan situaciones de estrés para el camardn blanco del Pacifico Litopenaeus
vannamei. En el ciclo de muda, durante las etapas antes y después de la ecdisis, existe una
compensacion fisiolégica que se relaciona con la pérdida de la exuvia y que podria
considerarse como un estrés endégeno, dado que se trata de una repuesta adaptativa
dirigida a mantener la homeostasis frente a ciertos estimulos como el desprendimiento
del exosqueleto, el cambio osmético, la falta de ingesta, entre otros. Asi mismo algunas
condiciones como persecucidn, confinamiento, hipoxia, cambios de temperatura, entre
otros, pueden presentarse durante el proceso de cosecha favoreciendo una situacion de
estrés, que a su vez puede acelerar los cambios bioquimicos postmortem afectando
potencialmente la calidad del producto para consumo humano.

El objetivo del presente estudio fue cuantificar y caracterizar la respuesta de estrés
en términos de estatus energético celular ante un factor de estrés endégeno (muda) y
exogeno (proceso de cosecha) asi como su repercusién en la calidad postcosecha y asi
mejorar las practicas de cultivo, estrategias de manejo y ademads contar con indicadores
de susceptibilidad a estrés.

Primero se analizé el proceso fisiolégico del ciclo de muda en L. vannamei, en
donde se observd una disminucion del 39.6% en el glucégeno del hepatopancreas entre el
estadio de premuda tardia (D4) y el de ecdisis, para recuperar su valor inicial en el estadio
de postmuda temprana. La liberacidn correspondiente de glucosa y su completa oxidacion
en la cadena respiratoria mitocondrial es necesaria para sintetizar ATP para satisfacer el
incremento en la demanda energética asociada al proceso de ecdisis. Asi, en paralelo, se
observd un incremento significativo en la produccidon de energia metabdlica disponible
(carga energética adenilica-CEA, fosfato de arginina-Arg-P y nucleétidos de guanilicos-GTP)
en el musculo, durante la ecdisis y el estadio A, necesario en multiples procesos
fisioldgicos asociados a la muda, incluyendo el rompimiento y liberacién del exoesqueleto.
En el presente trabajo también se observé una mayor actividad de las enzimas
antioxidantes en hepatopdncreas que en musculo. La mayor actividad se presentd durante
la postmuda temprana, con un incremento en la actividad de superéxido dismutasa (SOD)
y glutatién peroxidasa (GPx) en hepatopancreas, ademds de SOD y catalasa (CAT) en
musculo. Durante la ecdisis se observd un incremento en la actividad de GPx en
hepatopancreas y CAT en musculo. También se observé un incremento en el dafo
inducido por especies reactivas de oxigeno (ERO) mediante la determinacién del
contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en hepatopdancreas
durante la postmuda temprana.



En segundo lugar, se analizd el estado energético celular (antemortem) y los
indices de frescura en el camarén L. vannamei en respuesta a practicas de cosecha con
uso de atarraya a borde de un estanque en un cultivo semi-intensivo antes de su
almacenamiento en hielo durante seis dias. Durante el almacenamiento de los camarones
en hielo varios indicadores siguen el patrén post mortem tipico, aunque la mayoria de
ellos (hipoxantina, valor de pH y color) no alcanzaron niveles criticos en el dia 6. El ATP y
productos de degradacion (AMP, IMP), asi como varios indicadores de frescura (pH, agua
expresable, dureza y color) no fueron significativamente afectadas por la emersién
durante la cosecha. Sin embargo, se observé una menor elasticidad y una mayor
cohesividad por efecto de la emersién antemortem, que puede deberse a cambios
estructurales y de composicion en proteinas y lipidos, asi como una acumulacién
ligeramente mayor de hipoxantina y de perdxidos productos de la oxidacién lipidica en la
fase final del periodo de almacenamiento (6 dias), lo que puede afectar la calidad de la
carne en términos de percepcidon sensorial y calidad nutricional, particularmente a
temperaturas ambientales mdas altas (por ejemplo, cosecha en verano) y para una
duracién de almacenamiento en hielo mayor a 6 dias. Sin embargo, en la situacién actual
de la cosecha (mes de noviembre y almacenamiento en hielo durante 6 dias), estos
efectos son marginales y probablemente no afectan sustancialmente la calidad del
producto para el consumo humano.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, ciclo de muda, estrés oxidativo, carga energética
adenilica, emersion, cambios pot mortem.
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Summary

Some events associated with the life cycle of shrimp, such as molting, a natural
process that shrimp continually perform to grow, and other events associated to its
culture, such as harvest, represent stressful situations for the Pacific white shrimp
Litopenaeus vannamei. The stages before and after ecdysis of the molt cycle, present a
physiological compensation associated to the loss of the exuviae that can be considered
an endogenous stress as an adaptive response to maintain homeostasis faced with certain
stimuli, such as the detachment of the exoskeleton, osmotic change, a reduced food
intake, among others. Likewise, some conditions such as persecution, confinement,
hypoxia, temperature changes among others, can occur during the harvesting process
favoring a stress condition that in turn, can accelerate post-mortem biochemical changes
affecting the quality of the product for human consumption.

The aim of the present study was to quantify and characterize the stress response
in terms of cellular energy status, to endogenous (molt) and exogenous situations of stress
factors (harvesting process), as well as its impact on post harvest quality. This information
could contribute to improve culture practices, management strategies, and also as
indicators of stress susceptibility.

First, the physiological process of the molt cycle in L. vannamei was analyzed,
where a 39.6% decrease in hepatopancreas glycogen was observed between the late
premolt (D4) and the ecdysis stages, then it recovered its initial value in the stage of early
postmolt. The corresponding release of glucose and its complete oxidation in the
mitochondrial respiratory chain is necessary to synthesize ATP to satisfy the increase in
energy demand associated with the ecdysis process. Indeed, a significant increase in the
production of available metabolic energy (adenylic energy charge-AEC, arginine
phosphate-Arg-P, and guanylic-GTP) was observed in muscle during ecdysis and stage A,
which is necessary in multiple physiological processes associated to the molt, including the
rupture and release of the exoskeleton. In the present work, a higher activity of the
antioxidant enzymes in hepatopancreas compared to muscle was also observed. The
highest value of enzymatic activity was observed in early postmolt with an increase in SOD
and GPx activity in hepatopancreas in addition to SOD and CAT in muscle. During ecdysis,
an increase in the activity of GPx in hepatopancreas and CAT in muscle was observed.
Also, an increase in ERO-induced damage was also found in hepatopancreas during early
postmolt, inferred from the content of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).

Second, cellular energy status (antemortem) and freshness indexes in shrimp L.
vannamei were analyzed in response to harvest practices using a cast-netting at the edge
of the pond in a semi-intensive culture before storage in ice for six days. During storage of
shrimp on ice, several indicators followed the typical postmortem pattern, although most
of them (hypoxanthine, pH value and color) did not reach critical levels on day 6. The ATP
and degradation products (AMP, IMP) as well as several indicators of freshness (pH,



expressible water, hardness and color) were not significantly affected by emersion during
harvest. However, lower elasticity and greater cohesiveness were observed as a result of
antemortem stress, which may be due to changes in structure and composition of
proteins and lipids. A slightly higher accumulation of hypoxanthine and lipid peroxidation
products observed at the final phase of the storage period (6 days) may affect the quality
of the meat in terms of sensory perception and nutritional quality, particularly at higher
ambient temperatures (e.g. harvest in the summer) and for a shelf life in ice greater than
6 days. However, in the current harvest situation (November and 6-day storage on ice),
these effects are marginal and probably do not substantially affect the quality of the
product for human consumption.

Keywords: Litopenaeus vannamei, molt cycle, oxidative stress, energy charge, emersion,
change post mortem.
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1. INTRODUCCION

El volumen anual producido de crustdceos por acuicultura en el mundo, fue de 6.9
millones de toneladas en 2014, con un valor de 36.2 millones de ddlares (FAO, 2016), de
los cuales 3.7 millones de toneladas fueron constituidas por el camarén blanco
Litopenaeus vannamei (FAO fishstat). Para lograr alcanzar los volimenes de produccion
requeridos, la tendencia mundial en la industria acuicola estd dirigida hacia la
intensificacion, incrementdndose de esta manera la productividad y los margenes de
ganancia econdmica (Piedrahita, 2003; Bosma y Verdegem, 2011; Gyalog et al., 2011;
Aguilar et al., 2012). Ademas, la acuicultura de crustdceos tiene un reto progresivo en la
seguridad alimentaria mundial, en términos de volumen y calidad de los alimentos.
Adicionalmente, la acuicultura tiene el reto de proveer productos acuaticos de manera
sustentable y amigable con el ambiente, garantizando que sean de alta calidad nutricional,
inocuos y bioseguros (FAO, 2016). Incrementar el volumen de produccién sin afectar la
calidad o el ambiente, implica optimizar el desempefo de camarones en cultivo por medio
de un mejor conocimiento de procesos fisiolégicos como alimentacion,
ingestion/digestion, osmorregulacion/excrecién y respiracion/circulacién, particularmente
relacionados con el rendimiento, como es el caso de la defensa inmune, la reproduccién y
la respuesta de estrés. Las condiciones de cultivo intensivas, aunque se mantienen
controladas o semicontroladas, presentan estresores comunes tales como la densidad de
organismos, la manipulacién o manejo fisico de los organismos, los cambios ambientales,
la nutricién, y la presencia de patégenos. Asimismo existen procesos endégenos, como el
proceso de muda, que pueden considerarse como situaciones de estrés para el organismo.
Varios de estos procesos son inherentes al proceso de cultivo o al ciclo biolégico mismo
como es el caso de la cosecha como proceso de manejo al final de un cultivo, o el ciclo de
muda como proceso natural que realizan continuamente los camarones para aumentar de

tamano y peso.



El estrés representa una respuesta del organismo en la cual su equilibrio dindmico,
denominado “homeostasis”, es afectado o alterado como resultado de estimulos
intrinsecos o extrinsecos, cominmente denominados “agentes estresantes o estresores”
(Chrousos et al., 1992). La respuesta de estrés es mediada por el sistema neuroenddcrino
gue desencadena a su vez una serie de cambios metabdlicos para mantener las funciones
vitales ante los agentes estresores. El estrés implica una disminucién en el adenosin
trifosfato (ATP) celular que tiene que compensarse por un aumento en la produccion del
mismo para poder mantener el balance energético celular inferido por la carga energética
adenilica (CEA) (Atkinson y Walton, 1967; Moal et al., 1989; Wang et al., 2002; Morris et
al., 2005). Ademds del ATP, el fosfato de arginina (ArgP, por sus siglas en inglés)
constituyen un reservorio importante de energia en el musculo de invertebrados
(Ellington, 2001), cuya principal funcidn es la de suplementar al ATP de manera rapida en
situaciones de una alta demanda energética. Por lo anterior, se ha vuelto necesario
estudiar de manera cuantitativa el efecto de estas respuestas en los organismos a algun
estimulo(s) determinado(s), con el fin de mejorar las practicas de cultivo, las estrategias

de manejo y ademas contar con indicadores de susceptibilidad a estrés.

Con base en esto es importante sefalar que la captura (cosecha) como etapa final
dentro de la acuicultura, puede representar una condicion de estrés para el organismo,
por lo cual los niveles de algunas de las variables que forman parte de la respuesta de
estrés reflejan precisamente esta condicién inducida por la misma captura y las
condiciones (persecucion, confinamiento, hipoxia, temperatura entre otros factores) en
las que se podrian encontrar a lo largo de este proceso. Las consecuencias de no manejar
el estrés generado por la cosecha, puede tener repercusiones en la bioquimica post
mortem del musculo, las caracteristicas de calidad y finalmente el valor del producto que
se ve alterado (Poli et al., 2005; Wilkinson et al., 2008; Gornik et al., 2010; Zhang et al.,
2017).



Por otro lado el ciclo de muda es un proceso enddgeno y ciclico el cual se caracteriza
por una serie cambios fisioldgicos y bioquimicos (controlados hormonalmente) que
realizan los camarones para aumentar de tamafio y peso (Chan et al., 1988; Chang, 1995;
Sanchez-Paz et al., 2007; Bonilla-Gémez et al., 2012). El ciclo de muda se divide en etapas
gue se pueden resumir en postmuda, intermuda, premuda y ecdisis, las cuales a su vez, se
pueden subdividir en varios estadios. En el proceso de muda algunos estadios (premuda y
postmuda) se pueden considerar como un estrés enddgeno el que por ende, también
puede influir en la bioquimica post mortem. Por lo tanto el proceso de cosecha aunado a
organismos en estadios criticos del ciclo de muda puede provocar un efecto sinérgico en

relacion a las respuestas de estrés.

2. ANTECEDENTES

2.1 Concepto de estrés y sus consecuencias

Son pocos los conceptos bioldgicos que han suscitado tantas controversias como lo
es el de estrés; como resultado, existen numerosas definiciones en los trabajos cientificos
(Pickering, 1981). Sin embargo se asume que el estrés ocurre al existir un estimulo de
ciertas caracteristicas que interactia sobre los sistemas bioldgicos provocando una
respuesta. El estimulo se puede clasificar de acuerdo a su duracién: cuando éste se
presenta de forma prolongada, ya sea de manera repetitiva o continua (dias, semanas), se
considera que se produce estrés crénico. Por el contrario, cuando el estimulo solo se
presenta por un corto tiempo de manera puntual (minutos, horas) se considera que se
produce un estrés agudo (Aguilar-Medina, 2009). En la practica acuicola, la respuesta
aguda es causada principalmente por captura, manejo, biometrias, transporte, y cambios
abruptos en los factores ambientales (p. ej. oxigeno disuelto y temperatura); los efectos
incluyen sdlo parte del ciclo vital del organismo. El estrés créonico es causado por agentes

persistentes y de larga duracion, como las densidades altas de cultivo, la variacién en la



calidad del agua, la exposicion a nuevos ambientes y la dominancia social; los efectos que
se producen a largo plazo incluyen el ciclo de vida completo del organismo (Pickering,

1981; Wedemeyer y McLeay, 1981; Laidley y Leatherland, 1988; Auro y Ocampo, 1999).

Si bien la intensidad del estrés depende del organismo y no puede ser medida, las
respuestas al estimulo si se determinan cuantitativamente (Flores, 2002). Dependiendo de
la intensidad del agente estresante, la respuesta de estrés puede presentar dos niveles: a)
el de una respuesta de estrés con fines compensatorios y/o adaptativos, que le permite al
organismo recuperar su estado de homeostasis; por lo general causado por agentes
estresantes de impacto minimo a moderado y, b) el que resulta en la inhibicion del
crecimiento, afectacion en la reproduccién y de la capacidad de respuesta inmune con una
menor resistencia al ataque de patégenos, nivel causado por agentes estresantes agudos
o crénicos severos que producen una respuesta de estrés que pierde su valor adaptativo y
se vuelve disfuncional (Wendelaar-Bonga, 1997). Por lo tanto, el estrés y sus implicaciones
se deben considerar como una serie de respuestas adaptativas destinadas a re-direccionar
aspectos metabdlicos y elementos celulares para hacer frente a una situacidon

desfavorable.

Aunque la respuesta de los organismos frente a los agentes estresores es muy
variable; en vertebrados se tiene bien establecido que la respuesta de estrés esta regida
tanto por el eje hipotdlamo-simpatico-médula suprarrenal, interrenal o cromafin, como
por el eje hipotalamo-hipofisiario-corteza suprarrenal (Chrousos y Gold, 1992). Sin
embargo, la respuesta de estrés en invertebrados es menos comprendida que para
vertebrados, y aun si existen respuestas que son analogas a la respuesta en peces, los
mecanismos neuroendocrinos (respuesta primaria al estrés) son totalmente diferentes

(Aparicio-Simon, 2009).

El primer 6rgano neurohemal identificado en crustdceos fue la glandula de seno
(GS), que se ubica en la base del pedunculo ocular y esta préxima al seno hemolinfatico

donde libera sus productos. Los axones terminales que constituyen la GS se originan de los



cuerpos celulares de las neuronas localizadas en el érgano X (OX), el cual se ubica en la
médula terminalis del pedunculo ocular. Dado que los productos secretados por la GS se
sintetizan en los somas de las neuronas del OX, este complejo se conoce como érgano X
glandula del seno (OX-GS). La importancia del complejo OX-GS se debe al gran nimero de
neuropéptidos que sintetiza y a la importancia de las funciones en las que estos
neuropéptidos intervienen (Garcia y Aréchiga, 1998). Otras estructuras no neuronales con
funcién enddcrina compuestas por grupos de células epiteliales modificadas que
sintetizan hormonas vy las liberan hacia los senos hemolinfaticos adyacentes se incluyen el
organo Y, la glandula androgénica, los ovarios, el érgano mandibular y los efectores

pigmentarios (Fingerman, 1997).

En crustaceos el complejo OX-GS desempeiia un papel central en las respuestas
fisiolégicas y la regulaciéon de las actividades bioldgicas, ya que entre las principales
hormonas secretadas por la glandula sinusal se encuentran: MIH (hormona inhibidora de
muda), GIH (hormona inhibidora de la génada), MOIH (hormona inhibidora del érgano
mandibular), CHH (hormona hiperglucémica de crustaceos) y NDH (hormona
neurodepresora. Algunas de estas hormonas (MIH, GIH, MOIH) tienen una glandula
endocrina como segundo drgano blanco, mientras que otros tienen tejidos somaticos

como érganos blancos (Lorenzon, 2005; Fanjul-Moles, 2006).

Respuesta primaria

Se ha sugerido que la respuesta de estrés es mediada por la CHH, que figura como
el mecanismo neuroendocrino mas conocido en crustdceos ya que se tiene observado un
incremento de la CHH relativamente rapido, seguida de hiperglucemia tras la exposicion a
agentes estresantes. La funcion principal de CHH es la regulacién de los niveles de glucosa
en hemolinfa (Chang et al., 1998; Santos et al., 2001; Lorenzon, 2005; Chung y Webster,
2003; Fanjul-Moles, 2006; Chung y Zmora, 2008). Durante su transporte a través de la
hemolinfa, la CHH se une a una hemocianina e induce la movilizacién de glucosa de las

reservas de glucégeno de los diferentes tejidos, en particular del musculo e intestino



medio, estimulando la glucogendlisis, la inhibicion de la glucdgeno sintetasa y la activacién
de glucégeno-fosforilasa. Adicionalmente se ha observado que el lactato que resulta del
flujo glicolitico puede estimular la liberacion de CHH y por lo tanto la glucogendlisis

(Sedlmeier, 1988; Fanjul-Moles, 2006).
Respuesta secundaria

La respuesta secundaria de estrés en crustdceos, al igual que en vertebrados,
consiste en cambios metabdlicos que tienen la finalidad de producir la energia necesaria
para restablecer la condicién de equilibrio, perturbada por la exposicién a agentes
estresores. En relacién a esto se han realizado numerosos trabajos donde se proponen
diversos indicadores metabdlicos de la respuesta secundaria de estrés. Dentro de los
indicadores clasicos de estrés existe cierta informacién a nivel de respuestas metabdlicas

de estrés ambiental o por manipulacion.

Uno de los principales indicadores de estrés son los niveles de glucosa, ya que es el
principal monosacdrido presente en la hemolinfa de crustaceos y sirve a siete objetivos
principales: sintesis de mucopolisacaridos, sintesis de quitina, sintesis de ribosa y fosfato
dinucelotido adenina nicotinamida reducido (NADPH), sintesis de glucégeno y fuente de
energia, como ya se habia mencionado, tanto por via aerobia como anaerobia (Chang y
O’Connor, 1983; Jimenez y Kinsey, 2015). Por lo anterior, los niveles estables de glucosa
en la hemolinfa son esenciales para un adecuado funcionamiento de los organismos. Se ha
reportado que en una situacién de mayor demanda de energia, los niveles de glucosa se
incrementan como parte de la respuesta de estrés por manipulacion (Racotta y Palacios,
1998; Mercier et al., 2009; Aparicio-Simdn et al., 2010; Robles et al., 2016) asi como por
cambios ambientales que pueden ser inducidos experimentalmente (Racotta vy

Herndndez-Herrera, 2000; Racotta et al., 2002; Mugnier et al., 2008).

En L. vannamei se han reportado valores considerados como basales de entre 10-

20 mg d.?t (Aguilar-Medina, 2009; Aparicio-Simén, 2009; Pascual et al., 2003); después de



un agente estresante estos valores pueden incrementarse hasta 50 mg dL™ (Aguilar-
Medina, 2009; Aparicio-Simdén, 2009). Asimismo, se ha observado que la simple captura
con atarraya en estanques litorales induce una repuesta de estrés en términos de una
notable hiperglucemia, en la cual se alcanzan valores hasta de 60 mg dL? (Aparicio-Simén,
2009). Sin embargo, los niveles de glucosa también pueden reflejar el estado nutricional
(Pascual et al., 2003). En este sentido, las concentraciones mas bajas de glucosa en
hemolinfa, se observan en condiciones de laboratorio que van de 10 a 15 mg dL™ (Racotta
y Palacios, 1998; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Racotta et al., 2002; Mercier et al.,
2006; Robles et al., 2016), en donde el aporte de alimento natural es nulo y la toma de

muestras de los organismos se realiza en estrictas condiciones de ayuno.

