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RESUMEN

En la camaronicultura, las altas densidades de cultivo son deseables para incrementar la
produccion. Sin embargo, el estrés que se deriva de estas practicas afecta negativamente el
crecimiento y la salud del camardn, particularmente la respuesta inmune. Esto ha sido
ligado al estrés fisico (hacinamiento) y fisicoquimico (hacinamiento aunado al deterioro de
la calidad de agua). El objetivo del presente trabajo fue separar los efectos fisico y
fisicoquimico del estrés por alta densidad de cultivo en juveniles del camardn blanco del
Pacifico Litopenaeus vannamei, ademas de probar el efecto de suplementar el alimento con
acido araquidonico (ARA) como alternativa para disminuir los efectos negativos del estrés.
Se realizaron dos experimentos simultaneos: en el primer experimento se cultivaron
camarones por 30 dias en tanques de concreto divididos por una malla gruesa que permitia
el paso del agua, asignando bajas y altas densidades en cada mitad para obtener la misma
calidad de agua y observar solo el efecto del hacinamiento. En el segundo experimento se
usaron tanques divididos pero ambas mitades ya sea con baja o alta densidad y asi observar
ademas el efecto de la calidad de agua. En los dos experimentos se utilizaron dietas con un
nivel bajo (0.8%) y alto de ARA (3.2%) y se analizaron periddicamente amonio,
temperatura, oxigeno disuelto y el consumo de alimento: la temperatura se mantuvo
constante entre las densidades, pero el oxigeno disuelto disminuy6 al aumentar la densidad
y el amonio incremento con la densidad.

Al cabo de 30 dias, se muestrearon los camarones, se pesaron y midieron y se analizo la
respuesta metabolica (concentraciones de glucosa, lactato, triacilglicéridos, lipidos totales,
glucdgeno, proteinas totales y hemocianina) e inmune (conteo total de hemocitos, anién
superoxido, tiempo de coagulacion) en hemolinfa y tejidos; asi como la composicion de
acidos grasos en los fosfolipidos y lipidos de reserva de los hemocitos. EI ARA es
precursor de prostaglandinas de la serie Il (PGE;) que afectan el sistema inmune por lo que
se evaluo la PGE; en plasma y hemocitos.

La alta densidad de cultivo afectd negativamente el crecimiento en los dos experimentos,
pero el efecto fue mayor en el fisicoquimico. La sobrevivencia no fue afectada en ninguno
de los experimentos. En el experimento fisico los camarones alimentados con un nivel bajo
de ARA mostraron una mayor concentracion de glucosa y lactato en hemolinfa. La alta
densidad de cultivo provocd una menor concentracion de lactato en hepatopancreas y
glucégeno en musculo en camarones mantenidos a una alta densidad de cultivo en el
experimento fisico. En el experimento fisicoquimico se observé una interaccién con una
mayor concentraciéon de glucégeno en hepatopéancreas a alta densidad de cultivo y niveles
altos de ARA, y una mayor concentracion de glucdgeno en mdsculo a alta densidad de
cultivo y nivel bajo de ARA. No se encontraron efectos significativos sobre anion
superéxido en los organismos del experimento fisico, pero si en el experimento
fisicoquimico, donde hubo una interaccion con una mayor produccién en organismos
alimentados con la dieta baja en ARA y una menor produccion con la dieta alta en ARA. El
tiempo de coagulacion fue afectado por la dieta en ambos experimentos, siendo menor en
los organismos que fueron alimentados con la dieta alta en ARA. La concentracion de
PGE; en plasma fue mayor para los organismos alimentados con la dieta alta en ARA en
organismos del experimento fisico, pero en el experimento fisicoquimico no hubo



diferencias significativas en relacion a la dieta o la densidad. Los niveles de ARA en la
dieta tuvieron un efecto significativo en los niveles de ARA en lipidos de reserva y en los
fosfolipidos de hemocitos y en los niveles de ARA en los fosfolipidos en el experimento
fisicoquimico.

En conclusion, el estrés fisico por hacinamiento probablemente representd un estrés
moderado a largo plazo que los camarones enfrentaron poniendo en marcha algunos
mecanismos metabdlicos e inmunes, algunos posiblemente modulados por la presencia de
ARA en las membranas de los hemocitos. En contraste, el estrés fisicoquimico afectd en un
mayor grado a los organismos, en los cuales posiblemente los mecanismos inmunes y
metabdlicos ya no fueron suficientes para contrarrestar el estrés, por lo que se observaron
efectos negativos a nivel de consumo de alimento y crecimiento. La alimentacion con el
nivel alto de ARA revirtid la disminucion del crecimiento de los organismos cultivados a
alta densidad en el experimento fisicoquimico y disminuyo el tiempo de coagulacion.

Palabras claves: Calidad de agua, eicosanoides, estrés, hacinamiento, HUFA, respuesta
metabdlica, prostaglandinas, sobrevivencia.



ABSTRACT

High stocking densities are highly desirable to increase yields in shrimp culture. However,
concomitant stress negatively affects shrimp growth and health and particularly, immune
response. The stress has been associated to physical (crowding) and to a physicochemical
effect (crowding and poor water quality). The aim of the present work was to separate the
physical and physicochemical stress of high stocking density in the Pacific whiteleg shrimp
Litopenaeus vannamei, and to test the effect of supplying arachidonic acid (ARA) in the
diet to decrease the negative effect of stress. Two experiments were simultaneously
performed: in the first, shrimp were raised for 30 days in concrete tanks divided by a hard
mesh that allowed water circulation; low or high densities were assigned to each one half of
the tank in a way that the water was circulating between both groups but the crowding was
different. In a second experiment, both halves of each tank were used for either high or low
shrimp density, so in addition to crowding, the effect of water quality was observed. In
addition, in both experiments diets enriched with a low (0.8%) and high ARA (3.2%)
content were offered. Ammonia, temperature, dissolved oxygen, and feed consumption
were analyzed periodically; temperature was constant among densities, but dissolved
oxygen decreased as density increased, and ammonia increased at higher densities.

After 30 days, shrimp were measured and weighted and metabolic (glucose, lactate,
triacylglicerides, total lipids, glycogen, total proteins, and hemocyanin) and immune
response (total hemocyte count, superoxide anion, and clotting time) in hemolymph and
tissues were analyzed; as well as hemocyte fatty acid composition in phospholipids and
reserve lipids. ARA is a precursor of prostaglandins from the series Il (PGE;) which affects
the immune system, so PGE; was assessed in hemocytes and plasma.

The high stocking density negative affected shrimp growth in both experiments, but the
effect was more evident in the physicochemical experiment. Survival was not affected in
either experiment. In the physical experiment, shrimp fed the low ARA diet showed a
higher glucose and lactate concentration in hemolymph and a lower concentration of lactate
in hepatopancreas and glycogen in muscle. In the physicochemical experiment an
interaction was found, with higher glycogen levels in hepatopancreas in shrimp at higher
density and fed the high ARA levels, and higher glycogen concentration in muscle in
shrimp at higher density and fed the low ARA diet. Anion superoxide was not significantly
affected in shrimp from the physical experiment, but an interaction was observed in shrimp
from the physicochemical experiment, with higher production in shrimp fed the low ARA
diet and lower production in shrimp fed the high ARA diet. The clotting time was affected
by diet in both experiments, with lower values in shrimp fed the low ARA diet. In the
physical experiment, PGE, concentration in plasma was higher in shrimp fed the high ARA
diet, but in the physicochemical experiment there were no significant differences for PGE;
levels ARA levels in the diet or density. The ARA levels had significant effect on the
phospholipids and reserve lipids in the physicochemical experiment and on the ARA levels
of phospholipids in the physical experiment.

In conclusion, shrimp in the physical experiment were exposed to a long-term crowding
stress, and responded by modifying metabolic and immune response, some of them



possibly modulated by the ARA levels in the membranes of hemocytes. In contrast, shrimp
in the physicochemical experiment exposed to a crowding and poor water quality stress,
were more stressed and the immune and metabolic response was probably not enough, and
thus, negative effects were observed on food consumption and growth. Feeding shrimp
high levels of ARA reverted some of these negative effects, increasing growth and
decreasing clotting time.

Keywords: crowding, eicosanoids, HUFA, metabolic response, prostaglandins, stress,
survival, water quality.
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. INTRODUCCION

La acuacultura es una actividad encaminada a la produccion controlada o semicontrolada de
especies acuaticas marinas y de agua dulce que son destinadas para diversos fines, entre
ellos, la alimentacion, recreacion, estudio y/o conservacion de algunas especies en peligro
de extincion. En la actualidad, China, India y Vietnam son los principales productores de

especies cultivadas de importancia comercial (FAO, 2008).

Dentro de estas especies el camaron ocupa un lugar importante, ya que su cultivo se
considera una actividad sumamente rentable en todo el mundo debido a las grandes
ganancias que genera. En los ultimos afios se ha visto un crecimiento acelerado en la
produccién de este crustaceo ya que en términos de divisas generadas, es el segundo en
importancia después de los peces de agua dulce. Entre los paises mas productivos en esta

actividad se encuentran China, India, Indonesia y Japon (FAO, 2004).

La camaronicultura en nuestro pais ha crecido a una tasa media superior del 110% en los
ultimos 10 afios. En el afio de 1997, México producia menos de 18 mil toneladas de
camaron cultivado, sin embargo, para el afio 2004 las granjas acuicolas superaron la
produccion de todo el camaron silvestre que se obtenia (Fig. 1). Para el cierre del 2008 se
calcula una produccion cercana a las 120 mil toneladas, lo que es equivalente a méas del

triple de lo que actualmente se captura en el mar (CONAPESCA/SAGARPA 2008).
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Figura 1. Produccion de camaron peso vivo en toneladas (www.industriaacuicola.com)

La creciente necesidad de obtener mayor produccion de biomasa por unidad de superficie
cultivada, que supere las obtenidas con los sistemas extensivos y semiintensivos, ha llevado
a la intensificacion de los cultivos. Sin embargo, los cultivos intensivos se han relacionado
con la manifestacion un estrés fisioldgico causado a los animales, que se manifiesta como
baja eficiencia de alimentacién y bajo crecimiento, que los pueden predisponer a
infecciones, enfermedades y altas mortalidades (Williams et al., 1996; Martin et al., 1998;
Tseng et al., 1998). Este tipo de resultados perjudiciales para la industria camaronicola, se
han generado por el rapido avance en la implementacion de las técnicas de crianza, engorda

y reproduccion, producto de un interés que dia con dia se incrementa en los productores,


http://www.industriaacuicola.com/

antes que la generacién de conocimientos en fisiologia, inmunologia y ecologia del

organismo (Bachere, 2000).

Las altas densidades de cultivo producen estrés en los camarones dado que combinan
fluctuaciones de uno o varios pardmetros en los estanques, tales como disminucion en la
concentracion de oxigeno disuelto, o acumulacién de compuestos derivados de la excrecion
de los organismos, que resultan potencialmente toxicos, como el amonio (Le Moullac y
Haffner, 2000; Horowitz y Horowitz, 2001). Los factores fisicos causados por el
hacinamiento de los organismos: interferencia fisica/mecanica, competencia por los
recursos, canibalismo; en conjunto con los factores fisicoquimicos que determinan la
calidad de agua: temperatura, oxigeno disuelto, pH, amonio, etc. son identificados como
causantes de estrés en cultivos a alta densidad. A su vez, el estrés se ha sido vinculado con
la aparicién de enfermedades. Asi, existen ejemplos de coexistencia entre camarén y
bacterias que en condiciones normales pueden ser parte de su microflora normal y que solo
causan enfermedades hasta que el camardn se encuentra afectado por una situacion de

estrés (Lightner y Redman, 1998).