A nivel de tejidos, la glucosa se metaboliza por via anaerobia hasta lactato lo cual
es una respuesta comun en muchas situaciones de estrés en L. vannamei (Racotta y
Palacios, 1998; Racotta y Herndndez, 2000; Pérez-Rostro, 2004; Mercier et al., 2006;
Aparicio-Simén et al., 2010; Robles et al., 2016; Zamora-Méndez, 2012). La activacién del
metabolismo anaerobio es particularmente importante en condiciones de hipoxia
ambiental (Racotta et al., 2002; Mugnier et al., 2008) o funcional (Racotta y Palacios,
1998; Aparicio-Simon et al., 2010; Robles et al., 2016) que se da por actividad muscular
intensa como lo es la respuesta de escape en L. vannamei. Asi, la respuesta de estrés en
términos de incremento de lactato en hemolinfa es caracteristico de L. vannamei bajo
condiciones de minimo estrés, durante el muestreo los niveles basales pueden ser tan
bajos como 5 mg dL™? o incluso menores tanto en condiciones de laboratorio como en
tanques al exterior (Mercier et al., 2009; Aparicio-Simén et al., 2010; Robles et al., 2016),
mientras que se pueden alcanzar niveles cercanos a los 20 mg dL? en la mismas
condiciones en camarones sujetos a estrés por manipulacidn. Sin embargo, los niveles
obtenidos como respuesta de estrés por captura con atarraya son mucho mayores,
obteniéndose niveles de hasta 150 mg dL™ en estanques supralitorales (Aparicio-Simén,

2009) y de 260 mg dL™ en estanques de mareas (Racotta, datos no publicados).



Otros indicadores de estrés pueden ser los niveles de reservas bioquimicas, como
lo es el glucégeno, el cual puede ser almacenado en hepatopdncreas, musculos vy
branquias (Buckup et al., 2008). El glucégeno puede ser utilizado en la muda, durante
adaptaciones a cambios ambientales como hipoxia o0 anoxia y osmorregulacion, durante el
crecimiento, en las diferentes etapas de reproduccién y durante periodos de ayuno

(Oliveira et al., 2003; Buckup et al., 2008).

En cuanto a las proteinas, el musculo es el principal almacén en crustaceos (Buckup
et al., 2008) y se ha documentado una disminucién en los niveles de proteinas en
hemolinfa en Penaeus monodon expuestos a baja salinidad y altos niveles de amonio
(Chen y Cheng, 1994) y en condiciones similares de salinidad y amonio para Penaeus
japonicus (Chen et al., 1994). Sanchez et al. (2001) reportaron variaciones en los niveles
de proteina en hemolinfa de adultos de Litopenaeus setiferus en poblaciones silvestres
durante la aclimatacion partiendo de 24°C a 27°C y 30°C. Pascual et al. (2003) observaron
en L. vannamei que las condiciones de laboratorio produce valores mds bajos en proteinas

que los observados en camarones recién capturados.

Ademas de las respuestas ya mencionadas, existen otro tipo de indicadores de
estrés. Este tipo de indicadores se basan en el estudio de procesos bioenergéticos en los
organismos, los cuales permiten entender de qué manera se obtiene, se almacena, se
transfiere y se utiliza la energia para mantener las funciones vitales de los organismos y
como se ajustan estos procesos en etapas o situaciones particulares de demanda
energética, como lo es el estrés. Existen diferentes enfoques experimentales para el
estudio de la bioenergética que van desde el nivel molecular hasta el nivel de organismo.
Estos enfoques se basan de manera general en el papel central del ATP como
intermediario energético celular, en el oxigeno como aceptor final de electrones en la
fosforilaciéon oxidativa donde se genera el ATP y en los combustibles y reservas que a
través de su catabolismo oxidativo producen los intermediarios reducidos (NADH)

donadores de protones para la sintesis de ATP (Schéafer y Penefsky, 2008). Un indicador



directo de la energia celular disponible para realizar el trabajo biolégico se basa en los
niveles relativos de adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP) y adenosin
monofosfato (AMP), comunmente representados como carga energética adenilica (CEA) =
(ATP + 1/2ADP)/ (ATP + ADP + AMP) (Atkinson y Walton, 1967). Como ya se menciong, el
estrés implica también un incremento en el consumo de ATP y por lo tanto, un desbalance
energético celular inferido por la CEA. Como el trabajo es continuo pero el aporte de
energia no lo es, el ATP se produce cuando se necesita. Segun Atkinson (1968), en estado
estable las células, tejidos, drganos y organismos deben de mantener un equilibrio entre
la sintesis y la degradacion de ATP. El ATP es el principal donador inmediato de energia en
los sistemas bioldgicos. En una célula tipica, la molécula de ATP se consume dentro del
primer minuto que sigue a su formacién, por lo que el movimiento, el transporte activo, la
amplificacién de sefiales y los procesos de biosintesis pueden ocurrir sélo si el ATP se
regenera continuamente (Stryer, 1998 en Galindo y Flores, 2006). Atkinson (1968)
menciona que cuando se tiene una contribucidon adecuada de sustrato energético y existe
una tendencia de la CEA a disminuir se producird una compensacidon que consistira en una
mayor sintesis de ATP, asi el estado metabdlico permaneceria estable gracias a la
regulacién. En el caso contrario en que no se cuente con el aporte adecuado de ATP,
resultara en una disminucion de la CEA y el reordenamiento de los procesos que generan
y utilizan ATP, con esto se mantendrd en estado estable la nueva condicién metabdlica

con un menor valor de la CEA.

Ademas del ATP, el ArgP constituye un reservorio importante de energia en el musculo
de invertebrados (Ellington, 2001). Existen varios estudios que analizan la CEA o los niveles
de ArgP como indicadores del estado energético vy fisioldgico general de crustaceos en
condiciones que ocurren de manera comun durante el cultivo. En el camarén Palemon
serratus, la exposicidn a altas concentraciones de amonio disminuye la CEA, por lo que se
ha propuesto como un indicador del limite de la capacidad de respuesta de un organismo
ante un estrés ambiental (Marazza et al., 1996). En el camardn Penaeus chinensis, se han

obtenido los valores mads altos de CEA en el pH d6ptimo, mientras que los valores
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disminuyen paralelamente a la supervivencia a pH acidos o alcalinos (Wang et al., 2002).
La relacion entre la CEA y temperatura en el langostino Macrobrachium nipponense es
bastante compleja y en este caso, no hay una relacidn clara con valores mds altos de CEA 'y
temperatura éptima de crecimiento (Wang et al., 2006). En cuanto a los niveles de ArgP,
estos se alteran por el efecto combinado de la hipoxia y de la exposicidon al plomo en
Cherax destructor (Morris et al., 2005). Morris y Adamczewska (2002) han documentado
que después de un evento donde acontecen contracciones del musculo abdominal, la
restauracion de los fosfatos de alta energia y las reservas de oxigeno generalmente se

llevan a cabo en menos tiempo que la remocidn del lactato.

2.2 Ciclo de muda

El crecimiento de los crustaceos decapodos esta condicionado por el exoesqueleto que
debe ser mudado periddicamente para aumentar de tamafio y peso (Chang, 1989; Cesar
et al., 2006; Hou et al., 2011). El proceso de muda se repite varias veces a lo largo de la
vida de los organismos y el intervalo entre dos mudas sucesivas puede ser dividido en
cuatro etapas cada una con sus diferentes estadios: postmuda o metaecdysis (estadio Ay
B), intermuda o anecdysis (estadio C), premuda o proecdysis (estadio D) y ecdisis (estadio
E) que es la culminacién o desprendimiento del exoesqueleto (Fig. 1) (Chang y Mykles,

2011).

El evento critico de la ecdisis representa un gasto energético porque el organismo
realiza una serie de flexiones del musculo abdominal para poder desprenderse del
exoesqueleto, similar a lo que sucede en una respuesta de escape (Robles-Romo, 2014).
Adicionalmente, los organismos tienen que hacer frente a un mayor intercambio
osmético, dada la mayor permeabilidad de un exosqueleto nuevo, el cual tienen que
compensar y que también representa un proceso enérgicamente costoso. Las etapas
antes y después de la ecdisis representan un estado de compensacion fisioldgica que se
relaciona con la pérdida de la exuvia y que podria considerarse como un estrés endégeno

dado que se trata de una repuesta adaptativa dirigida a mantener la homeostasis frente a
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ciertos estimulos (desprendimiento del exosqueleto, cambio osmético, falta de ingesta,
entre otros). Aunque la postmuda es una etapa de reduccién de la alimentacién y de
actividad fisica cuando el camardn se entierra para evitar su rapifia, se produce una alta
demanda de energia por la sintesis de la exocuticula y la actividad osmorreguladora que
impone la ingesta de agua (Galindo et al., 2009; Gémez et al., 2012). El estadio de
intermuda se considera como el “metabolismo basal” del ciclo, cuando las reservas se
almacenan. Posteriormente, en preparacion para la ecdisis, el metabolismo aumenta en
premuda, aspecto que ha sido evidenciado por el aumento de la tasa metabdlica en la
premuda alcanzando un pico en la ecdisis y luego un declive y un retorno a los niveles

basales en la etapa intermuda (Tabla ).

Temprana
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Ecdisis
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Figura 1. Cambios morfoldgicos en los urépodos durante el ciclo de muda de L. vannamei.
Todas las imagenes son de 40 X y animales de tres meses de edad. Tomado y modificado
de Cesar et al. (2006).
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En los peneidos, segun las diferentes actividades metabdlicas de cada etapa, se
han observado diferentes niveles de glucosa, glucégeno y niveles de proteina en
hemolinfa y hepatopancreas, con tendencia a aumentar en postmuda (Cheng et al., 2002;
Galindo et al., 2009; Bonilla-Gomez et al., 2012). En cuanto al estado energético celular,
solo hay informacién especifica para algunos decapodos, donde se encontré un mayor
estado de CEA en musculo en camardn oriental Macrobrachium nipponense en premuda y
postmuda en comparacién con la intermuda, y mayores niveles de ArpP en la langosta
americana Homarus americanus en postmuda en comparacién con intermuda (Tabla 1)

(Dehn et al., 1985; Wang et al., 2003).

Tabla I. Consumo de oxigeno en los estadios de premuda-ecdisis, en algunos crustaceos.

Especie Incremento en el consumo Referencia
Oxigeno (premuda-ecdisis) %

Xiphopenaeus kroyeri 40 Carvalho y Phan, 1998
Palaemon pacificus 50 Emmerson, 1985
Crangon vulgaris 100 Hagerman, 1976
Macrobrachium rosembergii 37 Stern y Cohen, 1982

También el consumo de oxigeno aumenta durante la muda y con ellos, un riesgo
de estrés oxidativo, especialmente durante la ecdisis, donde mas agentes externos
pueden entrar al sistema (Tabla 1) (Fanjul-Moles y Gonsebatt, 2012). Sin embargo, no
existen reportes de respuesta antioxidante y posible dafio celular a nivel de diferentes
tejidos, y Unicamente se tiene reportado un aumento en los hemocitos de los niveles de
expresion de glutation peroxidasa en Penaeus monodon en la etapa DO/D1 (Liu et al.,
2010). En contraste, no se encontraron cambios de la actividad de la glutatién S-
transferasa en hepatopancreas durante el ciclo de muda en el cangrejo violinista, Uca
pugilator (Hotard y Zou, 2008). Para camarones peneidos y aunque algunos combustibles

han sido cuantificados en las diferentes etapas del ciclo de muda de L. vannamei, no estd
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claro cudl es el estado energético de los tejidos y si hay estrés oxidativo durante el ciclo de

muda.

Tabla Il. Valores de CEA y ArgP (umol/g) en crustaceos en diferentes etapas del ciclo de
muda.

Organismo CEA ArgP ATP/ADP Estadio/Etapa Referencia
0.95 18.27* 9.62 Postmuda Dehnetal.,

Homarus americanus 093 953 836  Intermuda 1985
0.94 9.45 8.64 Premuda

Macrobrachium 0.89* Postmuda (A) Wang et al.,

nipponenese 0.69 Intermuda (C) 2003
0.88* Premuda (D2)

* Estadisticamente diferente al estadio de Intermuda.

2.2.1 Estrés oxidativo y defensas antioxidantes

El estrés oxidativo es un desbalance entre antioxidantes y pro-oxidantes (radicales
libres y otras especies reactivas). Este equilibrio se pierde cuando hay una excesiva
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) o una deficiencia de los mecanismos
antioxidantes, lo que puede causar dafos a diferentes moléculas (Fig. 2) (Halliwell, 1997;
Halliwell, 2009, Betteridge, 2000; Sies, 1991). El sistema antioxidante en animales
acuaticos comprende tanto antioxidantes de bajo peso molecular (Glutatidon reducido,
acido ascodrbico, carotenoides, retinol y alpha-tocoferol) como de alto peso molecular, que
incluyen proteinas especificas como las enzimas antioxidantes (superdéxido dismutasa,
catalasa, las glutation peroxidasas dependientes de Se) y los asociados a cofactores
(glutatién reductasa, glucosa-6-Fosfato deshidrogenasa). Por otro lado, se encuentran
antioxidantes no especificos de alto peso molecular representados por proteinas que
previenen el dafio inducido por ERO al unirse a iones metdlicos de transicidon
(principalmente hierro y cobre) tales como metalotioneinas y ferritina (Livingstone, 2001;

Lushchak, 2011).
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Derivados de la dieta
pro-oxidantes
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Figura 2. Balance de antioxidantes y especies reactivas in vivo (Adaptado de Halliwell,
2009).

Zhu et al. (2013) menciona que el sistema antioxidante puede proteger mediante tres

mecanismos generales, que se enumeran a continuacion:

¢ Inhibicion de la generacién de ERO
¢ Eliminacion de ERO ya formada
¢ Reparacion del daino inducido por ERO.

Existen muchos sitios y procesos donde se pueden formar ERO (Fig. 2), por lo que
un sistema de defensa antioxidante tiene un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis fisioldgica evitando el daino oxidativo, el cual puede causar un dafio potencial
a biomoléculas, tales como proteinas, ARN, ADN vy lipidos poliinsaturados de membrana
(Betteridge, 2000; Stadtman y Levine, 2000; Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002;
Halliwell, 2009; Yoshida et al., 2012). Las enzimas antioxidantes son interdependientes en
la naturaleza y sujetas a variaciones debido a ciclos bioldgicos intrinsecos, ambiente fisico-
guimicos y contaminantes antropogénicos (Sheehan y Power, 1999). Las enzimas tales

como la superoxido dismutasa (SOD) que es una metaloenzima antioxidante con varias
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isoformas, que se basan en un ion de metal activo especifico, con el fin de lograr la
ruptura catalitica del anidn superdxido y dependiendo de la molécula de SOD, podria ser
un idn de manganeso, hierro, cobre o niquel. Ademas se distribuye de diferentes maneras
en la célula y promueve rdpidamente la dismutacién del superéxido en perdxido de

hidrégeno y oxigeno (Fig. 3) (Gutteridge, 1995; Cizewski-Culotta et al., 2006).

Fe(lll) + OM +*OH = Dafio Oxidativo

Detoxificacion de

Fe(ll) tRcacdén de Fenton)
= sustancias xenobioticas

/—.H20+02

HZO

4 2 GSH NADPH
Generacién e
de ERO Soo GPX GR 'GGPDH

+

: GSSG NADP

= 0, ©
02+ NO +

H0,
Fe(ll) |(Reaccién de Haber-Weiss)

ONOO’ "
O,+ OH’ +*0OH =——————p-Dafio Oxidativo

Figura 3. Las defensas antioxidantes enzimaticas trabajan en conjunto para proteger las
células contra las especies reactivas del oxigeno. Las abreviaturas SOD, CAT, GST, GR, GPX
y G6PDH representan las enzimas superdxido dismutasa, catalasa, glutatién-S-transferasa,
glutation reductasa, glutation peroxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
respectivamente (Tomado y modificado de Hermes-Lima, 2004).

La catalasa (CAT) es una oxireductasa depuradora que se encuentra principalmente
presente en los peroxisomas. Cataliza la descomposicion de H,0,, un producto de la
actividad enzimatica de SOD, para formar agua y oxigeno molecular (Fig. 3). La catalasa
también posee actividades de peroxidasa y oxidasa hacia una serie de sustratos,
incluyendo alcoholes (Gutteridge, 1995). La enzima glutatién peroxidasa puede contener

selenio o ser independientes de selenio, y se encuentra en el citosol y las mitocondrias de
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los tejidos animales, protegiendo las células contra el dafio oxidativo mediante la
reduccion del perdxido de hidrégeno y una amplia gama de perdxidos organicos,
utilizando el glutatién (GSH) como sustrato reductor durante la fagocitosis y/o el

metabolismo fisioldgico (Fig. 3) (Wang et al. 2012; Halliwell y Gutteridge, 1999).

2.2.2 Peroxidacion lipidica

Como ya ha sido mencionado (ver seccién 2.2.1), si el equilibrio entre la produccion de
ERO y los mecanismos antioxidantes se pierde, puede ocurrir dafios a las biomoléculas,
tales como proteinas, ARN, ADN vy lipidos. En este ultimo caso, se le conoce como
peroxidacioén lipidica. La peroxidacidn de lipidos de un sistema, es un pardmetro complejo
determinado por la composicién de sus acidos grasos asi como de su contenido
antioxidante, del tipo de estrés oxidativo utilizado in vitro o presente en el medio y del
método empleado para medir dicha peroxidacién (Logan et al., 2013). Aunado a esto, el
numero de dobles enlaces determina la susceptibilidad de los &cidos grasos a la
peroxidacién (Wagner et al., 1994; Porter et al., 1995). Un doble enlace debilita la unién
del 4tomo de hidrégeno con el carbono adyacente, debido a que sus hidrégenos bis-
alilicos requieren menor energia potencial para abstraer un hidrégeno de la cadena acil
para formar un radical lipidico, siendo este el primer paso en la peroxidacion (Villamena,
2013). Por lo tanto, a mayor numero de dobles enlaces en un acido graso, mas facil resulta
remover un atomo de hidrégeno, por lo cual los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son

mas susceptibles a la peroxidacion.

La reaccion en cadena de la peroxidacién lipidica presenta tres etapas: iniciacidn,
propagacion y terminacién (Fig. 4) (Gutteridge, 1995, Allen y Angelo, 1996). La iniciacién
se da por tres diferentes mecanismos: 1) Oxidacién mediada por ERO y/o radicales libres
2) Oxidacién causada por agentes fisicos (temperatura, luz UV —fotoxidacion-, ionizacion,
radiacidn), 3) Oxidacidn enzimatica (Yoshida et al., 2012). Cualquiera de estos tres
mecanismos induce la salida de un atomo de hidrégeno, lo que deja un electrén

desapareado en el atomo de carbono al cual estaba originalmente unido. En la
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propagacion la formacién del primer acido graso portador de un radical libre (Le),
reacciona rdpidamente con el oxigeno para dar un radical peroxilo (LOOe), los LOOe
poseen un potencial de reduccién mayor al de los radicales Le, por lo que son capaces de
sustraer un atomo de hidrégeno de otro acido graso para formar un hidroperdéxido (LOOH)
y un radical (Le) lo que podrd generar nuevas cadenas de reaccion (formacién de otros
radicales) por metales reductores, oxidantes, calor o UV (Fig. 4). La formacién de nuevas
cadenas de propagacion antes de la terminacién depende de varios factores, por ejemplo,

la concentracidn de oxigeno y los antioxidantes presentes.

Iniciaciéon
LH ——<>Le
Xe XH
Propagacion Ramificacién
Le +0,” > LOOs LOOH + Fe** —> LOe + Fe®* +HO
LOOe + LH—— LOOH + Le LOe + LH———> LOH + Le

Terminacion
LOOe + LOQe —>

LOOe + Le — > PNR
Le + e ———— >

LOOe + AH ——> LOOH + Ae
LOO® + Ae —>
Ae + Ao——>PNR

LOOH + Fe** —> Fe’* + PNR

Le + Fe¥ —> Fe* +PNR
Figura 4. Esquema simplificado de las principales reacciones involucradas en el proceso de
peroxidacién lipidica. LH: lipido; Xe: radical libre iniciador; Le, LOe, LOOe: radicales libres
producidos a partir de LH; LOOH: hidroperéxido lipidico; AH: antioxidante; Ae: radical libre
del antioxidante; PNR: productos no radicales (Tomado de Fagali, 2011).

La descomposicién de los hidroperdxidos puede ser estimulada por temperaturas
elevadas o por metales de transicion (iones hierro y cobre) y genera una mezcla compleja
de productos secundarios de peroxidacién lipidica como hidrocarburos gaseosos (etano,
pentano) y aldehidos (malondialdehido, 4-hidroxinonenal). La terminacién de la

peroxidacién lipidica ocurre cuando la cantidad de radicales libres incrementa y entonces
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pueden darse combinaciones de especies reactivas entre si para formar productos no
radicales o por reaccién de estas especies con antioxidantes que actian donando un

atomo de hidrégeno a los radicales Le o LOOe (Fig. 4) (Buettner, 1993).

2.3 Cambios metabdlicos, fisicoquimicos y lipidicos post mortem en L. vannamei en
respuesta al estrés de cosecha

Una estimacién de la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién dice que se pierde un tercio de los alimentos cosechados, lo que hace que la
reduccion de las pérdidas de alimentos sea una prioridad (FAO, 2012). En el caso
especifico de los mariscos que se venden frescos, el mantener los atributos de frescura
implica entonces reducir las pérdidas del producto, lo que sefiala la necesidad de
aumentar la comprension de los cambios post mortem, para mejorar las practicas de
acuicultura con el fin de retrasar la pérdida de calidad posterior a la cosecha (Neil, 2012).
La frescura y la calidad nutricional estdn entre los aspectos mds importantes para
garantizar la inocuidad de los alimentos en los productos obtenidos del mar para el

consumo humano (Gill, 2000; Sikorski y Kolakowski, 2000).