Asimismo, diversos trabajos discuten la influencia del estrés sobre la respuesta inmune del
camarén (Le Moullac y Haffner, 2000; Pascual et al., 2003) y concluyen gue induce a un
estado de inmunosupresion, en términos de disminucion en los parametros inmunes. Como
consecuencia, se ha propuesto el uso de una variedad de aditivos que incluyen bacterias
vivas 0 muertas, glucanos, lipopolisacaridos y alginatos como inmunoestimulantes, basados
en resultados experimentales que indican que su utilizacién conduce a una mejor respuesta

a las enfermedades en distintas especies de crustaceos (Song et al., 1997; Itami et al., 1998;



Chang et al., 2000; Campa-Cordova et al., 2002; Cheng et al., 2004, 2005; Montero Rocha,
2006). Estos aditivos han sido administrados ya sea por inmersion, como suplemento
dietético o por inyeccion, aunque se ha preferido la administracién oral, ya que la
administracion por inyeccion resulta ser laboriosa y costosa e implica manipulacion de los

organismos.

Recientemente, se han propuesto los &cidos grasos altamente insaturados (HUFA, por sus
siglas en inglés) como capaces de modular e incrementar la respuesta inmune (Calder 1998,
2001). Por ejemplo, el &cido araquidonico (ARA), un HUFA de la serie n-6, es precursor de
eicosanoides, los cuales se ha demostrado que son mediadores del sistema inmune en
mamiferos e invertebrados como insectos (Calder, 2001; Stanley y Miller, 2006). Uno de
los principales eicosanoides derivados del ARA es la prostaglandina PGE, y se ha
demostrado que en peces la administracion de ARA produce incrementos en los niveles de

PGE; y una mejor respuesta al estrés ambiental (Bell y Sargent, 2003).

En el presente trabajo se investigaron los efectos fisico y fisicoquimico del estrés cronico
por alta densidad de cultivo sobre variables metabdlicas e inmunes de Litopenaeus
vannamei y la probabilidad de aumentar la capacidad de respuesta inmune de los

camarones estresados al suplementar en la dieta un nivel alto de ARA.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Camardn blanco del Pacifico

El camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, perteneciente a la familia de los
camarones peneidos (Tabla I), es la especie mas cultivada en el mundo. Es una especie
nativa de la costa Oeste del Océano Pacifico, con una distribucion geografica desde Sonora,
en el Golfo de California, México, hasta Peri (Martinez Cordova, 1999). Tolera
ampliamente las condiciones ambientales de cautiverio, presenta buenos rendimientos de
crecimiento y alta sobrevivencia, lo que la convierte en una de las especies de camardn por

eleccion para los sistemas de cultivo semiintensivo e intensivo (Williams et al., 1996).

Tabla I. Taxonomia del camarén blanco del Pacifico

Phylum Arthropoda
Clase Malacostraca
Orden Decapoda
Familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie vannamei

El ciclo de vida del camar6n blanco (Fig. 2) se lleva a cabo entre la zona estuarina y el mar
abierto. La reproduccion inicia en mar abierto; el macho deposita un paquete de esperma
(espermatdforo) que fertiliza los huevos de la hembra, que maduran y pasan a través de una
serie de estadios larvales: seis estadios de nauplio, tres estadios de protozoea, tres estadios
de mysis y varios estadios de postlarvas (Kitani, 1986). Este ultimo asemeja a un camarén

adulto que se movera en direccion a los estuarios donde encontrara las condiciones dptimas



para continuar su desarrollo: mayor disponibilidad de alimento, proteccion contra los
depredadores, temperatura y salinidad 0ptimos entre otros. Las postlarvas se desarrollaran
hasta juveniles en los estuarios para posteriormente migrar al mar e iniciar su maduracion

sexual y actividad reproductiva.

Figura 2. Ciclo de vida del camarén blanco del Pacifico. 1.- Adulto, 2.- Huevo; 3.-
Nauplio; 4.- Protozoea; 5.- Mysis; 6.- Postlarva 7.- Juvenil.

2.2. Estrés, respuesta metabdlica e inmune

El estrés se define como una alteracion del equilibrio dindmico (homeostasis), inducido por
estimulos externos e internos, llamados estresores (Pickering, 1981). Los estimulos
producen una serie de respuestas que en vertebrados se caracterizan por una fase inicial,

primaria u hormonal, seguida por un periodo de resistencia, conocido como respuesta



secundaria o metabolica. Dependiendo de la magnitud y duracion del estresor, se proseguira
a la ultima fase de respuesta terciaria, en la que se afecta la condicion general del
organismo, a nivel de su capacidad de respuesta inmune, crecimiento y reproduccion
(Pickering, 1981; Ross y Ross, 1999). El estimulo se puede clasificar de acuerdo a su
duracion: Cuando éste se presenta de forma prolongada ya sea de manera repetitiva o
continua (dias, semanas), se considera que produce un estrés crénico. Por el contrario,
cuando el estimulo solo se presenta por un corto tiempo de manera puntual (minutos a

horas), se considera que produce un estrés agudo.

La respuesta primaria u hormonal en vertebrados es mediada por el sistema nervioso, que a
su vez activa el sistema endocrino, liberando hormonas al torrente sanguineo. En peces, la
activacion en los centros cerebrales resulta en una liberacion masiva de catecolaminas y
corticoesteroides (Wendelaar Bonga, 1997). En crustaceos la respuesta hormonal al estrés
es menos conocida que en vertebrados en general aunque también podria implicar la

participacién de catecolaminas (Aparicio-Simon, 2009).

La respuesta secundaria 0 metabolica ha sido estudiada en camarones cultivados y algunas
variables son consideradas como potenciales indicadoras de estrés para diferentes especies.
En camarones, se han reportado los niveles de glucosa y lactato en hemolinfa, dada su
sensibilidad y répida variacion en respuesta a una diversidad de estresores; entre ellos,
exposicion al aire (anoxia aguda), hipoxia y muestreos repetidos (Hall Van Ham 1998;
Racotta y Palacios, 1998; Racotta et al., 2002). Por otro lado, variables como hemocianina,
proteinas, lipidos totales, triacilglicéridos y colesterol han sido usados mas bien como

indicadores del estado nutricional (Rosas et al., 2002; Pascual et al., 2003).



En relacion a la respuesta terciaria, se ha documentado la influencia del estrés sobre la
respuesta inmune en crustaceos, usando como estimulos externos exposiciones a hipoxia
(Le Moullac, 1998; Jiang et al., 2005), cambios de temperatura y salinidad (Pascual et al.,
2003; Perazolo et al., 2002), altas concentraciones de amonio (Liu y Chen, 2004),
aclimatacion al cautiverio (Sanchez et al., 2001), manipulacién (Perazzolo et al., 2002,

Mercier et al., 2006) y alta densidad de cultivo (Li et al., 2006).

Se considera que la alta densidad de cultivo como una situacion de estrés debido a que
eleva diversos agentes estresores que se pueden dividir en factores fisicos, como la
competencia de recursos, espacio 0 en casos extremos canibalismo (Piyatiratitivorakul et
al., 2001) y en factores quimicos, como la acumulacién de productos de excrecion, que se
acumulan en el agua de cultivo y tienen efectos toxicos para el organismo (Ray y Chen,
1992; Nga et al., 2005).

2.3. Sistema inmune en camarones

El sistema inmune en vertebrados esta constituido por una respuesta especifica, que incluye
memoria adaptativa, inmunoglobulinas especificas y células especializadas, asi como una
respuesta no especifica a través de células fagociticas y células NK (Vargas-Albores y
Yepiz-Plascencia, 2000). En contraste, los crustaceos no poseen memoria adaptativa; su
mecanismo de defensa, clasificado como innato, esta basado en componentes humorales y
celulares del sistema circulatorio que se encargan de la deteccion y eliminacion de
patogenos extrafios (Soderhall y Cerenius, 1992; Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia,
2000). Entre los componentes humorales se encuentran especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno, peptidos antimicrobianos y enzimas reguladoras de procesos inmunes, por



mencionar algunos. Dentro de los componentes celulares capaces de reconocer y destruir
organismos invasores, estan los hemocitos (analogos a los globulos blancos de los
vertebrados) con funciones como reconocimiento, melanizacion, coagulacion, fagocitosis,
encapsulacion y comunicacion entre células (Le Moullac et al., 1998; Johansson et al.,
2002). Los hemocitos de crustaceos decapodos han sido clasificados morfologicamente
basados en la presencia de granulos citoplasmaticos, en tres categorias: hialinos,
semigranulares y granulares, y cada tipo es activo en reacciones de defensa (Johansson et al
2000). Su porcentaje puede variar de especie a especie, sin embargo en la mayoria,
incluyendo L. vannamei, las células semigranulares son las mas abundantes (Heng y Lei,
1998; Vargas Albores et al., 2005). EI numero de hemocitos circulantes o conteo total de
hemocitos (CTH) se considera una variable inmune de importancia dado que es afectado
por factores intrinsecos y extrinsecos, tales como el ciclo de muda, consumo de alimento,
estacion del afio o enfermedades (Cheng y Chen, 2001). Se ha reportado que los
organismos con un alto CTH o nimero de hemocitos circulantes en la hemolinfa, resisten

mejor a la infeccion por patdgenos (Le Moullac et al., 1998).

La fagocitosis en la reaccion mas comun para la defensa celular dado que elimina
microorganismos o0 particulas extrafias de la hemolinfa. La eliminacion de particulas
fagocitadas involucra la liberacién de enzimas que reducen las moléculas de oxigeno y
subsecuentemente se generan intermediarios reactivos de oxigeno, como anion superoxido
O, peroxido de hidrégeno H,0,, y radicales OH (Rodriguez y Le Moullac, 2000; Mufioz
et al., 2000). Este ultimo proceso es conocido como estallido respiratorio y tiene un papel

importante como actividad microbicida (Mufioz et al., 2000). EI primer intermediario de
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oxigeno reactivo es el O, 0 anion superdxido que ha sido reportado en hemocitos de
diferentes especies de peneidos, y en particular, en L. vannamei (Mufioz et al., 2000; Liu y

Chen, 2004; Liu et al., 2004; Tseng y Chen, 2004).