2.3.1 Consecuencia de la cosecha como agente estresante

En mamiferos y peces se sabe que el estrés ante mortem tiene un efecto en los
cambios post mortem que pueden modificar la bioquimica y la calidad de los productos
(Fraser et al., 1965; Sigholt et al., 1997; Ali et al., 1999; Villarroel et al., 2003; Kristoffersen
et al., 2006, Ribas et al., 2007; Li et al., 2016, Zhang et al., 2017). En este sentido un estrés
ante mortem que consume las reservas glicoliticas del musculo puede disminuir la calidad
post mortem. Ello se debe a que las reservas de energia relativamente bajas que tiene el
musculo son insuficientes para mantener la homeostasis (Gill, 2000; Sikorski y Kolakowski,
2000). El efecto del estrés ante mortem en los cambios post mortem ha sido menos
estudiado en los crustdceos, y es necesario una interpretacién prdactica de los cambios
post mortem usando datos especificos de la especie. Los estudios sobre cambios post

mortem en el camardn L. vannamei se han centrado mas en la descripcién de los cambios
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en las propiedades fisicoquimicas, en los indices de calidad y en el deterioro a través del
tiempo de almacenamiento a diferentes temperaturas (0-25°C) (Nirmal y Benjakul 20093,
2009b; Garcia-Sifuentes et al., 2012; Takeungwongtrakul et al., 2012; Imran et al., 2013;
Fu et al., 2014a; Okpala et al., 2014; Okpala, 2015; Huang et al., 2016; Qiu et al., 2016). Se
observa en los estudios que describen la degradacion post mortem del ATP en L. vannamei
que el nivel inicial del ATP en el musculo es bastante variable, de 2.6 a 10.3 umoles g'l, asi
como el del IMP 1.8 a 0.32 umoles g* (Huang et al., 2016; Qiu et al., 2016). Un valor bajo
del ATP sugiere que estos compuestos fueron metabolizados por el posible estrés ante
mortem asociado con la captura o en el tiempo transcurrido entre la captura y el
muestreo (Tabla Ill), formdndose IMP que puede ser usado como un indice del estrés
fisiolégico que induce la cosecha (Paterson et al., 1995). Por lo tanto, el no considerar el
efecto de muestreo en los niveles de nucledtidos puede conducir a una subestimacion del
tiempo posible que el producto puede tener una calidad aceptable, lo que seiala la
necesidad de una mejor comprensién de las consecuencias de las malas practicas del
manejo en postcosecha. Particularmente en el camarén blanco L. vannamei no se ha
estudiado el efecto de estrés por captura manejo durante la cosecha tal como ha sido
caracterizado para otros decapodos (Tabla Ill). Se ha investigado otro tipo de situaciones
de estrés como la hipoxia ante mortem combinada con ciclos de congelacién-
descongelacién, asi como la infeccidon con una bacteria necrotizante del hepatopancreas,
que afectaron la capacidad de retencién de agua y las propiedades texturales del musculo

(Ramirez-Guerra et al., 2012; Avila-Villa et al., 2012).

Después del proceso de cultivo, la calidad del camardn y el tiempo viable de anaquel
pueden verse considerablemente reducidos por un manejo postcosecha inadecuado, lo
gue puede reducir la eficiencia de la produccidn. Aunque las practicas de cosecha difieren
considerablemente en las diferentes escalas de produccion, desde el nivel artesanal hasta
el industrial, existen condiciones comunes en estas practicas, que pueden actuar como
agentes estresantes ante mortem, como la manipulacién, las alteraciones fisicas, las

fluctuaciones de la temperatura o la exposicion al aire, en la que el metabolismo aerdbico



20

se reduce debido a que el consumo de oxigeno es menor que en el agua, y el metabolismo
anaerobico hace frente a la demanda de energia que puede aumentar en respuesta a la

manipulacion (Whiteley et al., 1990; Paterson, 1993).
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Tabla lll. Fosfato de arginina, nucledtidos y sus productos de degradacién por efecto de la captura en diferentes crustaceos.

Especie ATP ADP AMP IMP INO Hx umol ArgP CEA Tipo y tiempo de cosecha Ref.
pumolg? mumolg® pmolg? pmolg® pmolg* g! pumol g™*
Parapenaeus N.D.* N. D. 2.5 6.26 0.8 0.2 =10 horas viaje + captura 1
longirostris
Nephrops 1.44 Inv. 1.35 4.45 0.4 0.61 0.31 15 min arrastre
norvegicus 30 min muestreo 2
1.44ver. 1.55 6.2 0.4 0.4 0.24 1:30 viaje
5.34 0.72 0.07 N.D 9.28 0.87 Sin estrés (basal)
Nephrops 5.3 1.80** 1.60** 0.1 N.D. 4.8 0.71 Creel
horvegicus 0.9%* 13 4.9%* 0.5 N.D. 013  0.15** 15 min arrastre 3
0.9%* 1.5 4.33%* 0.4 N.D. 0.15 0.16** 60 min arrastre
0.5%* 0.9 5.85%* 0.6 N.D. 0.13 0.13** 150 min arrastre
Penaeus 5.7 0.075 < 10 horas viaje + captura 4
Merguensis
Penaeus 7.2 0.1 1 0.5 04 0.9 0.87 cosecha en estanques de
monodon acuicultura con atarraya
7.2 2.3 0.6 0.2 0.1 0.76 cosecha en estanques de 5
Penaeus acuicultura con tunel de
esculentus red
2.6 2.9 0.7 1 2.8 0.47 Cosecha con red de
arrastre durante 15 min.
L. vannamei 8.76 1.34 0.20 20 0.91** Canastas
(1 min) (basal) 6
8.24 2.55 0.60 12 0.85 Atarraya (10-15 min)
*No detectable Referencias: 1.Goncalves et al., 2003; 2.Albalat et al., 2010; 3.Albalat et al., 2009; 4.Fatima et al., 1981; 5.

**Estadisticamente diferente al basal Paterson et al., 1995; 6. Zamora-Méndez, 2012
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Sin embargo, no hay informacién disponible sobre la influencia de la emersiéon ante
mortem en los cambios post mortem del musculo L. vannamei. En este sentido la
evaluaciéon de la calidad en términos de carga energética es necesaria, con el fin de
mejorar las prdacticas postcosecha (Fotedar y Evans, 2011; FAO, 2016). Ademas, la calidad
postcosecha también se evalla por sus caracteristicas fisicoquimicas (Rahman et al., 2000,
Garcia-Sifuentes et al., 2013, Imran et al., 2013). Finalmente, la calidad de los mariscos
depende de su alto contenido de acidos grasos altamente insaturados (HUFA) de la familia
de los n-3 debido a su papel en la salud humana, la disminucion de las condiciones
inflamatorias y los beneficios cardiovasculares (Calder, 2006; Simopoulos, 2008); Sin
embargo, los HUFA son mas propensos a la peroxidacién que ocurren en condiciones post

mortem (Hultin, 1994; Takeungwongtrakul et al., 2012).

2.3.2 Cambios autoliticos

Las especies marinas, poseen enzimas que realizan actividades fundamentales
ordenadas para el desarrollo vital del organismo y al suscitarse la muerte, su actividad en
el cuerpo pasa a realizarse de forma desordenada, detectdndose reacciones de tipo
hidrolitico y oxidativo (Sanjuds, 2012). La autolisis significa “auto-digestion” y se ha
encontrado que estas reacciones bioquimicas enddgenas son las responsables de las
primeras etapas de la degradacion en los mariscos (Haard y Simpson, 2000). Tras la
muerte, quizas el cambio mas notable que ocurre es la falta de oxigeno en el organismo,
lo que inicia la mayoria de los cambios pronunciados en la apariencia, textura, quimica, y
el potencial redox. Asi pues en la condicién post mortem, donde el suministro de oxigeno
se detiene, la homeostasis de los tejidos puede mantenerse mediante el metabolismo
anaerdbico que apoya los procesos anabdlicos, hasta que las reservas glicoliticas se
puedan utilizar para la produccion de energia (Sikorski y Kolakowski, 2000; Gill,
2000).Después de que el ATP se agota (Fig. 5), la degradacién autolitica del tejido
comienza principalmente por la accién de las caspasas y calpainas y por procesos como
apoptosis y necrosis que conduciran a la disrupcion celular (Lonergan et al., 2010). Esta

degradacidon autolitica estd dada principalmente por protedlisis del tejido y en los
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crustaceos marinos se produce rdpidamente después de la cosecha por la lixiviacion de las
proteasas digestivas en el musculo (Salem et al., 1970), lo que produce cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas como el pH, la capacidad de retencién de agua, el color y la
textura (Sikorski et al., 1990, Lonergan et al., 2010, Juarez et al., 2012, Imran et al., 2013,
Fu et al., 2014a).

2.3.2.1 Degradacion de nucleétidos

Por medio de una serie de reacciones de desfosforilacion y desaminacién que se
debe principalmente a la accidn de enzimas autoliticas (Fig. 5), el ATP se degrada para
formar adenosin difosfato (ADP), adenosin monofosfato (AMP), inosin monofosfato (IMP),

inosina (INO) e hipoxantina (Hx) (Gill, 2000).

Los productos de ATP (Fig. 5) y el catabolismo de carbohidratos son los principales
factores de pérdida de frescura (Tarr, 1966), algunos productos de degradacion del ATP
mejoran el sabor (IMP, AMP) mientras que otros (hipoxantina) contribuyen a un sabor
amargo y desagradable (Yamaguchi y Ninomiya, 2000; Sarower et al., 2012, Yamaguchi et
al., 1971). En el musculo post mortem varias enzimas estan implicadas en la degradacion
de ATP en ADP, AMP e IMP y generalmente tiene lugar dentro de 24 h o menos, mientras
qgue la formacién de Hx es el resultado de actividades autoliticas y bacterianas. Por
supuesto, varios factores pueden afectar como, la temperatura, la especie, el manejo y la
interaccion entre ellas (Gill, 2000). Segun Qiu (2016) L. vannamei presenta dos vias de
degradacion del ATP durante el almacenamiento refrigerado ATP - ADP - AMP - IMP
- HxR = Hx (principal) y ATP - ADP - AMP - Ado - HxR = Hx (secundaria).
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Figura 5. Degradaciéon post mortem del adenosin trifosfato (ATP) en peces y crustaceos.

2.3.2.2 Proceso de protedlisis

Se sabe que muchas proteasas enddgenas aceleran los cambios bioquimicos vy
fisicos del musculo durante el almacenamiento post mortem, lo que afecta a la calidad de
los productos carnicos almacenados y/o procesados (Jiang et al., 1992). Entre las
proteasas constitutivas importantes en los mariscos se incluyen las presentes en los
siguientes tejidos: (1) células musculares; (2) la matriz extracelular y el tejido conectivo
gue rodea a las células musculares; y (3) 6rganos digestivos y otros (Haard, 1994). Estos
procesos proteoliticos son susceptibles de originar péptidos de bajo peso molecular y
aminodcidos libres que en condiciones adecuadas pueden actuar como nutrientes para el
crecimiento microbiano y la produccién de aminas biégenas (Aoki y Ueno, 1998; Fraser y

Sumar, 1998). Ademas, inducen la hidrdlisis de ciertas proteinas, debilitando la estructura
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miofibrilar (Jiang, 2000). Se ha reportado que la autolisis del hepatopancreas y otros
organos internos promueven la liberacién de proteasas activas en el musculo, entre ellas
las colagenasas que actlan en la desintegracién de coldgeno tipo | y V contribuyendo a la
separacion de las fibras musculares y promoviendo el ablandamiento del musculo en L.
vannamei y Macrobrachium rosenbergii (Ezquerra et al., 2003; Sriket et al., 2011). Las
pérdidas en las propiedades funcionales de las proteinas se evallan comuUnmente
comparando la capacidad de retencién de agua, la viscosidad, la gelificacion y la emulsién

(Xiong, 1997).

2.3.2.3 Proceso de lipolisis y peroxidacion lipidica post mortem

Los camarones presentan un gran contenido en enzimas (lipasas, fosfolipasas,
entre otras) capaces de hidrolizar lipidos de peso molecular elevado (triglicéridos y
fosfolipidos, fundamentalmente), formando 4acidos grasos libres de menor peso
molecular, los cuales son mas reactivos, pudiendo interaccionar con otros constituyentes.
La oxidacién de los lipidos es una importante reaccién de deterioro en los alimentos que a
menudo resulta en una pérdida significativa de calidad, como la decoloracion de
pigmentos, la destruccion de ciertos nutrientes y la posible formacién de subproductos
toxicos; esto puede impactar en tres caracteristicas de calidad sensorial: aspecto/color,
textura y sabor (Gray y Pearson, 1994). Los alimentos de origen marino se caracterizan por
su elevada composicidn lipidica insaturada, lo que los hace mas susceptibles a la oxidacién
(Angelo, 1996; Shahidi, 1998). Sin embargo, la oxidacion de los lipidos no sélo depende del
grado de instauracién, también se ve afectada por otros componentes presentes en la
matriz alimenticia, asi como las condiciones bajo las cuales se almacena el producto
(Shahidi, 1998). Morrisey et al. (1994), mencionan que el proceso de peroxidacion lipidica
comienza antes del sacrificio y continua durante el almacenamiento, proceso que se
puede acentuar si existen agentes estresantes ante mortem (ver seccién 2.2.2). Ademas,
los eventos post mortem alteran el equilibrio entre factores pro-oxidantes y antioxidantes
(Min y Ahn, 2005) que en conjunto con ciertos procesos enzimaticos y no enzimaticos

pueden ocasionar la oxidacion de lipidos (Aubourg, 1999), lo que a su vez puede resultar
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en una disminucidn en la calidad del producto debido principalmente a la degradacion de

los lipidos y rancidez (Okpala, 2016).

2.3.3 Métodos para la evaluacion de la calidad alimentaria en productos marinos

2.3.3.1 Calidad de un alimento

Segun Hui (2007), la calidad de un alimento se define desde dos perspectivas: la
cientifica (la composicién, el deterioro, los aditivos, la contaminacion y la seguridad
general) y las preferencias del consumidor que estdn directamente vinculadas a los

sentidos humanos (olor, gusto, percepcién visual y sensacion en la boca).

Asi mismo, Bourne (2002) menciona que existen cuatro principales atributos que

definen la calidad en los alimentos:

1. Apariencia, que comprende color, forma, tamafo y brillo entre otros entre otros

2. El aroma y sabor, que es la respuesta de los receptores en las cavidades oral y nasal a
los estimulos quimicos.

3. La textura, que es principalmente la respuesta de los sentidos tactiles a los estimulos
fisicos que resultan del contacto entre alguna parte del cuerpo y la comida.

4. La nutricién, se refiere a que debe satisfacer las necesidades nutricionales del
consumidor y comprende la concentracion de nutrientes como: carbohidratos, lipidos,
proteinas, minerales, vitaminas y fibra entre otros nutrientes.

En relacion a la calidad post mortem de un alimento, existe un incremento a nivel
mundial en los consumidores que solicitan alimentos de alta calidad, seguros y saludables
(Haard, 1993; Huss et al., 2003). Sin embargo, los camarones tienen caracteristicas
anatdmicas y fisiolégicas que causan una vida util corta (8-12 dias) cuando se conservan
en hielo y la calidad se pierde rapidamente (Fatima et al., 1981; Okpala et al., 2014,
Canizales-Rodriguez et al., 2015). La frescura es una de las cualidades mas importantes de
los mariscos; Un producto post mortem serd mejor aceptado cuanto mas similar es al

producto in vivo (Gill, 2000; Sikorski y Kolakowski, 2000). Para la evaluacion de la frescura
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y calidad de los productos pesqueros, se han propuesto varios métodos: quimicos, fisicos,

microbioldgicos y sensoriales.

2.3.3.2 Métodos quimicos

Los métodos bioquimicos y quimicos se caracterizan por ser cuantitativos por lo
gue son mas objetivos, fiables y seguros para indicar deterioro (Huss, 1998). Algunos de
los procedimientos de mayor utilidad para la medicidon objetiva de la calidad de los
productos pesqueros son las bases volatiles totales (BVT), la medicién de nucledtidos y
productos de degradacion (ver seccién 2.3.2.1) y métodos relacionados con cambios en la

fraccién lipidica (Huss, 1998).

2.3.3.3 Métodos fisicos
Existen nimeros métodos fisicos para la determinacién de la calidad de mariscos y

entre los mas utilizados se encuentran los siguientes:

2.3.3.4 Determinacion del pH muscular
Las mediciones se llevan a cabo mediante un pH-metro, colocando los electrodos
directamente dentro de la carne o dentro de una suspensién de la carne en agua destilada

(Huss, 1998).

2.3.3.5 Analisis del perfil de textura

La integridad muscular se debe principalmente a la funcion que tienen las
proteinas estructurales presentes y pequefias modificaciones de estas proteinas pueden
producir cambios importantes en la textura de pescados y mariscos. La textura limita la
vida atil de pescados y mariscos, lo que impide su comercializacidn. En L. vannamei la
textura del musculo es uno de los componentes principales de aceptabilidad y es
influenciado por varios factores, como la tasa y el alcance de la disminucidn post mortem
del pH, asi como la tasa y el alcance de la protedlisis que conduce a la descomposicién de

miofibrillas (Sriket et al., 2011; Wang et al., 2015).
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La textura se define como la “manifestacién sensorial y funcional de la propiedad
estructural, mecdnica y de superficie de los alimentos detectada a través de los sentidos
de la vista, el oido, el tacto y cinestético“(Szczesniak, 2002). Esta naturaleza multivariable
involucra varios tejidos y receptores en la percepciéon de la textura, de manera que toda la
informacidn registrada por estos receptores se lleva instantdneamente al sistema central
nervioso y de alli al cerebro (Szczesniak, 2002). Szczesniak y Kahn (1971) mencionan que la
textura permanece normalmente en el subconsciente. Cuando la textura de un producto
es psicolégicamente vy fisiolégicamente aceptable y como uno espera que sea, entonces
pasard desapercibida. En cambio, la conciencia de la textura aumenta cuando se violan las
expectativas, cuando se evocan asociaciones no alimentarias o cuando se producen

experiencias sensoriales desagradables.

Para poder entender la naturaleza multidimensional de la textura es importante
definir las propiedades texturales, asi como sus magnitudes. Por lo tanto, es necesaria una
nomenclatura internacional estandar para asegurar que todas las investigaciones llevadas
a cabo en diferentes paises se refieren a las mismas propiedades (Bourne, 2002). La Dr.
Alina S. Szczesniak, sefnalé la naturaleza multidimensional de la textura y su importancia
para el consumidor y desarrollé los principios del analisis de perfil de textura para los
métodos tanto instrumental como sensorial (Bourne, 2002). Asi mismo Szczesniak (2002)
intento introducir algin orden vy clasificd las sensaciones de estos términos en ciertas

categorias (Tabla IV).
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Tabla IV. Definiciones de los parametros mecdnicos de la textura (Szczesniak, 2002).

Propiedades primarias

Fisicas

Sensoriales

Dureza

Viscosidad

Elasticidad

Cohesividad

Adhesividad

Fuerza necesaria para alcanzar una
deformacién dada

Extensidn a la que un material
puede ser deformado antes de que
rompa

Velocidad de flujo por unidad de
fuerza

Velocidad a la que un material
deformado vuelve a su condicién
inicial después de que la fuerza que
causa la deformacion es retirada
Trabajo necesario para superar las
fuerzas atractivas entre la superficie
del alimento y la superficie de otros
materiales con los que el alimento
entra en contacto

Fuerza requerida para comprimir una
sustancia entre los molares (en caso de
sélidos) o entre la lengua y el paladar
(en el caso de semisdlidos)

Grado en que una sustancia es
comprimida entre los dientes antes de
romper

Fuerza requerida para llevar un liquido

de la cuchara a la lengua.

Grado en que un producto vuelve a su
forma original una vez ha sido
comprimido entre los dientes

Fuerza requerida para eliminar el
material que se adhiere a la boca
(generalmente al paladar) durante el
proceso normal de comer

Propiedades secundarias

Fracturabilidad

Masticabilidad

Gomosidad

Fuerza con la que un material
fractura: un producto con una alta
dureza y un bajo grado de
cohesividad

Energia requerida para masticar un
alimento sélido hasta el estado
adecuado para ser tragado: un
producto con dureza, cohesividad y
elasticidad

Energia requerida para desintegrar
un semisolido a un estado listo para
ser tragado: un producto con un
bajo grado de dureza vy alto grado de
cohesividad

Fuerza con la que una muestra se
desmigaja, agrieta o se hace pedazos

Periodo de tiempo requerido para
masticar la muestra, a una velocidad
constante de fuerza aplicada, para
reducirla a una consistencia adecuada
para tragar

Espesura que persiste durante la
masticacidn; energia requerida para
desintegrar un semisdlido a un estado
adecuado para tragar

2.3.3.6 Colorimetria

El color es la percepcidén que resulta de la deteccidén de la luz después de haber

interactuado con un objeto. El color percibido de un objeto se ve afectado por tres

entidades: la composicidn fisica y quimica del objeto, la composicidn espectral de la
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fuente de luz que ilumina el objeto y la sensibilidad espectral del ojo del espectador

(Schubring, 2009).

El color puede considerarse tanto subjetivamente como objetivamente. Lo
subjetivo, se refiere a lo que se percibe después de que la luz entra en el ojo, es decir lo
psicosensorial, el brillo, luminosidad, matiz, saturacién, tonalidad y la cromaticidad. La
tonalidad se refiere a la sensacidn visual seguin el cual un area parece exhibir un color mas
0 menos cromatico y en algunos alimentos puede ser definida por el estado quimico del
pigmento. El matiz se entiende como el atributo descrito por los nombres de color rojo,
verde, morado, entre otros. La saturacién es la intensidad de color en proporcion a su
brillo, mientras que la cromaticidad es la tonalidad en relacién con el brillo del entorno.
Asi mismo la luminosidad no es afectada por la intensidad de la iluminacién porque es la
proporcién de luz reflejada, mientras que la sensacién de brillo aumenta con el nivel de
iluminacién y en algunos alimentos carnicos puede estar dado en funcidén del estado fisico

de la superficie de la carne (MacDougall, 1994; Schubring, 2009).