Otro proceso importante en la defensa de los crustaceos es la coagulacion, que evita la
pérdida de hemolinfa y el ingreso de microorganismos. El factor de coagulacion de los
crustaceos es un dimero de aproximadamente 400 kDa, que se reticula bajo la accion de una

proteina tipo transglutaminasa liberada por los hemocitos (Maldonado et al., 2004)
2.4. Inmunoestimulantes

Desde hace algunos afios ha crecido el interés en el descubrimiento de compuestos que
confieran proteccion y/o mejoren la reactividad inmune, con el objetivo de prevenir o
minimizar los efectos que causan las enfermedades en el cultivo de crustaceos. Estas
sustancias han sido denominadas inmunoestimulantes por su capacidad de activar o mejorar
las defensas de un organismo. La activacion de estas funciones inmunolégicas esta asociada
a una manifestacion en contra de las enfermedades y esta reportado que pueden suscitar la
recuperacion de un estado de inmunosupresion causado por estrés (Sakai, 1999). Se han
realizado numerosas pruebas donde se administran inmunoestimulantes generalmente por
inmersion o via oral como componentes de la dieta. Asi, se ha reportado un efecto sobre
sobrevivencia, crecimiento, tolerancia a estrés y respuesta inmune en estudios que
administran bacterias vivas o muertas del género Vibrio (Sung et al., 1996), B-glucanos
provenientes de hongos y levaduras (Song et al., 1997; Cheng et al., 2004; 2005),
peptidoglucanos y lipopolisacaridos de paredes bacterianas (Sritunyalucksana et al., 1999;

Campa-Cordova et al., 2002). De manera reciente, se ha relacionado la funcion de los
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HUFA como inmunoestimulantes en camarones, dado que favorecen su resistencia a algin

tipo de estrés fisico o ambiental (Chim et al., 2001; Mercier et al., en prensa).
2.5. Acidos grasos poliinsaturados

Los acidos grasos son acidos carboxilicos cuya estructura basica esta conformada por un
grupo carboxilato hidrofilo unido a un extremo de una cadena hidrocarbonada (Mathews et
al., 2002). Se pueden clasificar en saturados (sin dobles enlaces en la cadena
hidrocarbonada), monoinsaturados (un doble enlace) y poliinsaturados (dos 0 mas dobles
enlaces). Los poliinsaturados pueden ademas separarse en otro grupo cuando presentan 4 o

mas dobles enlaces, son Ilamados altamente poliinsaturados (HUFA).

Los acidos grasos insaturados que tienen su primer doble enlace en las posiciones n-3 6 n-
6, a partir del extremo hidrofobico son considerados esenciales para los animales, dada la
ausencia o la baja actividad de la enzima desaturasa que introduce los dobles enlaces en

estas posiciones (Satarr et al., 1998). Como consecuencia, los animales deben de consumir

acido linoleico (18:2n-6) y el a-linolénico (18:3n-3), que son metabolizados por reacciones

de elongacion y desaturacion a acidos grasos insaturados de cadena larga, con mas de 20
carbonos, como el acido araquidonico (20:4n-6 ARA), el 4cido eicosapentanoico (20:5n-3
EPA), y el &cido docosahexaenoico (22:6n-3 DHA) (Fig. 3). Algunos organismos como los
peces marinos y los crustaceos tienen una capacidad limitada de sintetizar HUFA a partir
del acido linoleico y linolénico y en estos casos, los acidos grasos esenciales son los
HUFA, tales como el ARA, EPA y DHA y deben ser incluidos en la alimentacién

(D’ Abramo, 1997).
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~ Serien-6 ~ Serien-3
18:2n-6  Acido linoléenico Acido alfa-linolénico  18:3n-3
l Delta-6-desaturacion i
18:3n-6 Acido gamma-linolénico Acido estearidonico  18:4n-3
l Elongacion 20:3n-6 i
20:3n-6 Acido dihomogamalinolenico Acido eicosatetraenoico  20:4n-3
l Delta-5-desaturacion i
20:4n-6 Acido araquidénico Acido eicosapentaenoico 20:5n-3
l Elongacion i
22:4n-6 Acido adrénico Acido docosapentaenoico 22:5n-3
l Delta-4-desaturacion l

22:5n-6 Acido docosapentaenoico Acido docosahexaenoico 22:6n-3

Figura 3. Metabolismo de acidos grasos esenciales n-3 y n-6

La suplementacion de HUFA en la dieta de camarones peneidos produce mejores resultados
de crecimiento, supervivencia y resistencia al estrés por cambio de temperatura y salinidad
(Xu et al., 1994, Kontara et al., 1997; Wouters et al., 1997; Chim et al., 2001; Gonzélez-
Feélix et al., 2002). Sin embargo, el suplemento de HUFA enfocados a mejorar la respuesta
inmune en camarones peneidos no ha sido estudiado sistematicamente, solo existen algunos

trabajos como el de Chim et al. (2001), donde se exponen juveniles de L. stylirostris a una
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disminucion progresiva de temperatura y salinidad durante 4 dias y se obtienen valores mas
altos de osmolaridad, actividad de anion superdxido vy titulo de aglutinacion del plasma en
los camarones alimentados con una dieta alta (1.4%) en HUFA n-3. Ellos proponen que los
HUFA permiten la modificacion de la membrana celular, lo cual ayuda a una mejor
adaptacion y resistencia de los camarones durante un estrés ambiental. En un estudio
realizado por Mercier et al., (en prensa) se alimentaron juveniles de L. vannamei con dietas
con niveles bajo y alto (0.07 y 2.1%) en HUFA, y se sometieron durante 30 dias a un estres
cronico por manipulacion. Se concluyd que el enriquecimiento con niveles altos de HUFA
incrementd hasta cierto punto la tolerancia al estrés, dado que atenud el efecto negativo del
estrés sobre la sobrevivencia y afectd la respuesta inmune al incrementar los niveles de
HDL-BGP (por las siglas en inglés High Density Lipoprotein-Beta Glucan Binding

Protein).
2.6. Acido araquidonico y prostaglandinas

El ARA puede encontrarse en mayores proporciones en aceites vegetales y en las carnes,
asi como en aceites de tocino y cebo (Tacon, 1987; Gonzélez-Felix et al., 2004). EI ARA es
precursor de eicosanoides, tales como las prostaglandinas, que tienen un papel importante
en el fendmeno de inflamacién en mamiferos (Calder, 2001). EI ARA generalmente se
encuentra unido a fosfolipidos que forman parte de las membranas celulares. Su
concentracion en forma libre dentro de la célula es muy baja, cuando se necesita se libera
de los fosfolipidos mediante fosfolipasas que son activadas por diferentes estimulos fisicos,
quimicos y hormonales. La fosfolipasa A, (PLA;) hidroliza la union éster de los

fosfolipidos, particularmente los que contienen fosfatidilinositol, fosfatidilcolina y
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fosfatidiletanolamina y liberan ARA. Una vez liberado, la via de sintesis puede tomar dos
direcciones: la via de la lipooxigenasa (LOX) o la via de la ciclooxigenasa (COX). Por la
via COX se producen prostaglandinas y tromboxanos, mientras que por la via LOX se
forman leucotrienos, lipoxinas, hepoxilinas, acido hidroxieicosatetraenoico (HETES) y
acido hidroperoxieicosatetranoico (HPETES) y la via citocromo P-450 (Cyt P-450)

formando derivados epoxi (Stanley y Miller, 2006; Fig. 4).

FOSFOLIPIDOS

l, PLA,

o CYT P-450 ACIDO LOX Leucotrienos
Epéxidos € ARAQUIDONICO | =™ ={Lipoxinas
Epoxilinas
J  cox
TXA
2 PGG,

TXB, J PG,
(Tromboxanos) (\/PGHZ e
) y ™ PGE,
PGF,

(Prostaglandinas)

PGD

Figura 4. Sintesis de eicosanoides (Stanley y Miller, 2006)

El metabolito mas conocido del ARA es la prostaglandina de la serie 2, PGE, formada por
una reaccién tipo LOX con una introduccion de oxigeno en el carbono 11 (Samuelsson,
1982). La sintesis esta regulada por tres reacciones enzimaticas: 1) EI ARA es almacenado

en la posicion 2 de los glicerofosfolipidos de la membrana y es liberado por la accién
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hidrolitica de la enzima PLA;, 2) EI ARA es metabolizado a un prostanoide intermedio
inestable, el PGH,, por la accion de la ciclooxigenasa (COX) y luego a varios prostanoides
secundarios por medio de enzimas especificas terminales PG-sintetasas (la PGE-sintetasa
(PGES) convierte PGH, a PGE; especificamente), 3) Las PGE; producidas son entonces
liberadas de las células y actian en cuatro tipos de receptores PGE (EP1, EP,, EP3 y EP,)

(Murakami y Kudo, 2004) ubicados en el exterior de las membranas.

Existe una variedad de trabajos en insectos (ver revision Stanley y Miller, 2006) disefiados
para inhibir las rutas de biosintesis de prostaglandinas. En dichos experimentos, se observé
inhibicién de la capacidad de los organismos para remover infecciones bacterianas de la
hemolinfa, y se probd que el efecto se revertia al suministrar ARA. Basados en sus
resultados, ellos sugieren que los eicosanoides son mediadores del sistema inmune en
insectos (reacciones de microagregacion y nodulacion en respuesta a infecciones) y
deducen que esto podria ser posible en otros invertebrados. También en insectos, se reporto
que las prostaglandinas, y no los productos de la LOX, son mediadores en la migracion de

hemocitos (Phelps et al., 2003; Merchant et al., 2007).

Mientras que el papel del ARA vy la sintesis de prostaglandinas han sido relativamente bien
estudiados en mamiferos e insectos, las funciones en organismos acuaticos son menos
conocidas. En peces se ha sugerido que el ARA vy la produccién de prostaglandinas de la
serie 2, son importantes para obtener una respuesta apropiada al estrés ambiental (Bell y
Sargent, 2003). Koven et al. (2001) mostraron que al alimentar larvas de dorada Sparus
aurata con rotiferos enriquecidos con emulsiones de ARA, éstas tenian una menor

mortalidad cuando eran sometidas a estrés por manipulacion, en comparacion con aquellas
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a las que no se les proporcioné el alimento enriquecido. Los mismos autores en el 2003,
encontraron una correlacion positiva entre el incremento de ARA en la dieta y la
sobrevivencia al final de un experimento donde expusieron a larvas de S. aurata a estres
por manejo y cambios diarios de salinidad, y propusieron que la produccion de PGE; reguld
la sintesis de cortisol, a través del eje hipotdlamo-pituitaria-interrenal mejorando la

respuesta ante el estrés agudo.

En moluscos, Delaporte et al. (2006) encontraron que la suplementacion de ARA por
adicion directa al agua de cultivo llevd a un incremento en el nimero de hemocitos,
fagocitosis y produccion de especies reactivas de oxigeno en el ostion Crassostrea gigas, y
sugirieron que esta respuesta podria estar modulada por los eicosanoides derivados del
ARA. En concordancia, Hurtado et al. (2009) en el ostién C. corteziensis observaron un

incremento de PGE; en organismos alimentados con alga enriquecida con ARA.