Los términos objetivos, es decir, los psicofisicos, estan relacionados con el estimulo y
en alimentos por lo general se evalian mediante instrumentos llamados colorimetros que
mide en un espacio de color independiente del dispositivo, es decir, CIELab (L *, a *, b *)
(Fig. 6). El colorimetro permite la medicién del color sélo en un modo de contacto y para
una pequeiia area de la muestra (Macdougall, 1994; Schubring, 2009; Romaniello et al.,
2015). Este sistema emplea las coordenadas tricromaticas L* (luminosidad), a* (matiz
rojo-verde) y b* (matiz amarillo-azul), de manera que a partir de relaciones entre ellas se
pueden obtener las coordenadas colorimétricas, angulo de matiz (formula 1),
cromaticidad (férmula 2) e indice de blancura (férmula 3) (Schubring, 2009).

h*=tan?(a*/b* (1)

C*=(a*2+b*2)" (2)
indice de blancura= 100-([100-L*)+a*+b2]** (3)



31

Como ya se ha mencionado, la apariencia general de un alimento es
extremadamente importante y consiste en color, tamafio, forma y uniformidad del
alimento (Botta, 1994; MacDougall, 1994; Romaniello et al., 2015). Sin embargo el color es
uno de los parametros de calidad que se ven afectados por el almacenamiento por que
cambia con la disminucién de la frescura (Schubring, 2009). En general, el color y la
apariencia afectan la percepcion del consumidor en otras modalidades sensoriales
influyendo en el concepto de frescura (Lawless y Heymann 1998 en Schubring 2009). La
coordenada L* es la mds relacionada con la valoracién visual del consumidor (Murray,
1989) y depende de varios factores como el pH, la capacidad de retenciéon de agua, la
humedad, la integridad de la estructura muscular el contenido de lipidos y el grado de

oxidacion de los pigmentos (Palombo y Wijngaards, 1990).

L*C*h*

Es una representacién mas intutitiva
del color CIELAB

Luminosidad
Lde0al00

C = Croma (Saturacion)
Cde0al00

—

Tono (HY)

—
h = Tono (Hue),
P = % un valor de 0 a 360°
St Lo J s

Figura 6. Espacio de color CIE L*a*b*.
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3. JUSTIFICACION

Existen una serie de indicadores de la respuesta fisiologica de estrés, que se basan
en el estudio de los procesos bioenergéticos en los organismos, los cuales permiten
entender de qué manera se obtiene, se almacena, se transfiere y se utiliza la energia para
mantener las funciones vitales de los organismos y como se ajustan estos procesos en
etapas o situaciones particulares de demanda energética. El estrés implica entonces un
incremento en el consumo de adenosin trifosfato (ATP) que tiene que compensarse por
un aumento en la produccién del mismo para poder mantener el balance energético
celular inferido por la carga energética adenilica (CEA) (Atkinson y Walton, 1967; Moal et
al., 1989; Wang et al.,, 2002; Morris et al., 2005). Por lo tanto, la CEA podra variar
dependiendo de la condicidn fisioldgica y los agentes estresantes a los que esté sometido

el organismo.

Segun Passano (1960) antes y después de la ecdisis, ocurren los mayores eventos
metabdlicos asociados con el crecimiento. Durante el proceso fisiolégico del ciclo de muda
en Litopenaeus vannamei, ocurren fluctuaciones del estado energético celular asociado a
cambios en la actividad metabdlica ademas de existir riesgo de estrés oxidativo. Por otro
lado durante el cultivo de camarén L. vannamei, el proceso de cosecha implica
condiciones estresantes como la persecucién, emersion y confinamiento. Un estrés ante
mortem podria reducir la vida util de los camarones. Lo anterior hace necesario cuantificar
y caracterizar la respuesta de estrés en términos de estatus energético celular asi como el
sistema enzimatico antioxidante y el dafo oxidativo ante un factor de estrés endégeno
(muda) y exdégeno (proceso de cosecha) asi como su repercusiéon en la calidad
postcosecha. Los datos derivados de este estudio podran ser utilizados para mejorar las
practicas de cultivo, estrategias de manejo y ademas contar con indicadores de

susceptibilidad a estrés.
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4. HIPOTESIS

Hipotesis 1

El proceso de muda puede considerarse como una situacion de estrés que implica ajustes

metabdlicos y una posible alteracidn en el estatus energético celular en L. vannamei.
Hipotesis 2

En un cultivo comercial de L. vannamei el proceso de cosecha puede implicar una
respuesta de estrés que repercutird en los procesos bioquimicos post mortem vy la calidad

del producto final.

5. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la respuesta de estrés en términos de estatus energético celular, metabolitos
implicados y defensa enzimdtica antioxidante, ante un factor de estrés endégeno (muda) y

exdgeno (cosecha) asi como su repercusion en la calidad postcosecha de L. vannamei.

5.1 Objetivos particulares
1.- Analizar las variaciones en la energia metabdlica disponible (CEA y fosfagenos), los
combustibles y reservas, el sistema enzimatico antioxidante y el dafo oxidativo en

hepatopancreas y musculo del camardn blanco L. vannamei durante el ciclo de muda.

2.- Cuantificar en un cultivo semi-intesivo de L. vannamei la influencia de dos variantes en
el proceso de cosecha con atarraya a borde de un estanque, sobre la respuesta metabdlica
ante mortem, en términos de carga energética adenilica, procesos bioquimicos
involucrados y su repercusidon post mortem en las variables ya mencionadas asi como en

sus propiedades organolépticas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Disefno experimental

6.1.1 Metabolismo energético y actividad enzimatica antioxidante durante el ciclo de
muda de Litopenaeus vannamei

Los organismos utilizados para este experimento fueron obtenidos del laboratorio
de Reproduccidon de crustaceos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
(CIBNOR), donde se encontraban en contenedores con capacidad de 5000 L, Estos
organismos se mantenian bajo condiciones controladas: 28°C de temperatura,
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, aireacidn constante, 36-38 ups,
recambio de agua diario reponiendo el volumen perdido por el sifoneo, alimentaciéon a
saciedad tres veces por dia (9:00, 14:00 y 19:00 h) con una dieta comercial que contenia

35% de proteina (PIASA, La Paz, B.C.S., México).

Para la recoleccion de organismos en cada estadio del ciclo de muda, se monitoreo
la etapa de muda de cada camardén a las 0, 48 y 72 h la ultima observacién (72 h) se realizé
al momento del muestreo para confirmar en ultima instancia la etapa en que se muestreé.
El estadio de muda se determind por la observacién de los urdépodos laterales bajo un
microscopio a 20x basado en Promwikorn et al. (2004) y Cesar et al. (2006). Los
camarones fueron asignados aleatoriamente e individualmente a tanques de 30 litros (las
condiciones del agua, la alimentacién y el mantenimiento fueron los mismos para los
contenedores de 5000 L). Al momento de cambiar los organismos a sus respectivas javas
individuales, se realizdé observacion de urépodos para la evaluacién inicial del estadio de
muda (tiempo 0). Una vez trasladados los camarones, se realizé una inspeccién diaria para
las 17 taras registrando la temperatura, animales muertos o mudas de camardn que
fueron extraidas junto con los desperdicios de comida y heces. Se realizé una segunda
observacion y determinacién del estadio de muda 48 h después de haber sido trasladados
los organismos, donde cada camardn fue recogido suavemente con una red de cuchara y

el urépodo a observar fue colocado sobre una ldmina de vidrio y observado al microscopio
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y se registré el peso (34.7 £ 6.5 g, media * desviacion estandar, N = 81) con una balanza de
campo. Las observaciones se realizaron lo mds rapido posible 1 min aproximadamente y
los camarones fueron colocados nuevamente en su respectivo acuario. Esto se realizd
para poder elegir que organismos seran ayunados a partir de ese momento para su
posterior muestreo. El criterio utilizado para elegir que organismos se van a muestrear fue
el nimero de muestra minima que se necesitaba, nueve camarones por estadio de muda.
Los organismos a muestrear se dejaron sin perturbacién y se alimentaron por ultima vez a
las 12:00 h sifoneandose restos de alimento no consumido a las 15:00 h. Se tomaron
muestras de camardn al dia siguiente a las 09:00 h (18 h de ayuno). En el caso de los
estadios B, C, DO, D1, D2, D3 y D4 el muestreo fue de la siguiente manera: cada camarén
se retird manualmente del tanque, para evitar el movimiento de la respuesta de escape,
luego se corté un urdépodo lateral, después los camarones se sumergieron
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -76°C. El urépodo muestreado
se observd en menos de 1 minuto después de que se cortd y se fijé en solucién Davidson
para andlisis histoldgicos posteriores (Promwikorn et al., 2007). Para el muestreo de los
camarones en el estadio E, se esperaba que mudaran por la noche los camarones en
estadio D4, por lo que se quedaron sin alimentos desde las 9:00 h. Los camarones fueron
monitoreados durante la noche hasta que se desprende la exuvia e inmediatamente es
muestreado como se describié anteriormente. El procedimiento para el muestreo del
camaron en estadio E se realizé durante la noche con sélo el 15% de la luz utilizada
durante el dia, para no perturbar a los camarones. Los camarones en estadio A se
muestrearon entre 12 y 24 horas después de la ecdisis, siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente. Los organismos sacrificados se remplazaron por organismos
nuevos hasta completar nueve replicas por cada estadio de muda (E, A, B, C, DO, D1, D2,
D3 y D4) es decir 81 muestras. Se utilizd el primer segmento abdominal de camardn para
medir los nucledtidos adenilicos, el ArgP, los combustibles y las reservas de energia
(proteinas totales, lipidos totales, triacilglicéridos, glucdégeno, colesterol y lactato), el

segundo segmento abdominal para analizar indicadores de estrés oxidativo. También se
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analizaron los combustibles, las reservas y los indicadores de estrés oxidativo en

hepatopancreas.

6.1.2 Cambios metabdlicos, fisicoquimicos y lipidicos post mortem en Litopenaeus
vannamei en respuesta al estrés de cosecha

Se obtuvieron las muestras bioldgicas de una finca comercial (Servicios Acuicolas
Profesionales, Bahia de Ohuira, estado de Sinaloa, México), donde se encontraban en un
cultivo semi-intensivo (300 camarones m), en estanques revestidos de plastico de 1 ha

con aireacion constante y bajo fotoperiodo natural.

Este experimento se hizo emulando una cosecha normal con atarraya a pie del
estanque y se utilizaron camarones L. vannamei con peso de 13+1 g en estadio de
intermuda. En el momento del muestreo (19:00 h), el agua en el estanque era de 24°C, 36
ups, y la concentracion de oxigeno disuelto de 4.1 mg L El proceso consiste en capturar
los organismos masivamente con una atarraya en menos de 1 minuto y colocar la captura
en un recipiente (de dimensiones 0.5 x 0.35 x 0.31 m, capacidad de 54.3 L), se realizaron
dos lances obteniéndose un aproximado de 300 camarones por lance de la atarraya. En
total se colectaron 180 organismos que fueron sometidos a dos condiciones distintas, la
primera condicion (grupo estrés por emersion) consistio en colocar a los organismos
obtenidos en el primer lance (aprox. 300 organismos) en una tara durante 15 min en
condiciones de exposicidon aérea, confinamiento y temperatura ambiente, para
posteriormente colectar 90 organismos y mantenerlos durante 144 h en agua-hielo a una
temperatura de aprox. de 0°C. Los organismos del segundo grupo (grupo control-sin estrés
por emersion) inmediatamente después de la cosecha fueron colocados en agua-hielo
durante un periodo de 144 h. Los organismos del tiempo cero, del grupo control sin estrés
fueron congelados en nitrégeno liquido inmediatamente después de ser capturados,
mientras que para los organismos del grupo estrés, el tiempo cero se considerd una vez
transcurridos los 15 min de emersién. Los camarones se lavaron luego con agua dulce, se

pusieron en bolsas de polietileno (n = 10 / bolsa) por cada condiciéon y tiempo de
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muestreo post mortem: 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120 o 144 h en hielo triturado. Cuando era
necesario, el agua de deshielo se drend y se incorpord nuevo hielo para mantener 0°C.
Finalmente las muestras fueron transferidas al laboratorio de “Analisis de Alimentos
Marinos” en la Universidad Auténoma de Baja California Sur (U.A.B.C.S.), para sus analisis
posteriores. El primer segmento abdominal fue utilizado para analisis de
ArgP/nucledtidos, incluyendo subproductos y analisis bioquimicos. Los segmentos
abdominales restantes se utilizaron para el andlisis de lipidos, pH, agua expresable, perfil
de textura y color. Al tiempo cero, Unicamente se realizaron de ArgP asi como de
nucledtidos y sus productos de degradacién, mientras que el resto de los analisis sélo se

hizo a partir de las 12 h, dado que el equipo necesario no estaba disponible en el campo.
6.2 Métodos analiticos

6.2.1 Extraccidn, procesamiento y cuantificacion de nucleétidos y fosfagenos

Los siguientes analisis se realizaron en el laboratorio de “Metabolismo energético”
del CIBNOR y se realizaron en todas las muestras (ver seccion 6.1.2 y 6.1.3). La
cuantificacidon de nucleétidos adenilicos, productos de degradacién y ArgP se realizé en el
musculo en ambos experimentos. La extraccidon y el analisis de los nucledtidos adenilicos
se realizé siguiendo la metodologia descrita por Moal et al. (1989) y Le Coz (1989) con
algunas modificaciones de Robles-Romo et al. (2014). Se pesaron aproximadamente 150
mg de tejido congelado del primer segmento abdominal y se pulverizé en condiciones
criogénicas (nitrégeno liquido) en un molino mezclador de acero inoxidable (MM400,
Retsch, Haan, Alemania) a una frecuencia de 25 st durante dos minutos y se almacené en
tubos eppendorf de 1.5 ml a -76°C. Posteriormente, aproximadamente 150 mg de
musculo pulverizado se homogenizé en 1.5 mL de TCA 0.5 M frio, mediante un
homogenizador mecénico de flecha (modelo Tempest 1Q2, The VirTis Company, Gardiner,
USA) a 3,000 rpm por 30 s). El homogenizado obtenido se centrifugd a 3,000 g a 4°C por
10 min, después de lo cual se recuperaron 0.5 mL del sobrenadante. A éste se adiciond 1.3

mL de una mezcla (1:5) recién preparada de trioctilamina y diclorometano y se mezcld
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vigorosamente sobre un vortex por 30 s. Después, la mezcla se centrifugd a 2,000 g por 5
min a 4°C, y se verificd que el pH del sobrenadante obtenido estuviera entre 6 y 7 con
papel indicador de pH; cuando el pH fue mas acido, se agregd una cantidad adicional de la
mezcla de trioctilamina y diclorometano y el pH se verificé nuevamente. El sobrenadante
resultante se separd en 4 alicuotas de 50 pL que fueron almacenadas a -76°C hasta su

posterior analisis.

6.2.2 Condiciones de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) para la cuantificacion
de nucleétidos (ATP, ADP, AMP, IMP, Hx, GTP y GDP)

La cuantificacion se realizé por HPLC (modelo 1100, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) de fase reversa de intercambio idnico con base en la metodologia descrita por
Le Coz (1989) y Moal et al. (1989), con algunas modificaciones Robles-Romo et al. (2014).
Se utilizé una columna Hyperclone ODS (C18) 3 um (tamafio del didmetro de particula)
150 x 4.6 mm de largo y ancho, respectivamente (Phenomenex, Torrance, CA), con una
precolumna (C18) (40 mm de largo y 3.0 mm de ancho, Phenomenex, Torrance, CA). La
separacion de los analitos se realizé utilizando como fase mévil 0.15 M de NaH,PO4, 3 mM
de tetrabutilamonio como el agente de par idnico, 8% de metanol, cuyo pH se ajusté a 6
con NaOH 5 N. El cromatodgrafo se operdé a un flujo de 0.8 mL min?, el tiempo de
separacion fue de 20 min. Los nucledtidos se detectaron a 254 nm (Detector Agilent
acoplado al sistema de HPLC). La identificacion y el calculo de la concentracién de los
nucledtidos se realizé con base en los estandares de ATP, ADP, AMP, GTP, GDP, IMP e
hipoxantina (Sigma, St. Louis, MO), utilizando las concentraciones que se indican en el
parrafo siguiente. Todos los solventes utilizados para los analisis de HPLC se prepararon
utilizando reactivos grado HPLC y agua desionizada, filtrando todas las soluciones antes de
utilizarse. Se realizaron curvas de calibracién de los cinco nucledtidos (AMP, ADP, ATP,
GTP y GDP). El rango de las concentraciones analizadas para cada nucledtido fue 0.017
hasta 4.24 pg en 25 uL inyectados (Anexo |). Se utilizé6 una mezcla de estandares para cada
corrida de muestras cuya concentracién de nucledtidos es similar a la encontrada en

tejidos de camardn. Se preparé una solucion madre de cada nucleétido (ATP, ADP, AMP,
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GTP y GDP) en una concentracién aproximada de 0.5 mg mL™ utilizando agua desionizada.
A partir de ésta se realizé una dilucién 1:100 con solucién amortiguadora (fase movil
utilizada) obteniéndose asi una solucién diluida de cada nucledtido de 5 pg mL™.
Posteriormente, se realizd una mezcla de nucledtidos a partir de estas soluciones diluidas.
Finalmente, se transfirieron 100 puL de la mezcla anterior en viales ambar y se
almacenaron a -76 °C: estos viales son los que se inyectaron en cada corrida. También se
utilizaron estdndares de IMP e hipoxantina con concentraciones de 0.21 y 2.47 nmoles,

respectivamente, en 25 pL inyectados.

6.2.3 Condiciones del HPLC para la cuantificacion fosfato de arginina

A partir del mismo extracto utilizado para la cuantificacion de los nucledtidos, se
cuantificaron por HPLC los niveles de ArgP siguiendo las indicaciones descritas por Viant et
al. (2001). La cuantificacién se realizd por HPLC de fase reversa utilizando una columna
SphereClone NH2 (tamafio de particula de 5 um de didmetro, 250 mm de largo y 4.6 mm
de ancho, Phenomenex, Torrance, CA), la columna se acopld a una precolumna NH2 (40
mm de largo y 3 mm de ancho, Phenomenex, Torrance, CA), utilizando una fase mévil a
base de KH,PO4 20 mM (ajustada a pH 2.6 con H3P0O4) y acetonitrilo en una proporcién
72:28. El tiempo de corrida fue de 20 min a un flujo de 1 mL min’. Se utilizaron las mismas
condiciones de pureza en reactivos y agua que para el andlisis de nucleétidos. La
identificacién y el calculo de la concentracidn se realizd con base en un estandar de ArgP
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), a partir del cual se realizé una curva estandar
cuyo un rango de concentracion de 0.06 y 3.80 ug inyectados en 25 L (lo que equivale a
0.20y 12.5 nmoles en 25 uL) (Anexo Il). La solucién madre se preparé disolviendo 5 mg del
estdndar en 1 mL de agua desionizada, a partir de la solucién anterior se preparé una
dilucién 1:30 con una solucién 20 mM de KH, PO, ajustada a pH 7 y a partir de ésta se
realizaron diluciones seriales. La solucion de trabajo del estandar, que se inyectd en cada
corrida, se prepard mediante una dilucién 1:60 de la solucién madre con 20 mM de KH,
PO, ajustado a pH 7; de la anterior, se tomaron alicuotas de 100 pL que se almacenaron

en viales dmbar a -76°C (6.26 nmoles en 25 uL inyectados).
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6.2.4 Reservas, combustibles y metabolitos

Los siguientes andlisis se realizaron en el laboratorio de “Bioquimica Fisioldgica”
del CIBNOR en musculo en ambos experimentos y Unicamente en hepatopancreas en el
experimento de muda (seccién 6.1.1). De los tejidos, se obtuvo una porcién (=100 mg) de
musculo del primer segmento abdominal y de hepatopdncreas, aun estando congelados
los tejidos, se pesaron vy liofilizaron. El tejido liofilizado fue nuevamente pesado para
obtener el peso seco y se hidraté con 1 mL de solucién isoténica (450 mM NaCly 10 mM
KCl). En musculo se cuantificaron; proteinas totales, glucégeno, lipidos totales y lactato,
mientras que en hepatopdncreas, se cuantificaron; glucégeno, lipidos totales, proteinas

totales, triglicéridos y colesterol.

6.2.4.1 Proteinas totales

Se utilizd la técnica de Bradford (1976) para cuantificar la concentracién de
proteinas totales, utilizando albumina sérica bovina (Sigma, Steinheim, Alemania) como
estandar referencia. En musculo y hepatopancreas, una alicuota del tejido homogenizado
se le agregé la solucion reactiva de Bradford en tubo de ensayo, se tomd una alicuota de
la reaccién y se colocé en microplaca para leerse en un lector de microplaca (Multiskan

spectrum, Thermo Fisher Scientific) a 595 nm.

6.2.4.2 Lactato

La cuantificacion de la concentracidon del lactato se realizé con base en la
metodologia descrita por Racotta y Palacios (1998), con adecuacidon a microplaca
utilizando 20 pL de muestra. Para realizar la cuantificacion (método enzimatico-PAP
Randox laboratories limited), al homogenizado de tejido en solucidn isotdnica se le agregé
TCA al 20%, se centrifugd a 800 g y el sobrenadante se utilizé para la cuantificacién de
lactato; se realizé la deteccién con un lector de microplaca a 540 nm, se cuantificd
tomando como referencia una curva estandar (0.31-20.0 mg dLY) con el sustrato. Se
utilizaron 20 plL del sobrenadante libre de proteinas y 200 plL de la solucién reactiva del

kit.
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6.2.4.3 Triglicéridos

La determinacién de, triglicéridos se realizé con base en la metodologia descrita
por Racotta y Palacios (1998), con adecuacién a microplaca utilizando 20 pyL de muestra y
se realizé mediante un kit comercial basado en el método GPO-PAP (Randox laboratories
limited), se realizé la deteccién con un lector de microplaca a 540 nm, se hicieron
reaccionar 20 uL del homogenado de tejido y 200 puL de solucién reactiva del kit, se tomd

como referencia una curva estandar (3.13-200 mg dL") del sustrato.