En crustaceos decapodos, hasta el momento solo existe un estudio realizado por Buzoianu
et al. (2006), donde miden la actividad fenoloxidasa en hemolinfa del acocil Cambarellus
montezumae en ausencia y presencia de inhibidores de eicosanoides. Estos autores
encontraron que la actividad de la PLA, decae en presencia de dexametasona, se inhibe la
produccion de eicosanoides y disminuye significativamente la actividad fenoloxidasa. Sin
embargo, las investigaciones del papel de las prostaglandinas en camarén se han dirigido
mas que nada hacia la reproduccién, como el caso de Tahara e Yano, (2003) donde
observaron que el nivel de las prostaglandinas PGE, y PGF,, varia en relacion al estado de

desarrollo de los ovarios en el camardn kuruma P. japonicus.
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I11. JUSTIFICACION

La importancia econémica del camardn ha creado el interés de incrementar la produccion
durante la engorda, lo cudl esta ligada a la intensificacion de los cultivos. Sin embargo, esta
practica puede representar una condicion de estrés debido a los cambios en los factores
fisicoquimicos en los estanques de cultivo que a la larga pueden disminuir el crecimiento y
producir una baja sobrevivencia. Sin embargo, con un recambio de agua adecuado se puede
disminuir el impacto negativo parte de los factores quimicos, y los camarones estarian
expuestos solamente a factores fisicos relacionados con la alta densidad. Es necesario
evaluar si la mayor parte del efecto de la intensificacidn se debe a los factores quimicos, o

si los factores fisicos también pueden tener un efecto nocivo sobre el camarén.

Ademas, el identificar y detectar los cambios en las variables metabdlicas durante una
situacion de estrés, permitira usarlas como indicadores y poder tomar medidas convenientes

para contrarrestar este tipo de efecto en los organismos.

Finalmente, el evaluar si el suplemento del alimento con &cido araquidonico tienen un
efecto positivo sobre la respuesta inmune, en particular en condiciones de estrés por alta
densidad de cultivo en L. vannamei, nos permitira disefiar dietas que incrementen la
resistencia al estrés y ayudara a reducir las enfermedades causadas por microorganismos

oportunistas durante el cultivo de camardn.
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IV. HIPOTESIS

1) Los efectos negativos del cultivo de camardn a alta densidad se deben a los factores
quimicos, los cuales causan un estrés en los organismos y disminuyen su capacidad de
respuesta inmune afectando negativamente el crecimiento y sobrevivencia de L. vannamei.
En contraste, los efectos sobre los camarones por factores fisicos afectaran el crecimiento

por competencia de espacio y alimento.

2) Ofrecer dietas suplementadas con &cido araquiddnico incrementara la produccion de
PGE.. Las dietas suplementadas con &cido araquidénico, ya sea a traves del incremento en
PGE_,, o por otros eicosanoides, disminuiran la susceptibilidad del camar6én ante un estrés
crénico por alta densidad de cultivo al aumentar la eficiencia de los mecanismos de defensa

inmune.
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V. OBJETIVOS
Objetivo General

Disociar entre los efectos fisico y fisicoquimico implicados en el estrés por alta densidad y
del suplemento de ARA en el alimento sobre la produccion de PGE; y su efecto sobre las

respuestas metabdlica e inmune en el camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei.

Objetivos particulares

1) Determinar el efecto de un estrés crénico producido por alta densidad de cultivo, sobre la

supervivencia, crecimiento, indicadores metabdlicos e inmunoldgicos en camaron.

2) Diferenciar en el estrés por alta densidad, los efectos fisico (interaccion entre

organismos) y quimico (calidad del agua) sobre las variables anteriormente mencionadas.

3) Analizar el efecto de suplementar el alimento con ARA sobre la supervivencia,

crecimiento, indicadores metabolicos e inmunoldgicos del camaron.

4) Evaluar si los niveles de PGE; varian en relacion a los niveles de ARA en la dieta y si

dichos niveles estan correlacionados con indicadores metabolicos e inmunolégicos.
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VI. METODOLOGIA
6.1. DIETAS EXPERIMENTALES
6.1.1. Formulacion

Se formularon dos dietas balanceadas usando el paquete MIXIT-WIN (Agricultural
Software Consultants, San Diego, CA, USA), teniendo como base la dieta control reportada
en Goytortda-Bores (2000), el cual tiene las cantidades de nutrientes recomendadas por
varios autores (Akiyama y Dominy, 1989; Camba et al., 1993) para juveniles de
Litopenaeus vannamei. Los alimentos se disefiaron con bajo y alto contenido de ARA
(Tabla 1), y para ello se utilizaron mezclas de emulsiones base ICES (Laboratory of
Aquaculture and Artemia Reference Center, Ghent University, Gent, Bélgica) 0/-/C,
30/0.6/C y ARA. En ambos alimentos se mantuvieron constantes los niveles de DHA y

EPA.



Tabla Il. Formulacion y composicién
experimentales.
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quimica proximal esperada de las dietas

Ingredientes (g 100 g'l) Dieta ARA Bajo Dieta ARA Alto

Harina integral trigo (HIT0607)* 40.21 40.21
Harina de pescado (HP0607-1)* 28.00 28.00
Pasta de soya (Psoy0607—1)1 20.00 20.00
Acido alginico (Sigma A-7128)? 2.00 2.00
Premezcla de vitaminas (VITCR UO704)3 1.80 1.80
Lecitina de soya (Isoy0607)* 1.50 1.50
Fosfato dibasico de sodio (SIGMA—S—0876)2 1.20 1.20
Premezcla de minerales (M INCRUSO7O4)2 0.50 0.50
Colesterol (SIGMA-C-8503)° 0.50 0.50
Cloruro de colina (ICN 101386)° 0.20 0.20
Vitamina C (Stay-C 35%o aa)5 0.09 0.09
Emulsién-mezcla ICES 0/-/C, 30/0.6/C° 4.00 ---

Emulsién-mezcla ICES 30/0.6/C, ARA® 4.00
BHT (<2004 ICN101162)3 0.004 0.004

Nutrientes (g 100 g'l de materia seca)

Proteina cruda 34.03 34.03
Extracto etéreo 8.13 8.43
Fibra cruda 2.46 2.46
Cenizas 8.19 8.19
Extracto libre de nitrégeno 39.98 39.98
Energia bruta (Cal g'l) 3866 3893
ARA 0.03 0.17
EPA 0.40 0.40
DHA 0.55 0.55

'Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V. Guadalajara, México; 2Sigma, St. Louis,

MO, USA: 3ICN Biomedicals Inc., OH, USA: “Productos Realeza S. de R.L. de C.V.