6.2.4.4 Lipidos totales

Con base en la metodologia descrita por Barnes y Balckstock (1973) a una alicuota
de plasma u homogenado de tejido (20 uL) se le agregaron 200 uL de acido sulfurico
concentrado y se incubd en un bafio maria a 90°C por 10 min; posteriormente, se tomd
una alicuota de la reaccién anterior, se colocé en una microplaca y se le agregd
fosfovainillina al 0.2% en acido sulfarico al 80%, se dejd incubar la reaccion por 40 min, y
se registrd la absorbancia de las muestras a 540 nm. Se utilizé una soluciéon estandar de

lipidos como referencia (0.19 — 12.05 mg mL™) (Lin-Trol Sigma L2648).

6.2.4.5 Glucégeno

Con base en lo descrito por Van Handel (1965), las proteinas se precipitaron del
homogenizado de tejido, agregando TCA al 20%, posteriormente, se precipitd el
glucégeno presente utilizando etanol frio y se centrifugd (3600 g), se elimind el
sobrenadante y se secaron las muestras en un horno a 76°C. A continuacién, las muestras
se hidrataron a un volumen conocido (0.1 mL), se agregé antrona al 0.1% en H,S0,4 al 72%
se incubaron las muestras a 90°C por 5 y 10 min (musculo y hepatopancreas
respectivamente) y se leyd la absorbancia a 620 nm en un lector de microplaca (curva

3.91-250 mg dL™).

6.2.4.6 Colesterol
Para colesterol total, se utilizd6 una prueba enzimatica colorimétrica (kit de

RANDOX, No. catalogo CH 200). El colesterol se determind después de una hidrélisis
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enzimatica y oxidacion. Se tomé una alicuota de plasma de 20uL y se puso en el fondo de
una microplaca, se le agregaron 200uL de solucién reactiva, se incubaron 10 minutos y se
leyeron en un espectrofotometro de microplacas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-

Finlandia) a una absorbancia de 540 nm.

6.2.5 Histologia

El siguiente andlisis se realizé en el laboratorio de “Histologia e Histoquimica” del
CIBNOR vy se realizé solo en los organismos del bioensayo de muda descrito en la seccién
6.1.1. Los 81 urdpodos fijados en Davison se deshidrataron en una serie progresiva de
concentraciones crecientes de alcohol etilico (70% a 100%) en el laboratorio de histologia
e histoquimica del CIBNOR. Posterior a la deshidratacién, las muestras fijadas en Davison
se aclararon en xilol y se incluyeron en parafina (Paraplast X-Tra, Mc Cormick Scientific,
San Diego, CA, USA). A cada urdépodo se le realizaron cortes de 4 um de grosor con ayuda
de un microtomo rotatorio (Leica RM 2155, Leica Microsystems) y se colocaron en
portaobjetos. Posteriormente se desparafinaron las muestras, para ser tefiidas con Acido
Periddico de Shiff (PAS) (Spicer et al., 1964) y hematoxilina (Humanson, 1979). Por ultimo
se examinaron las secciones de tejido tefiidas, con un microscopio éptico (Olympus BX 50)

y fotografiados con una cdmara digital (CoolSNP-Pro) conectado al microscopio.

6.2.6 Indicadores de estrés oxidativo y actividad de enzimas antioxidantes

Las metodologias que se describen a continuacion fueron implementadas
previamente en el laboratorio de “Estrés Oxidativo” del CIBNOR y se realizaron solo en los
organismos del bioensayo de muda descrito en la seccién 6.1.1. Una muestra (~100 mg)
de musculo del segundo segmento abdominal o del hepatopdncreas se disectd aun
congelada, se disgregd y se homogenizé (Polytron PT 1300D Kinematica AG, Lucerne,
Suiza) en una solucién compuesta de solucion amortiguadora (pH 7) fosfato de potasio
(0.1 M) fluoruro de fenilmetanosulfonilo (1ImM) y EDTA (60 mM) en una relacién 1:20

peso tejido/volumen de solucidn. El homogenado se centrifugd a 3,000 g por 10 min a
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4°C, se recuperd el sobrenadante y se utilizd para el analisis de la actividad de las de

enzimas antioxidantes, los niveles de peroxidacion lipidica (TBARS).

6.2.6.1 Superoxido dismutasa

La actividad total de la superéxido dismutasa (SOD) se determind a 25°C con base
en el porcentaje de inhibicidn de la reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT por sus siglas
en inglés) por una fuente exdgena de radical superdxido (0O,), el sistema de
xantina/xantina oxidasa, con base en la metodologia de Suzuki, (2000). El blanco o la
muestra se mezclaron en una celda que contenia 1 U mL™ de xantina oxidasa disuelta en
sulfato de amonio (2 M) y una solucion de carbonato de sodio (50 mM), xantina (0.1 mM),
NBT (0.025 mM) y EDTA (0.1 mM). Se midid la absorbancia en un espectrofotémetro a 560
nm (DU 800, Beckman coulter, Fullerton, California) cada 30 s por 5 min y se calculd el
cambio en la absorbancia a lo largo del tiempo para cuantificar la disminucién de la
reduccion del NBT. Una unidad de actividad de SOD se definié como la cantidad de enzima

necesaria para inhibir el 50% de la mdxima reaccién de O, con NBT.

6.2.6.2 Catalasa

La actividad de catalasa (CAT) se determind con base en lo descrito por Aebi
(1984). Directamente en la celda de cuarzo se agregd una alicuota del sobrenadante del
tejido homogenanizado, se agregd la solucién reactiva que contenia H,0, (en un rango de
0.45 y 0.5 mmoles L) en solucién amortiguadora de fosfatos (0.1 mM), el ensayo se
realizé a 25°C y se cuantificd el decremento de la absorbancia a 240nm (A A,40) debido al
consumo de H,0,. Una unidad de CAT se define como la cantidad de enzima necesaria

para reducir 1 umol de H,0, min 1

6.2.6.3 Glutation peroxidasa

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) dependiente de selenio se analizé
siguiendo la metodologia de Flohé y Ginzler (1984). Una alicuota (50 plL) del
sobrenadante del homogenizado de tejido se depositd en una celda de plastico en donde

se agregaron posteriormente una mezcla a base de solucidon amortiguadora de fosfato de
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potasio (2 mM, pH 7.2), azida de sodio (2 mM), glutatiéon (250 mM), NADPH (1.5 mM),
EDTA (50 mM), glutatidn reductasa (15 U mL?), y H,0, (10 mM) como sustrato. Se midié el
cambio en la absorbancia (espectrofotémetro DU 800, Beckman coulter, Fullerton,
California) a 340 nm cada 40 s durante 3 min, lo que permitié calcular el consumo de
NADPH. Una unidad de GPx es definida como la cantidad de enzima necesaria para oxidar

1 umol de NADPH min™.

6.2.6.4 El valor de Perdxido (LOOH)

El siguiente analisis se realizd en el laboratorio de “Metabolismo energético” del
CIBNOR vy se realizd solo en el bioensayo de calidad post mortem descrito en la seccidon
6.1.2. El contenido de LOOH se estimd a partir del extracto de cloroformo-metanol (2:1
v/v) por el método de tiocianato férrico (Chapman y Mackay, 1949; Mihaljevic et al.,
1996), utilizado para un tesis paralela que contemplé el andlisis de acidos grasos y clases
de lipidos (Marin, 2016). Con lectura de absorbancia a 505 nm en un lector de microplacas
(Multiscan GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), utilizando hidroperéxido de

cumeno (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) como estandar.

6.2.6.5 Peroxidacion de lipidos (TBARS)

Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) se cuantificaron con base
en lo descrito por Persky et al. (2000). Se utilizaron 250 pL del mismo sobrenadante ya
descrito en la seccién 6.2.4, se incubd en un bafio con agua con agitacion continua por 15
min a 37°C en agitacién, en bafo maria, posteriormente la reaccién se detuvo agregando
12.5% de TCA en HCI (1.0 M), se agreg6 acido 2-tiobarbiturico al 1% y se procedié a una
incubacién a 90°C por 10 min. Las muestras se enfriaron en un bafio de agua fria y se
centrifugaron a 3000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se colecté y se leyd a 530 nm en
un lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finlandia). El
contenido de TBARS se calculé a partir de una curva estandar (1-20 nmoles mL?) de
malondialdehido bis-dietilacetal en etanol. Los datos se expresaron como nmol de TBARS

mg ™’ de proteina
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6.2.7 Andlisis fisicoquimicos
Estos andlisis se realizaron solamente en musculo del experimento calidad post
mortem (seccidon 6.1.2) en el laboratorio de “Andlisis de Alimentos Marinos” en la

Universidad Auténoma de Baja California Sur (U.A.B.C.S.).

6.2.7.1 Valoracién del pH

El pH se monitoreo durante el tiempo de almacenamiento postcosecha del
camardn. Este analisis se realiz6 mediante un método no destructivo utilizando un
electrodo de puncion (HI9025C, Hanna Instruments, Woonsocket, Rl), en el segundo
segmento abdominal. Las mediciones se realizaron introduciendo el electrodo dentro del

musculo del organismo.

6.2.7.2 Medicion del color

El color del musculo del camardn fue evaluado mediante el sistema de colorimetria
de triestimulo (Francis y Clydesdale, 1975), empleando un colorimetro Minolta™ CR-400
(CR-400, Konica Minolta, Tokio). El colorimetro fue ajustado en el modo de reflectancia,
con una apertura en el puerto de lectura de 0.5 cm. El puerto de lectura se colocd
perpendicular a la superficie del misculo y posteriormente se hizo incidir sobre él un haz
de luz del equipo. Con este procedimiento se registraron automaticamente los
pardmetros de color L* (luminosidad), a* (matiz rojo-verde) y b* (matiz amarillo-azul),
angulo de matiz (H°) y cromaticidad (C*). Se realizaron dos lecturas para cada muestra
camaron; la primera de ellas parte externa (PE) en un costado del camardén del segundo
segmento abdominal sin caparazén. Posteriormente, se hizo un corte transversal
separando el cefalotérax mas el primer segmento abdominal y la segunda lectura se

realizd en la parte interior (PI) del abdomen del primer segmento abdominal.

6.2.7.3 Anadlisis de perfil de textura (APT)
La textura del musculo fue evaluada mediante la metodologia descrita por
Szczesniak et al. (1963), utilizando un texturémetro TA-XT2i (Stable Micro Systems™

Godalming, Surrey, U.K.), empleando una celda de compresién de 5 kgf. Se determiné el
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perfil de textura utilizando muestras cilindricas del segundo segmento abdominal
obtenidas con un horadador de 1 cm. de didmetro ajustando la altura del cilindro a 1 cm.
Para esto se selecciond una velocidad de deformacién de 60 mm min™ y se aplicaron dos
ciclos de compresiéon utilizando un cilindro de 5 cm de didmetro adaptado al
texturémetro. Las muestras se colocaron en la parte central del plato del texturémetro y
fueron sujetas a una deformacién del 50% con respecto a su altura inicial. Los pardmetros

obtenidos mediante esta prueba fueron dureza, cohesividad y elasticidad.

6.2.7.4 Agua expresable (AE)

El agua expresable (AE) se midi6d, segin Rahman et al. (2000) con algunas
modificaciones: se colocaron 1 g de musculo entre una doble capa de papel de filtro
(Whatman n? 1), luego se aplicaron dos ciclos de compresidn, utilizando un cilindro de 5

cm de didametro y una fuerza de compresién de 5 kgf (formula 4).
AE (%) = ((Peso inicial — peso final) / Peso inicial) x 100) (4)

6.3 Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos se realizé con el paquete Statistica versién 8.0
(Dell Statistica, Tulsa, OK). La normalidad de las muestras se verificd con la prueba Shapiro
Wilk, y la homogeneidad de varianza se determiné utilizando la prueba Levene. Cuando
los datos no fueron normales y/o no hubo homogeneidad de varianzas se aplicaron

diferentes transformaciones (logaritmo, raiz cuadrada o inverso multiplicativo).

Los datos se compararon por analisis de varianza de una via para el experimento
del ciclo de muda y en el experimento de cosecha y calidad post mortem se aplicd un
analisis t de Student para analizar el tiempo 0 entre los grupos de estrés por emersién y
control, ademds de un analisis de varianza de dos vias (emersién x tiempo de
almacenamiento). La comparacion de medias se realizé por la prueba Tukey HSD. Las
diferencias se reportaron como significativas a P<0.05 o P<0.01 los datos se reportaron

como media * error estandar.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados del metabolismo energético y actividad enzimatica antioxidante durante
el ciclo de muda de Litopenaeus vannamei

Tabla V. Variables bioquimicas en musculo de L. vanammei (Media # E.S.) durante el ciclo
de muda.

MUSCULO
Estadio PTmgg™ GCGmgg™ LACmgg* LTmgg™
A 140.6+15.5 3.1+0.4 1.7+0.2 15.0¢1.9
B 155.4+19.6 2.5+0.4 1.9+0.1 14.4+1.3
C 137.4+14.3 2.540.6 1.7+0.4 13.8+1.4
DO 134.3+19.0 2.5+0.4 1.9+0.2 16.42.5
D1 146.8+22.3 2.240.3 1.9+0.1 14.4+1.8
D2 159.2+17.4 3.140.6 2.340.3 18.3+3.5
D3 110.0+14.8 3.540.6 2.340.2 14.3+1.3
D4 164.2+25.6 3.1+0.4 2.110.1 17.1+2.4
E 181.3+23.2 2.540.3 1.7+0.2 14.7+1.1

Las concentraciones se expresan en mg g'1 de peso humedo. Los resultados se expresan
como media * error estandar. Proteinas totales (PT), glucégeno (GCG), lactato (LAC) y
lipidos totales (LT). Diferencia significativa (P<0.05), N=9.

Tabla VI. Variables bioquimicas en hepatopdncreas de L. vanammei (Media + E.S.) durante
el ciclo de muda.

HEPATOPANCREAS
Estadio PTmgg* GCGmgg* LTmgg* TGmgg' COLmgg"
A 112.8+11.7 12.6+2.1° 167.8149.1 6.0t1.6 1.710.4
B 107.416.6 8.9+0.9%° 275.0+47.1 10.7+2.7 4.011.1
C 108.6+10.5 9.5+0.9%° 208.9140.6 9.4+2.3 2.610.4
DO 122.3+3.8 12.0+1.1° 289.11+63.2 7.8t1.9 2.9+0.5
D1 129.4+11.9 12.04+1.5° 274.9153.6 10.7£3.0 2.410.5
D2 137.61£8.9 11.9+1.8° 308.5+23.9 11.2+4.1 24104
D3 110.0+6.3 9.3+0.7% 166.0+£39.6 8.411.6 2.01£0.2
D4 119.8+11.3 11.141.5° 269.7155.8 10.8+£2.8 3.9+1.9
E 103.0+£10.0 6.7+0.8° 204.9+39.7 4.7+0.7 2.310.2

Las concentraciones se expresan en mg g de peso himedo. Los resultados se expresan
como media * error estandar. Proteinas totales (PT), glucdgeno (GCG), lipidos totales (LT),
triglicéridos (TG) y colesterol (COL). Diferencia significativa (P<0.05), N=9.



48

Los resultados de los andlisis bioquimicos obtenidos en musculo abdominal y
hepatopancreas para este experimento no presentaron diferencias significativas en su
mayoria para las variables analizadas (Tablas V y VI), con excepcion del glucégeno en el
hepatopdncreas que si presenté diferencias significativas (P<0.05) a la largo del ciclo de
muda, particularmente con un disminucién significativa de 39.6% entre estadio de
premuda tardia D4 (11.1 mg g™) y el de ecdisis (6.7 mg g*) para volver a aumentar a 12.6
mg g en estadio de postmuda temprana. Posteriormente, se observa nuevamente una
disminucion no significativa del 29% en el estadio de postmuda tardia B, seguido de

pequefias variaciones durante el resto de los estadios (Ttabla VI).

En el estadio E, para nucledtidos de alta carga de energia, se observd un
incremento significativo del 58% para el ATP (Fig. 7a) y del 79% para el GTP (Fig. 8c),
aunque la concentracion de éste ultimo fue 50 a 100 veces menor que el ATP. Estos
incrementos estan asociados a una disminucidn significativa del ADP y AMP (Fig. 7b y c),
resultando en conjunto en incrementos significativos para la CEA (19%, Fig. 7e) y la
relacion ATP/ADP (154%, Fig. 7f) entre el estadio de ecdisis y los de intermuda o premuda
temprana. En todos los casos, se observan niveles intermedio en los estadios de postmuda
(A 'y B) y premuda tardia (D4). No se observaron diferencias significativas en los niveles
totales de nucledtidos, aunque también se observé un tendencia a incrementarse en el
estadio E (Fig. 7d). Para los productos de degradacion, el IMP tendié a niveles mas bajos al
avanzar el ciclo de muda con diferencias significativas entre los estadios D3, mientas que
la hipoxantina mostré el mismo patréon que le ATP con un incremento significativo entre el
estadio E y D1, con niveles intermedio para los estadio de postmuda y premuda tardia Fig.
8c. Finalmente, ese mismo patron fue observado para los niveles de ArgP, con un
incremento de cuatro veces entre el estadio de premuda temprana DO y la ecdisis (Fig.

8e).
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Figura 7. Concentraciones de (a) ATP (adenosin trifosfato), (b) ADP (adenosin difosfato),
(c) AMP (adenosin monofosfato), (d) y NAT (nucledtidos adenilicos totales), asi como
valores calculados de (e) CEA (carga energética adenilica), y (f) relacion ATP/ADP en el
musculo abdominal de L. vannamei durante los diferentes estadios del ciclo de muda. Las
letras minusculas indican diferencias significativas entre las medias individuales sélo
cuando el ANOVA fue estadisticamente significativo (P<0.05). Los datos se presentan
como media * SE, n =9 camarones para cada estadio.
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Figura 8. Concentraciones de (a) IMP (Inosina monofosfato), (b) Hx (Hipoxantina), (c) GTP
(Guanosin trifosfato), (d) GDP y (Guanosin difosfato) (e) ArgP (fosfato de arginina) en el
musculo abdominal de L. vannamei durante los diferentes estadios del ciclo de muda. Las
letras minusculas indican diferencias significativas entre las medias individuales sélo
cuando el ANOVA fue estadisticamente significativo (P<0.05). Los datos se presentan
como media * SE, n =9 camarones para cada estadio.



51

7.1.1 Actividad enzimatica antioxidante

En hepatopancreas la actividad de SOD fue 2.4 veces mayor (P<0.01) en estadio de
postmuda con respecto al de intermuda. El mismo patrén se observé en el musculo donde
incrementd 2.6 veces (P<0.01) del estadio E al A (tabla VII). Para, la actividad de CAT en el
hepatopancreas y el musculo no se observaron cambios significativos durante el ciclo de
muda; sin embargo, la actividad de CAT en musculo fue muy baja y no fue detectada en el
estadio de intermuda (Tabla VII). La actividad de GPx en hepatopancreas incrementd en
un 84% (P<0.05) durante la ecdisis con respecto a la intermuda (Tabla VII), mientras que
no se observaron cambios significativos en el musculo. Los TBARS aumentaron
progresivamente en un 150% (P<0.05) desde el estadio C al A en el hepatopancreas,

mientras que en el musculo no se vieron afectados durante el ciclo de muda.

Tabla VII. Niveles de sustancias reactivas al TBARS, SOD, GPx y catalasa CAT en
hepatopancreas (HP) y musculo (M) en tres estadios seleccionados del ciclo de muda de L.
vannamei (N = 6 para cada grupo).

Estadio TBARS GPx SOoD CAT
(nmols mg proteina™) (U mg proteina™®) (U mg proteina™) (U mg proteina™)

A 1.10£0.19° 0.70+0.11%° 179.80+21.17° 27.06%3.26

H C 0.44+0.092 0.56+0.082 65.69+11.242 22.84+3.02

P E 0.50+0.082 1.03+0.12° 74.23+7.212 23.0315.48
A 0.26+0.05 0.68+0.10 140.01+9.43° 6.89+2.45

M C 0.21+0.06 0.49+0.10 88.56+11.582
E 0.16+0.03 0.51+0.09 53.6019.222 10.30+3.67

Los resultados se expresan como media + error estandar. Diferencia significativa (P<0.05).
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7.1.2 Histologia

Para el estadio C (Fig. 9), se observan cuatro capas desde exterior al interior, una
epicuticula (1), una exocuticula (2), una endocuticula (3) y una capa membranosa (4).
Durante los estadios D3-D4 (Fig. 13 y 14) empieza a sintetizarse la cuticula pre-ecdisial
compuesta por una nueva epicuticula (5) y una nueva exocuticula (6) debajo de la antigua.
Los organismos del estadio E (Fig. 15) solo presentan esta nueva epicuticula y exocuticula
formada en premuda tardia ya que ha sido arrojada la antigua cuticula, he
inmediatamente al paso de unas horas los organismos del estadio A (Fig. 16) se puede
observar la formacién de una nueva endocuticula muy delgada, que en el siguiente
estadio “B” (Fig. 17) se vera notablemente su incremento en grosor, mientras que la

exocuticula se ve disminuida en grosor.
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Figura 9. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas del
camaron L. vannamei en el estadio C del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica con
los niumeros 1-4: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula), 3 (endocuticula), 4 (capa membranosa).
Todas las figuras son con el mismo aumento (N=6).
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Figura 10. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio DO del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los numeros 1-4: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula), 3 (endocuticula), 4 (capa
membranosa). Todas las figuras son con el mismo aumento (N=6).
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Figura 11. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio D1 del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los numeros 1-4: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula), 3 (endocuticula), 4 (capa
membranosa). Todas las figuras son con el mismo aumento (N=6).
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Figura 12. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio D2 del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los numeros 1-4: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula), 3 (endocuticula), 4 (capa
membranosa). Todas las figuras son con el mismo aumento (N=6).



57

Figura 13. Cortes histolégicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio D3 del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los numeros 1-5: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula, 3 (endocuticula), 4 (capa
membranosa), 5 (nueva epicuticula). Todas las figuras son con el mismo aumento (N=6).
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Figura 14. Cortes histolégicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio D4 del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los numeros 1-6: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula, 3 (endocuticula), 4 (capa
membranosa), 5 (nueva epicuticula) y 6 (nueva exocuticula). Todas las figuras son con el
mismo aumento (N=6).
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Figura 15. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio D4 del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los niumeros 1-2: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula). Todas las figuras son con el mismo

aumento (N=6).
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Figura 16. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camaron L. vannamei en el estadio A del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica
con los numeros 1-3: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula), 3 (endocuticula). Todas las figuras
son con el mismo aumento (N=6).
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Figura 17. Cortes histoldgicos transversales de los urépodos, para observar las cuticulas
del camardn L. vannamei en el estadio B del ciclo de muda. Cada capa cuticular se indica

con los numeros 1-3: 1 (epicuticula), 2 (exocuticula), 3 (endocuticula). Todas las figuras
son con el mismo aumento (N=6).
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7.2 Cambios metabdlicos, fisicoquimicos y lipidicos post mortem en Litopenaeus

vannamei en respuesta al estrés de cosecha

7.2.1 Contenido de nucleétidos

De los nucleétidos analizados, solamente los valores de IMP en el musculo
abdominal en el tiempo cero presentaron valores significativamente mds elevados
(P<0.01), en los camarones del grupo control con valores de 0.23+0.06 pmol g'1 en
comparacién con los organismos estresados 0.07+0.01 umol g* (Tabla VIII). Las
concentraciones de ATP, ADP, AMP, NAT (nucledtidos adenilicos totales), CEA, Hx y ArgP

(arginin fosfato) no presentaron diferencias significativas entre ambos grupos.

Tabla VIIl. Niveles de nucleétidos en camarones capturados en estanques con atarraya e
inmediatamente congelados (Control) y camarones sometidos a practicas comunes de
cosecha que implican emersiéon y confinamiento durante 15 minutos (Estrés). (N = 10 para
cada grupo).

Control Estrés
ArgP 2.40+0.37 2.20+0.39
CEA 0.90 £0.03 0.80 £ 0.04
ATP 8.2+0.3 7.7+0.5
ADP 2.43+0.2 2.80+0.2
AMP 0.24 £0.05 0.40 £0.10
NAT 104+04 11.0+0.5
IMP 0.23+0.06 0.07 £0.01*
Hx 0.02 £ 0.005 0.01 £ 0.004

Los datos se presentan como pmol g en peso humedo. Arg - P (fosfato de arginina); CEA
(carga de energética adenilica); ATP (adenosin trifosfato); ADP (adenosin difosfato); AMP
(adenosin monofosfato); NAT (nucledtidos adenilicos totales), IMP (inosin monofosfato);
Hx (hipoxantina). * P<0.01, grupo estrés por emersion vs. grupo control.

Durante el transcurso del almacenamiento post mortem, el cambio en los niveles
del ATP y compuestos relacionados fue muy similar entre los dos grupos, sin mostrar
diferencias significativas por efecto de la captura en cada punto del tiempo que se realizd
la comparacion excepto para Hx (ver mds adelante). Como ya se ha mencionado, no se
encontraron diferencias significativas en la concentracién de ArgP, ATP y CEA en musculo

de camardn por efecto del proceso de emersién en el tiempo cero, mientras que después
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de 12 h de almacenamiento post mortem el ArgP ya no fue detectado, resultados no
mostrados, y el ATP se vio reducido drasticamente (P<0.05, Fig. 18a). La CEA disminuyo
significativamente (P<0.05), por debajo de 0.1 durante el periodo analizado (Fig. 19b). El
ADP presentd una concentracién inicial de 2.8 pmol g' (media global,
independientemente de la emersion ante mortem), reduciéndose significativamente
(P<0.05) a 0.6 pmol g* al cabo de 12 horas (media global, independientemente de la
emersion ante mortem) para posteriormente mostrar un ligero descenso continuo no
significativo (Fig. 18b). La concentracion de AMP no varid entre grupos y se incremento 22
veces después de 12 h de almacenamiento (Fig. 18c), presentando valores de 7.02 umol g
! (media global, independientemente de la emersién ante mortem), para después verse
reducida paulatinamente. La concentracién de nucleétidos adenilicos totales disminuyd
significativamente a lo largo del tiempo de almacenamiento, de 10.7 umol g™* al momento
del sacrificio a 2.4 umol g 1a las 144 h post mortem, con una con una reduccién de 3.5

umol g™ en las primeras 12 h, para después mantener en promedio una reduccién de 0.7

umol g™ por dia.

La concentracion (media globales, independientemente de la emersidon ante
mortem) de IMP incrementd significativamente de 0.15 umolg'1 a partir de las 12 h de
almacenamiento, hasta alcanzar las mayores concentraciones a las 72 y 96 h con 4.8+0.2 y
4.7+0.3 pmol g'1 en organismos sometidos a estrés por emersidon y no estresados
respectivamente, para posteriormente disminuir no significativamente, hasta 3.57 umol g
' alas 144 h (Fig. 20a). La Hx presentd el valor inicial mas bajo de los productos de
degradacion del ATP con 0.02 umol g* (media global, ambos grupos) y aumentd
significativamente durante el almacenamiento en hielo, observdndose una interaccién
significativa que indica un mayor aumento en el grupo de estrés por emersién a partir de

las 96 h, alcanzando 0.6£0.03 pmol g™, comparado con 0.53+0.01 pmol g en el grupo

control a las 144 h (Fig. 20b).
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Figura 18. Cambios en las concentraciones de (a) ATP (adenosin trifosfato), (b) ADP
(adenosin difosfato) y (c) AMP (adenosin monofosfato), en el musculo abdominal de L.
vannamei capturados a borde del estanque con una atarraya y congelados
inmediatamente (C: control) y camarones sometidos a practicas comunes de cosecha que
implican emersion y confinamiento durante 15 minutos (E: estrés). En la figura se insertan
los resultados del ANOVA de dos vias (P<0.05), (tiempo de almacenamiento: T x estrés
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ante mortem: E). Cuando la interaccion no fue significativa, diferentes letras mayusculas
indican diferencias significativas entre las medias globales para los tiempos de
almacenamiento, independientemente del estrés ante mortem. Las letras minusculas
indican diferencias significativas entre las medias individuales sélo cuando la interaccién
fue estadisticamente significativa. Los datos se presentan como media + ES, n = 10
camarones para cada grupo (control y estrés) en cada punto en el tiempo de
almacenamiento.
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Figura 19. Cambios en las concentraciones de (a) NAT (Nucledtidos adenilicos totales) y (b)
CEA (Carga energética adenilica), en el musculo abdominal de L. vannamei capturados a
borde del estanque con una atarraya y congelados inmediatamente (C: control) y
camarones sometidos a prdacticas comunes de cosecha que implican emersién vy
confinamiento durante 15 minutos (E: Estrés). N = 10 para cada grupo. Ver figura 18 para
analisis estadistico.
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Figura 20. Cambios en las concentraciones de (a) IMP (inosin monofosfato) y (b) Hx
(Hipoxantina), en el musculo abdominal de L. vannamei capturados a borde del estanque
con una atarraya y congelados inmediatamente (C: control) y camarones sometidos a
practicas comunes de cosecha que implican emersién y confinamiento durante 15
minutos (E: Estrés). N = 10 para cada grupo. Ver figura 18 para andlisis estadistico.

7.2.2 Anadlisis bioquimicos en musculo de camarén

Dentro de los andlisis bioquimicos cuantificados, las proteinas totales presentaron
diferencias significativas respecto al tiempo post mortem, observandose el valor mas bajo
a las 12 h, volviendo a incrementar a las 24 h manteniéndose sin cambios el tiempo de
almacenamiento restante. El glucégeno y carbohidratos totales solo presentaron

diferencias significativas respecto al tiempo post mortem, observdndose los mayores
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valores a las 24 y 36 h. El lactato en musculo de camardn mostro diferencias significativas
por efecto del tiempo de almacenamiento, ademds de una interaccién significativa a las
48 h post mortem con una mayor concentracién en los organismos expuestos a estrés por

emersion. Los lipidos totales no presentaron diferencias significativas (Tabla IX).

7.2.3 Valoracion de pH

El musculo de camarén con 12 h post mortem presentd un pH de 6.2 (media global,
independientemente de la emersién ante mortem), presentdndose un incremento
significativo conforme pasa el tiempo de almacenamiento, llegando a los valores maximos

de 6.7 al cabo de 144 h (Fig. 21).

7.0+
6.8
6.6
T
Q.
6.4
52 E NS -6 C
T P <0.05
- E
T
6.0 . AL, A

T T T 3 PO S
12 24 36 48 72 9 120 144
Tiempo de almacenamiento h

Figura 21. Cambio en la concentracién de pH, en el musculo abdominal de L. vannamej
capturados a borde del estanque con una atarraya y congelados inmediatamente (C:
control) y camarones sometidos a practicas comunes de cosecha que implican emersidon y
confinamiento durante 15 minutos (E: Estrés). N= 9 para cada grupo. Ver figura 18 para
analisis estadistico.
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Tabla IX. Variables metabdlicas cuantificadas en musculo de camardn blanco Litopenaeus vannemei capturados a borde del
estanque con una atarraya y congelados inmediatamente (C: control) y camarones sometidos a practicas comunes de cosecha
que implican emersién y confinamiento durante 15 minutos (E: Estrés).

TIEMPO/
CONDICION 0 12 24 36 48 72 96 120 144 E T ExT
. C 27s17%  40:31%°  46:25°  47:2.9° 4917 37:3.0%°  36:2.1°° 324154 2414.2"
CHOmgg NS * NS
E  28:11  41:4.2 47+4.2 48t4.5 43:3.4 4413.0 43+2.6 34+4.5 2816.3
L, C 10:15%  13:20%¢  15:3.0°  15:1.9°¢  13:0.6"°C 10:1.2°°¢  1241.3°¢ 11205 7107
GCGmgg NS * NS
E 10:2.3  13:14 16£2.0 14£1.9 12+1.6 12+1.4 16:0.9  9:1.0 9+2.5
L, C 545:34°  454318%  550:31"°  484:32%° 544134 497:25"°  522+18"°  474127"°  506:34"° NS
PTmgg * NS
E 591#33  439:28  530:41 529343 436126 50618 56136  516+39 521422
, C 26:17  25:16 2614 29:2.9 27:1.9 26+3.2 26120  28:2.4 211.8
LTmgg NS Ns NS
E 27+27 25825 2611 25:2.4 24136 27+3.0 28:3.3 2223 2112
L, C 808 7:04% 1005  11:0.6°%°  0:1.4%%°  8:1.5%°  12:05%°  11:0.5°*  10:0.3%° NS
LAC m * *
88 6:0.4°  8:0.5™7 1005  10:0.9% 8:1.1%°  12:0.6°  12:0.7%  10#1°%°  9x1®*

En la tabla se insertan los resultados del ANOVA de dos vias (P<0.05), (tiempo de almacenamiento: T x estrés ante mortem: E).
Cuando la interaccién no fue significativa, diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre las medias
globales para los tiempos de almacenamiento, independientemente de la emersidon ante mortem. Las letras mindsculas indican
diferencias significativas entre las medias individuales sélo cuando la interaccidon fue estadisticamente significativa. Los datos se
presentan como media * SE, n = 9. Carbohidratos totales (CHO), glucégeno (GCG), proteinas totales (PT), lipidos totales (LT) y

lactato (LAC).
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7.2.4 Color
Los parametros de color de la parte interna y externa del musculo de camardn por
efecto del proceso de cosecha y durante el almacenamiento de 144 h en hielo se

muestran en las figuras 22 (parte extarna) y 23 (parte interna).

7.2.4.1 Parte externa

Los parametros del color que se tomaron en la superficie del musculo abdominal
se muestran en la figura 22. El valor de L* y el indice de blancura, no se vieron afectados
por el tiempo post mortem ni por efecto del estrés (Fig. 22a). Sin embargo el musculo en
camarones sometidos a estrés por emersidon presenta valores significativamente (P<0.05)
menores de a* -1.3+0.05 y b* -3.0£0.13 (media global para cada grupo para todos los
puntos en el tiempo de almacenamiento), comparado con los valores del grupo control
para a* -1.440.04 y b* -3.2+0.08 (Fig. 22b). En relacién con el valor de a*, ambos grupos
presentaron un comportamiento similar en el tiempo de almacenamiento, observandose
un cambio en el valor inicial de a* con -1.4 (media global, independientemente de la
emersion ante mortem), disminuyendo significativamente a un valor de -1.8 a las 24 h,
para posteriormente incrementar a -1.3 a las 72 h y finalmente disminuir a -1.0 a las 144
h. El valor inicial de b* para los camarones control (media global para todos los tiempos: -
3.2) fue significativamente menor que para los que fueron sometidos a estrés (-2.9); este
efecto sélo se observd a partir de las 96 h, aunque la interaccidén no fue significativa. A lo
largo del tiempo de almacenamiento se presentaron ciertas variaciones significativas con
valores mayores a las 72 y 144 horas tal como se puede apreciar en la Fig. 22c. Para
cromaticidad (C*), solamente se observé un efecto significativo del tiempo de
almacenamiento con aumento de 3.4 (media global a las 12 h), a 3.9 a las 36 h, seguido de
una disminucion hasta llegar al valor de 2.6 alas 144 h (Fig. 22d). Para el angulo de matiz
(H°), se presentaron valores ligeramente, pero significativamente (P<0.05) mas altos

durante los tiempos post mortem de 96 y 120 h (Fig. 22e).
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Figura 22. Cambios en las variables de color: (a) L*(luminosidad), (b) a*(matiz rojo-verde),
(c) b* (matiz amarillo-azul), (d) Cromaticidad, (e) Angulo de matiz y (f) indice de blancura,
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en la parte exterior del musculo abdominal de L. vannamei capturados a borde del
estanque con una atarraya y congelados inmediatamente (C: control) y camarones
sometidos a practicas comunes de cosecha que implican emersién y confinamiento
durante 15 minutos (E: Estrés). N=9 para cada grupo. Ver figura 18 para andlisis
estadisticos.
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7.2.4.2 Parte interna

Los pardametros de color interno del musculo abdominal se muestran en la figura
23. El valor de L* no presentd diferencias por efecto del estrés, pero si se observé un
incremento significativo a lo largo del tiempo, a las 36 h, 72 h, y de nuevo a las 144 h con
respecto a las 12 h, siendo los valores inicial y final de 41.0 y 50.7 (media global) alas 12 y
144 h respectivamente (Fig. 23a). El valor de a* solo se vio afectado significativamente por
efecto del estrés, con un valor de -0.8+0.06 para los camarones del grupo control y un
valor de -0.6£0.05 para los camarones sometidos a estrés por emersion (media global para
cada grupo y para todos los puntos en el tiempo de almacenamiento) (Fig. 23b). El valor
de b* no presentd diferencias por efecto del estrés, pero si presentd una disminucion
significativa (P<0.05) a las 72 h de -0.71 (media global) con respecto a las 12 h con un valor
de 0.56 y 144 h con un valor de 0.59 (media global, independientemente de la emersién
ante mortem) (Fig. 23c). El valor de C* no cambié con el tiempo y no fue diferente entre
los grupos estrés y control. En la seccidn interna, H ° fue mas variable que en la parte
externa y se observd una influencia significativa del tiempo de almacenamiento que
dependié de la condicion de estrés, tal como lo indicd una interaccion significativa, para el
grupo control, no se observaron diferencias significativas con el tiempo, mientras que en
el grupo sometido a estrés por emersion, los valores mas altos se observaron alas 36, 72y
120 h con valores de 216, 217 y 204, respectivamente, en comparacién con los valores
mas bajos a las 12 y 144 h (108.8 y 108.7) (Fig. 23d). El indice de blancura no fue afectado
por el proceso de emersidn, y un incremento significativo (P<0.05) en relaciéon con el

tiempo de almacenamiento fue observado (Fig. 23e).
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Figura 23. Cambios en las variables de color: (a) L* (luminosidad), (b) a* (matiz rojo-
verde), (c) b* (matiz amarilo-azul), (d) Cromaticidad, (e) Angulo de matiz y (f) indice de
blancura, en la parte interior del musculo abdominal de L. vannamei capturados a borde
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del estanque con una atarraya y congelados inmediatamente (C: control) y camarones
sometidos a practicas comunes de cosecha que implican emersidon y confinamiento
durante 15 minutos (E: Estrés). N=9 para cada grupo. Ver figura 18 para andlisis
estadistico.
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7.2.5 Analisis de perfil de textura (APT) y agua expresable

El agua expresable aumento significativamente (P<0.05) en un 1.2% a las 144 h, en
comparacion con las 12 h, con un pico pronunciado a las 72 h (Fig. 24a). Se observé un
efecto significativo (P<0.05) del tiempo de almacenamiento sobre la dureza y, aunque la
interaccidon no fue significativa, este efecto fue evidente sélo para el grupo control con
valores maximos de 0.62+0.06 kgf a las 24 h y minimos de 0.28+0.03 kgf a las 120 h (Fig.
24b).
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Figura 24. Cambios en las variables del andlisis del perfil de textura en musculo de L.
vannamei capturados a borde del estanque con una atarraya y congelados
inmediatamente (C: control) y camarones sometidos a practicas comunes de cosecha que
implican emersion y confinamiento durante 15 minutos (E: Estrés). n= 6 para cada grupo.
Ver figura 18 para analisis estadistico.
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La cohesividad (Fig. 24c) y la elasticidad (Fig. 24d) sélo se vieron afectadas por el estrés
ante mortem, pero no por el almacenamiento en hielo, con valores significativamente mas

bajos en camarones estresados en un 21% para elasticidad y en un 4% mayores para

cohesividad.

7.2.6 Peroxidacion lipidica

Se observé un mayor contenido de LOOH para camarones sometidos a estrés,
aungue las diferencias significativas entre ambos grupos sdlo se observaron a las 12 h
(control: 0.31; estrés: 1.37 ug/g) y al final del periodo de almacenamiento (control: 1.14;

estrés 2.22 ug/g), tal como se aprecia por una interaccion significativa (Fig. 25).
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Figura 25. Cambios en las concentraciones de LOOH en musculo de L. vannamei
capturados a borde del estanque con una atarraya y congelados inmediatamente (C:
control) y camarones sometidos a practicas comunes de cosecha que implican emersidn y
confinamiento durante 15 minutos (E: Estrés). En la figura se insertan los resultados del
ANOVA de dos vias (P<0.05), (tiempo de almacenamiento: T x estrés ante mortem: E). n=6
para cada grupo. Ver figura 18 para analisis estadistico.
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8. DISCUSION

8.1 Analisis Bioquimicos durante el ciclo de muda

Como todos los organismos, los crustdceos deben mantener una homeostasis
energética y para ello utilizan como combustible los hidratos de carbono, los lipidos y las
proteinas en sus diferentes formas de almacenamiento (Jimenez y Kinsey, 2015). De los
diferentes componentes bioquimicos analizados, el glucdgeno en hepatopdancreas fue el
Unico que presentd diferencias significativas, con una marcada disminucion en la muda
misma y una pronta recuperacién en la postmuda temprana (tabla VI). Passano (1960)
menciona que la falta de glucosa observada desde los estadios de premuda, es nivelada a
través de las reservas de glucégeno que existen en el hepatopancreas. La disminuciéon de
glucégeno inmediatamente después de la ecdisis ya ha sido reportada en L. vannamei,
(Galindo et al., 2009) y en la etapa de postmuda (estadio A y B1) en Eriocheir sinensis y
Farfantapenaeus duorarum (Gomez et al.,, 2012; Tian et al.,, 2012). Asimismo, la
disminucion del glucégeno durante el ciclo de muda se ha relacionado como la fuente de
glucosa para la sintesis de N-acetilglucosamina, que es el oligdmero de la quitina (Passano,
1960; Gwinn y Stevenson, 1973; Cuzon et al., 2000), ademas de utilizarse para satisfacer
las necesidades energéticas durante la sintesis y elaboracién de constituyentes organicos
de la cuticula (Travls, 1957; Parvathy, 1971). Baumberger y Olmsted (1928), indican que el
desglose de glucdgeno a la glucosa en la etapa de premuda en cangrejos contribuye a un
aumento en la presién osmotica de la hemolinfa. Por otro lado, es claro que ademas de la
demanda energética que implican los procesos de sintesis, existe un costo energético
asociado al proceso de osmorregulacién (Galindo et al., 2009) que es mayor en
condiciones hiposméticas que isosmodticas (Cheng et al., 2002). La recuperaciéon del
glucégeno durante la postmuda 12-24 h posterior a la ecdisis (estadio A) se debe
posiblemente a que el organismo ya esta ingiriendo alimento (Galindo et al., 2009) o bien

a un incremento en la gluconeogénesis (ver seccion 8.1.1).
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A nivel de tejidos, la glucosa se metaboliza por via anaerobia hasta lactato lo cual
es una respuesta comun en muchas situaciones de estrés (Racotta y Palacios, 1998;
Racotta y Herndndez, 2000; Pérez-Rostro, 2004; Mercier et al., 2006; Aparicio-Simon et
al., 2010). La activacién del metabolismo anaerobio es particularmente importante en el
camaron en condiciones de hipoxia ambiental (Racotta et al., 2002; Mugnier et al., 2008) o
funcional (Racotta y Palacios, 1998; Aparicio-Simon et al., 2010) que se da por actividad
muscular intensa como lo es la respuesta de escape del camardn. En el presente trabajo,
no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de lactato muscular
pese a que hubo una disminucién del glucégeno en el hepatopancreas; esto puede ser
debido a que el lactato es enviado rdpidamente a hemolinfa como una estrategia para
incrementar la afinidad del oxigeno por la hemolinfa (Truchot, 1980; Booth et al., 1982;
Bridges, 2001). En relacidn a esto, se ha sugerido que los camarones peneidos son muy
eficientes para la eliminacién del lactato muscular hacia hemolinfa, seguido de depuracion
por gluconeogénesis (Yu et al., 2009; Aparicio-Simén et al., 2010). Desafortunadamente,
en el presente trabajo no se analizé la concentracién de lactato en hemolinfa debido a
gue este muestreo representa un estrés adicional para el organismo que puede afectar los

niveles de nucledtidos (Robles-Romo, 2014).

La sintesis y degradacion de las proteinas musculares determina la tasa de
crecimiento del camardn, la cual se modula con cada ciclo de muda (Whiteley y El Haj,
1997; Cesar y Yang, 2007). En el presente trabajo el contenido de proteina en musculo
abdominal y hepatopdncreas no presentaron variaciones significativas en el ciclo de muda
de L. vannamei. Un comportamiento similar fue reportado para juveniles de L. vannamei
(Cesar et al., 2006) y en el musculo abdominal de L. vannamei durante el ciclo de muda

(Cesar et al., 2006; César y Yang, 2007).

El colesterol por su parte es muy importante en los crustaceos porque es un
constituyente de la membrana celular, estructuras sub-celulares y precursor de hormonas

esteroides como la ecdisona, ademas representa un nutriente esencial en crustaceos dado
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que no lo pueden sintetizar (Teshima, 1972). En el presente estudio, no se observaron
diferencias significativas en las concentraciones de colesterol en musculo o
hepatopancreas. Sin embargo, en Farfantepenaeus duorarum reportan una disminucién
en las concentraciones de colesterol en la hemolinfa antes de la ecdisis, mientras que en
el hepatopdancreas reportan concentraciones mas altas antes de la ecdisis (Bonilla et al.,

2012).

8.1.1 Metabolismo energético en los diferentes estadios del ciclo de muda

En musculo se observd una carga energética adenilica considerada como 6ptima
en todos los estadios del ciclo de muda con un promedio de 0.79 (Atkinson, 1968),
presentandose diferencias significativas entre los estadios C, DO, D1, D2 y D3 con un
promedio general mas bajo (0.76) con respecto al estadio E con un valor de 0.89, mientras
gue los estadios A, B y D4 presentaron niveles intermedios entre 0.78 y 0.83. Para ArgP,
de manera similar a la CEA, los valores mas altos también se observaron en los estadios E

vy A.

Este tipo de comportamiento en la CEA ya ha sido reportado en otras especies
como Macrobrachium nipponense, donde los valores de CEA en musculo abdominal en
premuda tardia fueron de 0.88 y en el estadio A de 0.89, siendo los mas altos comparado
con otros estadios del ciclo de muda, como el de intermuda con el valor mas bajo (0.68).
Dichos cambios se asocian con un aumento en la actividad metabdlica del organismo
conforme la ecdisis se acerca, mientras que en postmuda pueden ser indicativos de la
recuperacién de la actividad metabdlica general asociada con la ecdisis (Wang et al.,
2003). De manera similar, en Homarus americanus tampoco se presentaron diferencias
significativas para la CEA entre los estadios de premuda, intermuda y postmuda, con
valores de 0.95, 0.91 y 0.94 respectivamente (Dehn et al., 1985); Los autores mencionan
gue si bien no hubo cambios, existen alteraciones en el metabolismo energético durante
el ciclo de muda los cuales pueden ser correlacionados con cambios en la actividad del

organismo y se pueden observar de mejor manera en la relacion ATP/ADP que se



81

incrementd antes y después de la ecdisis, lo que indica produccidén de energia. Asimismo,
se observé un incremento de ArgP en postmuda respecto a intermuda y premuda con
valores de 18.3, 9.5 y 9.5 pumolg’ respectivamente, lo cual fue atribuido a una
recuperacién asociado con un aumento en la actividad del organismo durante la ecdisis

(Dehn et al., 1985).

Asi, observamos que durante este estrés enddgeno, parece existir una
sobreproduccién de energia durante etapas criticas como se observa en los estadios Ay E,
siendo necesaria esta energia en multiples funciones fisiolégicas asi como en el
rompimiento vy liberacién del exoesqueleto que a través de movimientos bruscos y una
serie de flexiones que duran un aproximado de 1-2 min logra su desprendimiento y que
son similares a la respuesta de escape. Dicha respuesta ha sido caracterizada en L.
vannamei en el cual después de 25 s de persecucion y un aproximado de 26 a 29 flexiones
se llega al agotamiento del organismo y se presenta una disminucién del 18% para la CEA
y del 75% para la ArgP con respecto al grupo control (Robles et al., 2016). Por lo tanto,
esperabamos que estas variables también disminuyeran al menos durante la ecdisis, por la
actividad muscular involucrada en la cual los requerimientos de energia exceden la
capacidad aerdbica y la contraccidon muchas veces se vuelve dependiente del metabolismo

anaeradbico.

Se ha reportado para L. vannamei un incremento de hemocianina (transportador
de oxigeno y otros metabolitos) en hemolinfa durante premuda tardia (Galindo et al.,
2009; Cheng et al., 2002). Este incremento se relaciona con una disminuciéon en la
permeabilidad del tegumento, lo que permite al organismo la ingesta de agua para
aumentar el volumen del cuerpo a finales de premuda y postmuda temprana. Esto trae
como consecuencia una variacion en la capacidad osmética que segin Galindo et al.
(2009) es una adaptacién unica del ciclo de muda, y la regulaciéon de los niveles de glucosa
y hemocianina contribuyen al mantenimiento de la homeostasis interna en el camardn

durante esta etapa critica. Aunado a este incremento de hemocianina a finales de
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premuda L. vannamei podria estar presentando un incremento en su tasa de respiracion
en estos mismos estadios, ya que se ha documentado un incremento en la tasa de
respiracion en el camardn Xiphopenaeus kroyeri durante finales de premuda y hasta en
40% después de 3 h de la ecdisis (Carvalho y Phan, 1998). Resultados similares han sido
reportados para el langostino Palaemon pacificus (Emmerson, 1985) y el camardn Crangon
vulgaris (Hagerman, 1976). El aumento de la respiracién antes y después de la ecdisis se
explica por una mayor permeabilidad al agua que conduce a mas trabajo en la regulacion
del medio interno del animal. Este incremento del metabolismo explicaria el incremento
de ATP como de su reserva inmediata la ArgP, asi como de las variables que dependen de
la concentracion de ATP como la CEA vy la relacion ATP/ADP. Sin embargo, esto debié de
haberse acompafiado con una utilizacidon generalizada de reservas del camarén que en
principio debid ser reflejada en la disminucién de las mismas. Lo anterior solo fue el caso
para glucégeno del hepatopancreas mas no para otras reservas como la proteina muscular
o los lipidos del hepatopancreas, tal como ya se discutié. No puede descartarse otras

reservas como las proteinas, los lipidos y la glucosa circulantes.

Por otro lado, el incremento de ATP disponible, como de ArgP como reserva
inmediata de ATP, puede ser una estrategia de L. vannamei para evitar posibles
depredadores o canibalismo, porque durante estos estadios (E y A) el camardn se
encuentra sin proteccidn del exoesqueleto y depende exclusivamente de la respuesta de
escape para evitar circunstancias peligrosas. Segun Domenici et al. (2011), la respuesta de
escape permite que un organismo se aleje de un posible depredador o de una situaciéon

peligrosa.

Hucul et al. (1985) mencionan que pequeiios cambios de adenina en el equilibrio
de los nucledtidos ejercen una influencia fisioldgicamente relevante sobre las tasas de
inicio en la sintesis de proteinas. En este sentido, se ha reportado que el incremento en la
produccién de energia disponible proporcionado por cambios en el equilibrio de los

nucledtidos de adenina es necesario en las células musculares para la sintesis de proteinas
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en M. nipponense y Homarus americanus (El Haj et al., 1996; Wang et al., 2003). En L.
vannamei durante la premuda tardia, incrementa la proporcion ARN/proteina y las
actividades metabdlicas que posiblemente estén relacionadas con el crecimiento
muscular, como la sintesis de proteinas (Cesar et al., 2006). Sin embargo, en el presente
trabajo el incremento de energia disponible se observd justo en el estadio de muda vy
postmuda, por lo cual es necesario investigar mds fondo los momentos precisos de la

sintesis de ARN y proteinas y la relacidn con la disponibilidad y el costo energético.

En cuanto a la variaciéon de otros nucleétidos como los guanilicos, se sabe que el
GTP (guanosin trifosfato) esta involucrado en el primer paso de la gluconeogénesis de los
componentes del ciclo del acido citrico y en la sintesis de proteinas (Derr y Zieve, 1972),
eventos que podrian estar ocurriendo en relacién al ciclo de muda, tal como ya se
menciond. En el presente trabajo se observd un incremento significativo del GTP,
duplicando su concentracién en el musculo inmediatamente después de la ecdisis e
incrementando en un 60% durante el estadio A, respecto al estadio D4. De la misma
manera se observd que GDP duplica su concentracion inmediatamente después de la
ecdisis e incrementa en 57% durante el estadio A, respecto al estadio D4. Durante la
sintesis de proteinas se requiere de la hidrélisis de ATP y GTP (Walton y Gill, 1975).
También es muy importante el GTP en la reaccidn de la adenilato ciclasa que controla la

actividad mitdtica de la célula (Moal et al., 1991).

En el presente trabajo la deteccion misma de IMP e hipoxantina y los incrementos
observados son hasta cierto punto inesperados dado que se trata de productos de
degradacion de nucledtidos adenilicos cuya aparicion se da principalmente en condiciones

post mortem (ver seccién de antecedentes y 22 capitulo de la presente tesis).

La produccion de energia en estadios criticos del ciclo de muda puede también ser
auxiliada por el incremento de fésforo, como es reportado durante la etapa de premuda
tardia, con un incremento en los niveles de fdsforo total en Penaeus californiensis en el

organismo completo y en Penaeus indicus y Macrobrachium nipponense en musculo
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abdominal (Huner et al., 1979; Vijayan y Diwan, 1996; Wang et al., 2003). Segun Ellington
(2001), la liberacién de fosforo inorgdnico (Pi) desempefia dos funciones fundamentales:
(a) proporcionar un sustrato para la reaccion de la glucogeno fosforilasa durante la
glucogendlisis y (b) mejorar la capacidad tampén intracelular de H* no-bicarbonato. En
este sentido, Wang et al. (2003) reporté que en musculo los niveles de Pi, en postmuda
temprana y premuda tardia se incrementaron y fueron significativamente diferentes de
las etapas de postmuda tardia, intermuda y premuda temprana; ademas estos cambios
reportados de Pi que se presentan en musculo durante el ciclo de muda fueron similares a
la CEA por lo que se sugiere que los niveles de Pi en el musculo pueden ser
correlacionados con los cambios de energia durante el ciclo de muda y reflejan un
aumento en la actividad metabdlica antes y después de la ecdisis. Esto, porque el fésforo
tiene un papel integral en la funcién celular, como un componente clave de los acidos
nucleicos, fosfolipidos, fosfoproteinas, ATP y enzimas clave (Coote et al., 1996; Cesar et
al., 2006), ademads de servir en la construccion del nuevo exoesqueleto y el control de la
deposicion de carbonato de calcio como ya ha sido muy bien documentado (Bentov et al.,

2016).

8.1.2 Actividad enzimatica en los diferentes estadios del ciclo de muda

En el presente trabajo, se observé una mayor actividad de las enzimas
antioxidantes en hepatopdncreas en comparacion con musculo. Esto concuerda con
trabajos previos (Zenteno-Savin et al., 2006; Parrilla-Taylor et al., 2013; Robles-Romo et
al., 2016) y se debe a que en los crustaceos el hepatopdncreas es un centro metabdlico
clave y las multiples reacciones oxidativas que se presentan, pueden generar radicales
libres (Hoguet y Key, 2007; Wang et al., 2012; Salaenoi et al., 2014). Ademas, el
hepatopancreas desempeiia un papel importante en la defensa inmunitaria y en la

destoxificacion de xenobidticos (Vogt, 1994; Séderhall y Cerenius, 1998).

Se ha sugerido que la enzima SOD estd presente en todas las células que

metabolizan el oxigeno, presumiblemente porque su funcién fisiolégica es proporcionar
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una defensa contra las reactividades potencialmente perjudiciales del radical superdxido
(O2e-) generado en reacciones metabdlicas aerdbicas (McCord et al., 1971). De este
modo, la enzima SOD acelera la conversion de 02e- a H,0, y O, lo cual evita los efectos de
las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Fridovich, 1998). En el presente trabajo, la SOD en
el musculo fue la Unica enzima que presenté diferencias significativas durante el ciclo de
muda, con un incremento durante el estadio A respecto a los estadios C y E. Un
comportamiento similar se observé en el hepatopancreas con un incremento significativo
en el estadio A respecto a los estadios C y E. Esto era de esperarse ya que al incrementarse
la actividad metabdlica, el consumo de oxigeno y la CEA durante la ecdisis y el estadio A,
se generd muy probablemente una acumulacidon de ERO. Li y Shah (2004), menciona que
las mitocondrias son la fuente principal de superdxido en los complejos | y Il de la cadena
de transporte de electrones. Zhang et al. (2007) mencionan que todos los crustaceos
tienen extracelularmente un CuSOD, un ZnSOD y dos tipos de MnSOD, uno citosdlico
(cMnSOD) y el otro mitocondrial (mMnSOD). El mMnSOD cataliza la dismutacion de los
radicales superdxido en las mitocondrias mediante la conversion de superéxido en
oxigeno y perdxido de hidrégeno que serda eliminado por la catalasa, y finalmente
previene la interrupcidén del potencial en la membrana mitocondrial y el daifo de las
proteinas y dcidos nucleicos (Zhang et al., 2007). En el presente trabajo, el mMnSOD
podria desempefiar un papel fundamental en la protecciéon celular del estrés oxidativo

tanto en musculo como en hepatopancreas.

La catalasa es una enzima que opera en altas concentraciones de H,0, (Yu, 1994;
Fridovich, 1998); se localiza sélo en los peroxisomas por lo que solamente a altas
concentraciones de H,0; en la célula, la enzima puede ser difundida (Zhang et al., 2008).
En el presente trabajo no se presentaron diferencia significativas en hepatopdncreas, pero
si se registré actividad de CAT. En musculo no se pudo detectar la actividad de CAT
durante el estadio de intermuda, pero si durante los estadios E y A, lo que indica hasta
cierto punto un aumento de la actividad desde niveles indetectables a niveles ya

detectados por medio de los métodos usados. Asi, este incremento nuevamente refleja un
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aumento en la sintesis de H,0, debido a la alta actividad metabdlica en las etapas de
premuda y postmuda, en donde se genera O2e- que es convertido a H,0, por la SOD.
Estos resultados coinciden con Scylla serrata durante las mismas etapas del ciclo de muda
(Salaenoi et al., 2014). Aparentemente, la catalasa juega un papel mas importante en
hepatopancreas que en el musculo, sin embargo cuando la actividad metabdlica y la CEA
incrementan como ocurre durante los estadios E y A del ciclo de muda de L. vannamei, es

necesario incrementar la actividad de CAT en musculo.

La GPx es una proteina multifuncional con actividad biolégica de peroxidasa y se
encarga de dismutar el H,O, (Liu et al., 2007). A diferencia de catalasa, la GPx posee un
alto grado de afinidad por el H,0, y lo puede eliminar ain en muy bajas concentraciones
(Johansson et al., 1995; Zhang et al., 2008). En el presente trabajo, se observé en el
hepatopancreas un incremento significativo en la actividad de GPx durante los estadio E y
A (Tabla VII). En el mismo dmbito, Liu et al. (2010) reportan que el ciclo de muda en el
camaron Penaeus monodon tuvo un efecto significativo en el estatus antioxidante, con un
incremento en los niveles de expresion de GPx en la etapa DO/D1 y una ligera disminucidn
en la etapa D2/D3 hasta el valor mas bajo en el estadio C. En Scylla serrata, el glutation
(GSH) sustrato de la GPx incrementd en el hepatopancreas en estadio de postmuda
temprana (A1) y la mayor actividad de GSH en musculo, hepatopancreas y branquias la
observaron durante el estadio B1 (Salaenoi et al., 2014). Sin embargo, Hotard y Zou (2008)
reportan que la actividad de GST no cambid durante el ciclo de muda en Uca pugilator,
sugiriendo que la actividad de GST en el hepatopancreas no esta regulada por la hormona
de la muda en este decdpodo. Por ende, el incremento significativo de GPx en el
hepatopancreas durante el estadio A, puede ser necesario no sélo para la eliminacién de
H,0, en musculo, sino que adicionalmente, podria estar actuando también en contra de
hidroperdxidos, con la oxidacién de glutatién reducido (GSH) a glutatidn disulfuro (GSSG)
durante su accién reduciéndolos a los alcoholes correspondientes (Meister y Anderson,
1983; Fridovich, 1998; Bandyopadhyay et al., 1999). Las GPx han sido durante mucho

tiempo consideradas como dispositivos antioxidantes que, en acciones concertadas con



87

SOD, previenen el dafio oxidativo del tejido (Brigelius-Flohé y Flohé, 2003). La
peroxidacion lipidica se evalué como un indice del dafio inducido por ERO mediante la
determinacién del contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en
musculo y hepatopancreas. La concentracién de TBARS durante el ciclo de muda fue
menor en musculo que en el hepatopancreas, lo cual ya ha sido documentado en Cherax
quadricarinatus y L. vannamei (Zenteno-Savin et al., 2008; Parrilla-Taylor et al., 2013). El
incremento durante el estadio A puede estar reflejando un aumento de los niveles de
ERO, como el perdxido de hidrégeno o el radical hidroxilo, que son consecuencia de un
incremento en la actividad metabdlica como ya ha sido mencionado y que no fue
compensado por los incrementos de SOD y GPx. En cuanto al curso temporal de los
cambios observados en el presente trabajo, el incremento de GPx durante la muda misma
(estadio E) se anticipa al de TBARS que ocurrio ya en el estadio de postmuda, por lo cual al
parecer no fue entonces suficiente para compensar el dafio oxidativo, tal como ya se
menciond. Sin embargo, es mas dificil explicar porque la SOD incrementd hasta la

|II

postmuda cuando se hubiese esperado un incremento previo por ser el “primer actor”

involucrado en la respuesta antioxidante.

8.2 Cambios metabdlicos, fisicoquimicos y lipidicos post mortem en L. vannamei en

respuesta al estrés de cosecha

8.2.1 Efecto inmediato de la emersion y confinamiento en camarones capturados con
atarraya a borde de un estanque

El efecto inmediato del estrés por emersién y el confinamiento se puede observar
en el tiempo 0, cuando se comparan los grupos: sometidos a dicha condicion de estrés y
control, estos ultimos inmediatamente puestos en hielo después de la captura. Los
camarones sometidos a estrés tuvieron un 70% menos de IMP que los camarones del
grupo control (Tabla VIII), un resultado algo sorprendente, ya que el IMP podria
considerarse como un indicador del estrés que aumenta con la emersion (Paterson, 1993)

y en el cultivo de Penaeus esculentus, cuando es cosechado por redes de arrastre durante
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un tiempo de 15 min, presentan un de valor 0.7 umol g de IMP (Paterson et al., 1995).
Sin embargo, en nuestro trabajo los niveles son todavia muy bajos en el tiempo 0 y la
diferencia entre ambos grupos (0.16 pmol g*) es despreciable y por lo tanto de significado
fisiolégico minimo. En cuanto al ATP, CEA y el ArgP, no se observaron diferencias
significativas (Tabla VIII), aunque se esperaba un aumento en el uso de ATP disponible
después de la emersion, segun lo informado por Abe et al. (2007) en Marsupenaeus
japonicus bajo condiciones de hipoxia, donde también el ArgP disminuyd despuésde 2 hy
el ATP después de 6 h, mientras que la CEA no presentd cambios significativos. Por otro
lado, se esperaba una disminucién del ATP y la CEA en ambos grupos como resultado de la
captura con atarraya, ya que los camarones capturados de esta manera presentan una
respuesta de escape tipica que disminuye la disponibilidad de energia celular en menos de
un minuto (Robles-Romo et al., 2016) y esta disminucidn es mas intensa cuando se retrasa
la congelacidn incluso durante unos minutos (Robles-Romo et al., 2014). Sin embargo, tal
disminucion aparentemente no se produjo en el presente trabajo, ya que los niveles de
ATP y la CEA son relativamente altos y comparables con los niveles obtenidos en
camarones L. vannamei no perturbados (Robles-Romo et al., 2014; 2016). Una posible
explicacion de esta falta de efecto podria estar relacionada con la temperatura
relativamente baja del agua en los estanques (24°C) y el aire (19°C), en contraste con los
estudios de Robles-Romo et al. (2014; 2016) hecho a temperaturas del agua de 26-28°C.
En este sentido una temperatura menor disminuye o suprime la respuestas de estrés de
camarones lo cual ha sido demostrado en trabajos previos i) la respuesta de estrés en
términos de aumento de lactato causada por la captura neta de camardén es
practicamente nula cuando se hace en diciembre en comparacion con agosto (Racotta,
resultados no publicados). Del mismo modo, la hipotermia leve (una disminucién de 5°C
por debajo de la temperatura ambiente) se probd y se utilizé con éxito para reducir la
respuesta al estrés del camardn (aumento de la glucosa y el lactato) durante el muestreo
en estanques (Zamora-Méndez, 2012). Por ultimo, otras especies de crustaceos como

Marsupenaeus japonicus y Penaeus monodon pueden mantener los niveles de CEA
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durante muchas horas en condiciones de emersidn, cuando son sometidos a temperaturas
de 12 en comparacion de 17 y 24°C (Paterson, 1993). Dado que L. vannamei se considera
aun mas tolerante que estas especies, la emersion durante 15 min no parece ser un
estresor suficiente, al menos en términos metabdlicos. Los niveles de ATP y CEA estan
fuertemente regulados a nivel celular a expensas de otros compuestos de alta energia
como el ArgP. Los niveles obtenidos en el presente trabajo para el grupo control de ATP
(8.2 umol g ') y CEA (0.9) (Tabla VIII) estaban dentro del rango reportado para L. vannamei
como camarones en condiciones basales (Robles-Romo et al., 2014, 2016), asi como en
otros crustdceos (Onnen y Zebe, 1983; Thébault et al., 1997; Abe et al., 2007; Gornik et
al., 2010. Sin embargo, los niveles de ArgP en ambos grupos fueron considerablemente
mas bajos (2.2-2.4 umol g) en comparacién con estudios previos con L. vannamei
mantenidos en condiciones de laboratorio, con valores basales de 7 pmol g™ (Robles-
Romo et al., 2016), aquellos mantenidos en un estanque litoral, con valores basales de 20
umol gt (Zamora-Méndez, 2012) y en L. vannamei obtenido de un estanque litoral y
transferido individualmente a un tanque al interior de un laboratorio, presentan valores
basales de 16.7 umol g™ (Robles-Romo et al., 2014). Antes de ser sometidos a emersion,
los camarones de ambos grupos tratan de escapar de la red cuando son capturados. Dicha
respuesta implica “coletazos” repetidos que se ha visto disminuyen en un 75% la cantidad
de ArgP en 20 segundos (Robles-Romo et al., 2016). Por lo tanto, los niveles de ATP se
mantuvieron aparentemente a expensas de la hidrdlisis de ArgP, no sélo en camarones en
condicidon de emersion, sino también en el grupo de control. Sugerimos que ArgP es mas
sensible como un indicador de emersidn ante mortem y contribuye a mantener cantidades
relativamente altas de ATP, que sdlo caerian en condiciones mas extremas o prolongadas
de emersidn y confinamiento, entre otras condiciones implicitas en la cosecha, cuando las
reservas de ArgP ya estdn agotadas. En este sentido, algunos estudios indican que
camarones o langostinos capturados con red de arrastre en el mar abierto y confinados en
la red durante 1-2 h, presentaron niveles considerablemente muy bajos de ATP y CEA

(Paterson et al., 1995; Gornik et al., 2010). Asimismo, en caso de camarones los valores de
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ATP y CEA en camarones capturados en el mar son considerablemente menores que en

los camarones cosechados en estanque (Paterson et al., 1995)

8.2.2 Efecto de las practicas comunes de cosecha ante mortem sobre la calidad post
mortem de L. vannamei a largo plazo

A las 12 h después de la captura, el ArgP ya no se detectd y el ATP presentd un
nivel muy bajo. Consecuentemente, la CEA resultante se redujo de la misma manera. Gill
(2000) menciona que en el musculo post mortem, la conversidon de ATP a ADP, ADP a AMP
y el AMP a IMP suele tener lugar dentro de las primeras 24 h. Nuestros resultados
coinciden dado el ADP disminuyd y el AMP aumenté 22 veces a las 12 h. En ese mismo
periodo la concentracién de IMP tuvo su mayor aumento, hasta alcanzar su maximo valor
a las 72h concomitantemente con un incremento mas pronunciado de la Hx. Asi, la
concentraciéon de nucledtidos adenilicos totales disminuyd a lo largo del tiempo de
almacenamiento, lo cual concuerda con la degradacion de éstos a IMP y Hx. Los cambios
en la degradacion de los nucleétidos adenlilicos, con un aumento simultaneo de IMP y un
aumento final de Hx, son tipicos de los cambios bioquimicos reportados en camarones
peneidos (Goncalves et al., 2013; Huang et al., 2016; Canizales-Rodriguez et al., 2015; Qiu
et al., 2016). Dado que el curso temporal del AMP y el IMP no se vio afectado por el estrés
ante mortem, las propiedades organolépticas (dulzura) conferidas por estos nucleétidos

AMP e IMP (Tejada, 2009) al parecer no se alteraron.

La hipoxantina es un producto de la degradacidon del ATP y estd asociada con la
pérdida de frescura, lo que confiere un sabor amargo a los mariscos (Tejada, 2009), lo cual
sugiere que el estrés si podria estar afectando la vida de anaquel del camardn en términos
de esta variable. Sin embargo, para el camardn, los valores de 2 umol g'l, junto con el
agotamiento completo del IMP, son indicadores de frescura dudosa (Fatima et al., 1981).
En nuestro estudio, los valores en el dia 6 fueron de 0.53 y 0.6 pmol g"* que son menores
gue en el estudio de Fatima et al. (1981), asi como en el musculo de L. vannamei durante

el almacenamiento en hielo después de seis dias que presenté 1 pmol g (Huang et al.,
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2014; Qiu et al., 2016), la vida util del camardn banana Penaeus merguiensis fue de 4 dias
(Yamagata y Low, 1995) y de 10-17 dias para langostinos australianos (Chinivasagam,

1996).

En el presente trabajo se esperaban valores mads altos de Hx para el grupo de
cosecha porque se suponia que la cascada de degradacion de ATP se aceleraba por la
emersion ante mortem, como en el caso de la langosta Nephrops norvegicus (Gornik et al.,
2010). Esto no fue el caso aparentemente, porque los valores bajos de Hx alcanzados en el
dia 6 de almacenamiento, presentaron una diferencia minima entre ambos grupos (0.07
umol g'). Como se mencioné anteriormente, una de las razones de la falta de
agotamiento ante mortem del ATP asociado al estrés de la cosecha, estd relacionada con
la temperatura del agua en noviembre, cuando la mayoria de las granjas estdn
cosechando. Por lo tanto, no es evidente una pérdida de frescura relacionada con la
practica de cosecha analizada en el presente estudio que es muy comun en varias granjas.
Sin embargo, en los meses mds calidos, la situacidon podria ser diferente y la vida util
deberia examinarse a diferentes temperaturas ambiente en el momento de la cosecha y
evaluar la influencia de los diferentes procedimientos de recoleccién. Para el pez sierra de
Scomberomorus sierra, las practicas extremas utilizadas por el pescador (captura vy
traslado durante 6 h a temperaturas de verano de hasta 40°C, sin hielo) acelera
claramente el aumento de hipoxantina y el valor K correspondiente, lo que disminuye la

vida util (Castillo-Yafiez et al., 2007).

8.2.3 pH

Aunque el pH inicial post mortem varia segun la especie, la captura y el estado
nutricional (Huss, 1998), nuestros resultados estan dentro del rango reportado por varios
autores en el camardn blanco, con un pH inicial de 6.44 a 6.7 (Nirmal y Benjakul, 2009b;
Ramirez-Guerra, 2012; Imran, 2013; Huang, 2014; Okpala, 2015). El incremento del pH
post mortem observado en este trabajo es el resultado de la degradacién enzimatica

enddégena de aminoacidos y nucleétidos, asi como la carga creciente de bacterias, con
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liberacion de amoniaco y otros compuestos nitrogenados, incluyendo trimetilamina y
nitrégeno basico volatil total (Sikorski et al., 1990; Huss 1998; Imran 2013; Canizales-

Rodriguez et al., 2015).

Se ha reportado un incremento en el pH de 0.44 en el camardn azul Litopenaeus
stylirostris (Canizales-Rodriguez et al., 2015) y de 0.8 en L. vannamei (Okpala, 2015)
almacenado en hielo durante seis dias. Después de seis dias de la captura y almacenado
en hielo el camardn Pandalus borealis, el pH incremento a 8.0, junto con un rechazo en la
apariencia y el olor por un panel sensorial capacitado (Zeng et al., 2005). Para el camardn
Parapenaeus longirostris, el rechazo se determiné cuando el pH aumentd a 7.6 después de
siete dias de almacenamiento (Goncalves et al., 2003). Por lo tanto, en el presente
estudio, se puede concluir que el pH permanece entre niveles aceptables, sin ningln

efecto adverso por el estrés ante mortem.

8.2.4 Color

Considerando los valores menores de a* y b* en el misculo de los camarones
sometidos a estrés ante mortem, se infiere que la carne era ligeramente menos verde-
azul, y de hecho estos valores corresponden a la zona gris de la esfera de color (ver Fig. 5).
Los pardmetros de color cambiaron ligeramente con el tiempo de almacenamiento, a
partir de los valores iniciales de a* y b* (-0.39 y -0.55), indicando que viraron ligeramente
a-0.79 y -0.58 a las 144 h. Los valores iniciales de a* y b* significan que el musculo tenia
un color gris. El valor de a* fue menor en camarones sometidos a estrés lo que
nuevamente indica tonalidades ligeramente mds grisdceas y menos verde-azules. L* y el

indice de blancura aumentaron a través del tiempo.

La disminucion de cromaticidad a lo largo del tiempo observada en particular para
camarones sometido a estrés indican una baja intensidad de color en la zona gris
(opacidad). Se obtuvieron valores similares en L. vannamei por Okpala (2014). Cuando la
cromaticidad se midié en la seccidn interna del musculo, C* fue menor que en la

superficie y no se vio afectado por el tiempo de almacenamiento o el estrés. Los valores



93

de H° entre 240 y 250 en la superficie son similares a los observados por Garcia-Sifuentes
et al. (2013) para el camaron L. vannamei, correspondiente a la zona verde-azul atribuida
a la crustacianina. La hipoxia ante mortem (5 h a 0.5 mg O, L") aumentd ligeramente el H°
a un color mas azul en L. vannamei (Garcia-Sifuentes et al., 2013), pero aparentemente no
durante la emersién corta utilizada en nuestro estudio. Valores mucho mas bajos de H° (~
75) ocurrieron en L. stylirostris e indican un color amarillento (Canizales-Rodriguez et al.,
2015). Estas diferencias podrian ser el resultado de la comparacion entre diferentes
especies, el tipo de agentes estresantes ante mortem o la porcién de carne utilizada para
el analisis de color. Dentro del musculo, H° fue considerablemente mas bajo y bastante
variable, con el valor mas bajo (110) asociado con un color amarillento. Por el contrario,
no se produjeron cambios en el indice de blancura en la superficie (Fig. 22e), pero el indice
de blancura en la parte interior del musculo aumentd en relaciéon con el tiempo de
almacenamiento, lo que indica un aumento de la luminosidad del musculo, durante el
almacenamiento en hielo, aunque esto ocurrié en periodos de almacenamiento de mayor
tiempo (Canizales-Rodriguez et al., 2015). Nuestro estudio permite comparar las
caracteristicas del analisis de color entre la superficie externa, que tenia mayor intensidad
de color (C*) y blancura/luminosidad (IB y L*), en comparacion con la seccidn interna, y un
color relativamente constante en la zona verde-azul En la parte externa, mientras que en

la parte interna se observé mayor variabilidad en los valores de H °.

8.2.5 Agua expresable

Se sabe que el agua expresable y la capacidad de retencién de agua, indican el
porcentaje de agua que se libera o se retiene, respectivamente; Aunque las metodologias
para su analisis difieren, los resultados de ambos pueden compararse porque el agua
expresable mas baja es igual a la mayor capacidad de retencién de agua, que no cambid
después de seis dias en L. stylirostris almacenado a 0°C (Canizales Rodriguez et al., 2015).
También la calidad sensorial se encontré inaceptable en P. borealis almacenado 6 dias en
hielo cuando la capacidad de retencién de agua disminuyd 5% (Zeng et al., 2005), pero

todavia fue aceptable el camardn kuruma Marsupenaeus japonicus almacenado durante
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seis dias, con un 10 % en el aumento en agua expresable (Rahman et al., 2000). En el
presente trabajo el agua expresable no se vio afectada por la emersidn. En contraste, la
hipoxia ante mortem (5 h; 0.5 mg O, ml™) redujo la capacidad de retencidn de agua en el
musculo de L. vannamei sélo durante los dos primeros dias de almacenamiento (Garcia-
Sifuentes et al.,, 2013), mientras que la infeccibn con bacterias causantes de
hepatopancreatitis necrotizante, no afectd la capacidad de retencién de agua (Avila-Villa
et al., 2012). La mayor cantidad de agua expresable que se observa en el presente trabajo
puede ser debido a la desnaturalizacion (agregacion y/o hidrdlisis) en la proteina
miofibrilar del muasculo y/o la exposiciéon de aminoacidos hidrofdbicos al exterior de la
proteina durante almacenamiento en frio (Canizales-Rodriguez, 2015; Garcia-Sifuentes,
2013). El agua expresable en productos cdrnicos es muy importante ya que muchas
propiedades fisicas como el color, la textura y la firmeza son parcialmente dependientes

de la capacidad de retencion del agua y/o de la cantidad de agua expresable.

8.2.6 Analisis del perfil de textura (APT)

Durante el tiempo de almacenamiento se observd un efecto significativo en la
dureza y aunque la interaccién no fue significativa, este efecto fue evidente sélo para el
grupo control. Del mismo modo, la dureza de L. vannamei almacenado disminuyd en un
11% durante seis dias a 4°C, sin embargo el camardn todavia fue considerado aceptable
por el panel sensorial (Fu et al., 2014a). En los crustaceos, el ablandamiento de los
musculos estd asociado con la hidrélisis de las proteinas miofibrilares y colagenas (Sriket
et al., 2011) y, por lo tanto, se observa una disminucién de la dureza en camarones
peneidos en condiciones post mortem (Garcia-Sifuentes et al., 2013). Aunque no se
observd ninguna diferencia estadistica por efecto de estés ante mortem, se tuvieron
valores mas bajos al principio (24 h) y al final (144 h) del periodo de tratamiento para la
condicion de estrés. Avila-Villa et al. (2012) reportan menor dureza de una condiciéon
completamente diferente de estrés, una infeccion bacteriana durante 18 dias en L.

vannamei.
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La elasticidad y la cohesion sdlo se vieron afectadas por el estrés ante mortem,
pero no por el tiempo de almacenamiento en hielo, con valores mas bajos para la
elasticidad y mas altos para cohesividad. La elasticidad se define como la velocidad en la
que un material deformado vuelve a su forma original después de que la fuerza que causé
la deformacién no se aplica, mientras que la cohesividad se define como la medida en la
cual un material puede deformarse antes de romperse (Szczesniak, 2002). Por lo tanto, el
musculo del camardén sometido a emersion podria sufrir mas deformacién antes de su
ruptura, pero tarda mas tiempo en volver a su forma original. Se han reportado valores de
cohesividad para L. vannamei en condiciones similares, que van de 0.59 a 0.50 en 6 de
almacenamiento (Fu et al., 2014b). Sin embargo, los valores del trabajo presente son
mayores, lo que sugiere una mayor recuperacion de su estructura durante la pausa entre
las compresiones. Asi mismo se ha reportado para L. vannamei almacenado en frio,
valores mas elevados de elasticidad ademas de mostrar una disminucién durante 6 dias de
almacenamiento; 0.88 a 0.72 (Zhang et al., 2015) y 1 a 0.7 (Fu et al., 2014a). Asi mismo
para L. vannamei se han reportado valores similares a nuestro trabajo en tiempo inicial
qgue van de 0.61 (Li et al., 2011) y 0.3 (Avila-Villa et al., 2012). La elasticidad muscular fue
mayor en L. vannamei para camarones muertos por inmersidn en hielo que los que fueron
decapitados individualmente a temperatura ambiente (Fu et al., 2014b). Por lo tanto, la
elasticidad mas alta observada en nuestro estudio en el grupo control es probablemente
el resultado de la baja temperatura en el sacrificio, mientras que el grupo de la cosecha
fue expuesto a temperatura ambiente durante 15 minutos adicionales. Debido a la
desorganizacion de las miofibrillas (Fu et al., 2014a), la elasticidad se asocia a la calidad de
la carne ya que la disminucion en la condicidn post mortem, se puede sugerir que valores
mas bajos podrian estar asociados a una menor calidad de la carne en camarones

sometidos a emersion.

Asociado a esto, es necesario agregar que aunque existen muchos trabajos que
han realizado un andlisis del perfil de textura (dureza, elasticidad y cohesividad), en L.

vannamei, las condiciones ante mortem, el almacenamiento o el estadio son diferentes o
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no se comentan (Li et al., 2011, Nunak y Schleining, 2011, Imran et al., 2013, Fu et al.,
2014a). En este sentido, Veland y Torrissen (1999), seiialan que factores en los métodos
instrumentales como la velocidad de la deformacion aplicada y cuando se aplica mas de
una deformacién, la duracion de la pausa entre deformaciones, ademas la direccion de la
deformacion con respecto a la direccién de las fibras musculares, probablemente afectara
los resultados. En este sentido Nunak y Schleining (2011), menciona que los diversos tipos
de especies asi como el método y las condiciones instrumentales influyen en la
discrepancia de los datos. De manera general los camarones de ambos grupos
mantuvieron su firmeza, elasticidad y cohesividad durante estas condiciones de
almacenamiento; sin embargo, las condiciones estresantes ante mortem pueden
modificar algunas de estas caracteristicas como la cohesividad y elasticidad, por lo que se
requieren mas estudios sobre el efecto del estrés ante mortem y su repercusién en la

textura del musculo post mortem.

8.2.7 Hidroperodxidos (LOOH)

La evidencia de la oxidacion primaria en lipidos esta indicada por el aumento en LOOH
a través del tiempo, como se encontrd previamente en L. vannamei (Nirmal y Benjakul,
2009b; Okpala et al., 2014). Un proceso de peroxidacién es consistente con los cambios
observados en acidos grasos libres y acidos grasos altamente instaurados (resultados
reportados en el articulo derivado de esta tesis) ya que los acidos grasos en su forma libre
y con mas dobles enlaces son mas propensos a la oxidacion (Shahidi, 1998;
Takeungwongtrakul et al., 2012). Se observé un mayor contenido de LOOH en camarones
sometidos a estrés, principalmente al inicio y al final del periodo de almacenamiento
analizado, lo que sugiere que el estrés de la cosecha podria afectar la calidad del musculo
de camardn en términos de percepcion sensorial y calidad nutricional ya que los lipidos
oxidados estan asociados no solo al deterioro del sabor sino que también a los efectos
negativos sobre la salud humana (Shahidi, 1998). Como se sugirié anteriormente para los
subproductos de nucledtidos, la peroxidacién de lipidos causada por la emersidon durante

la cosecha podria agravarse cuando la cosecha se hace en los meses mas calidos del ano.
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9. CONCLUSIONES

En el ciclo de muda L. vannamei requiere grandes importes de energia durante la
ecdisis y la postmuda temprana, siendo necesaria esta energia en multiples
funciones fisioldgicas asi como en el rompimiento y liberacidn del exoesqueleto.

La disminucién del glucégeno durante la ecdisis en el ciclo de muda de L. vannamei
se relaciona con el requerimiento de energia para satisfacer una serie de
necesidades fisiolégicas asociadas con la muda incluyendo el rompimiento y la
liberacion del exoesqueleto.

El incremento de ATP y de ArgP como reserva inmediata, ademas de satisfacer las
necesidades arriba mencionadas, puede representar una estrategia de L. vannamei
para evitar posibles depredadores o canibalismo, porque durante estos estadios (E
y A) el camarén se encuentra sin proteccion del exoesqueleto y depende
exclusivamente de la respuesta de escape para evitar circunstancias peligrosas.
Existe un incremento en la actividad enzimatica antioxidante durante la ecdisis y la
postmuda temprana, lo cual refleja un incremento en los niveles de ERO, que son
consecuencia de un incremento en la actividad metabdlica.

A partir de la evaluacién histolégica de la cuticula, la epidermis y los cambios sub-
epidérmicos que se producen en los urépodos durante el ciclo de muda en L.
vannamei, se concluye que este método no es adecuado por ser técnicamente mas
laborioso y costoso que el método tradicional de observacién directa de urépodos
y porque dificulta la distincidn entre estadios de premuda DO, D1 y D2, e incluso el
estadio D3.

La respuesta fisioldgica de L. vannamei durante el proceso de cosecha que implica
captura y emersion, indica que el estrés de demanda energética estuvo presente

en ambos grupos y fue amortiguado por el ArgP.
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El estrés antemortem por la emersién durante la cosecha, se refleja en una menor
elasticidad y una mayor cohesividad muscular que puede deberse a cambios
estructurales y de composicién en proteinas y lipidos.

El estrés antemortem por la emersidn durante la cosecha, produce una
acumulacién ligeramente mayor de hipoxantina y de peréxidos productos de la
oxidacion lipidica en la fase final del periodo de almacenamiento (6 dias), lo que
puede afectar la calidad de la carne en términos de percepcién sensorial y calidad
nutricional, particularmente a temperaturas ambientales mas altas (por ejemplo,
cosecha en verano) y para una duracion de almacenamiento en hielo mayor a 6
dias.

Sin embargo, a excepcién de lo anterior, se concluye de una manera mas general
qgue las practicas de cosecha evaluados en el presente estudio no afecten
sustancialmente la calidad de la carne de camardn, en la condiciones evaluadas:

cosecha en el mes de noviembre
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11. ANEXOS

Anexo l. Curvas de calibracion nde nucleétidos.
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Anexo Il. Curva de calibraciéon fosfato de arginina.
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