México D.F; >(L-ascobil-2-polifosfato 35% actividad C), Roche Vitamins Inc., Parsippany,

Nj, USA; ®Laboratory of Aquaculture and Artemia Reference Center, Faculty of Bioscience

Engineering, Ghent University, Gent, Bélgica.
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6.1.2. Fabricacion

La fabricacion se llevo a cabo en la Planta de Alimentos del CIBNOR, segun el método
descrito por Civera y Guillaume (1989). En base a las formulaciones previamente descritas,
se realizd el cernido usando un tamiz de 250 micras de los ingredientes sélidos que habian
sido previamente pulverizados en un molino. Posteriormente, los microingredientes, que
estaban compuestos por fosfato dibasico de sodio, cloruro de colina, premezcla de
vitaminas y minerales, vitamina C, colesterol y &cido alginico, se mezclaron en una
batidora por separado de los macroingredientes (harina de sardina, harina de trigo y pasta
de soya) durante 10 minutos. A continuacion los microingredientes secos, se adicionaron a
los macroingredientes para su completa homogenizacion durante 10 minutos. Después de
obtener la mezcla de los macro- y microingredientes se agregaron las emulsiones que
fueron previamente preparadas con una mezcla de lecitina de soya, BHT como antioxidante
y las emulsiones ICES. Las emulsiones se adicionaron directamente a la mezcla antes de la
peletizacion en el molino de carne, ya que se ha observado que de esta manera se tienen
menores pérdidas de acidos grasos polinsaturados (comunicacion personal, E. Palacios).
Después de mezclar aproximadamente 5 minutos y obtener una masa uniforme, se agrego
agua al 30% del peso de la masa, y se dejo mezclar nuevamente durante 5 minutos. Una vez
obtenida la masa, se extruyd 2 veces en un molino de carne (TOR-REY de Y HP,
Monterrey, N.L., México) que tenia un dado de 2 mm de didmetro para obtener pelets que
fueron cortados a mano (longitud de 0.5 a 1 cm) y colocados en una estufa con ventilacion
a 35°C. Después de 24 horas de secado se procedio a monitorear la humedad en una

termobalanza hasta llegar a una humedad menor al 10%. Posteriormente los alimentos
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fueron pesados, empacados en bolsas de plastico, etiquetados y conservados a -20°C hasta

su utilizacion.
6.1.3. Composicion quimica proximal

Se analiz6 la composicién quimica proximal de los alimentos por triplicado, de acuerdo a
los métodos de la A.O.A.C. (1995). Se determinaron los contenidos de humedad (diferencia
de peso, estufa a 70°C durante 24 hrs), proteina cruda por microkjeldahl (% N x 6.25),
extracto etéreo (Soxtec-Avanti, TECATOR), fibra cruda (hidrolisis sucesiva acido/base),
cenizas (diferencia de peso, calcinacion a 500 °C durante 24 hrs) y energia (determinacion
por calorimetro adiabatico). El extracto libre de nitrogeno (ELN) se calculé segin Tacon

(1990):

ELN= 100- (%de proteina + % de extracto etéreo + % de ceniza + % de fibra cruda)

La composicion proximal y de energia de los alimentos experimentales se muestran en la

tabla 111, donde se observa que estas fueron similares entre los alimentos experimentales.

Tabla I1l. Composicién quimica proximal y de energia bruta de los alimentos con
contenido bajo y alto de ARA.

(9/100 g de materia seca, excepto humedad) ARA bajo ARA alto
Humedad (%) 8.20 £ 0.07 6.75 +0.01
Proteina (%) 35.19+£0.21 35.32+0.12
Extracto etéreo (%) 8.45+0.20 8.94 £ 1.30
Fibra Cruda (%) 0.88 £0.15 0.79+£0.16
Cenizas (%) 8.76 £ 0.01 8.82+0.01
Extracto libre de nitrégeno (%) 46.71 46.13

Energia bruta (cal g) 4436 + 33 4416 + 33
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Los acidos grasos en los alimentos se analizaron como se describe en Arjona y Palacios
(2009) y los resultados de lo analisis de acidos grasos se muestran en la tabla IV. Se
observa que hubo diferencias de acidos grasos entre las dos dietas, con un promedio de
ARA de 0.8% (86.2 + 5.4 mg 100 g%) en la dieta “ARA bajo” y 3.2% (323.4 + 27.7 mg

100 g%) de ARA en la dieta “ARA alto”.



Tabla IV. Principales acidos grasos de las dietas experimentales con un contenido bajo y

alto de &cido araquiddnico.

ARA bajo ARA alto
(n =3) (n=3)
Acidos grasos

14:0 491 +0.09 1.78 £0.28
16:0 18.61 + 0.04 18.30 £ 0.55
18:0 4.13+0.02 3.03x2.14
16:1n-7 2.79+0.32 2.57 £ 0.43
18:1n-9 12.18 £ 0.23 11.71+x1.11
18:1n-7 2.11+£0.04 2.37+£0.54
20:1n-11 0.93+0.31 1.02+£0.17
18:2n-6 27.67£0.24 28.97 £ 1.50
18:3n-3 3.53+£0.15 3.88 £0.29
20:4n-6 0.76 £ 0.08 3.24 £ 0.61
20:5n-3 8.53+0.37 8.41+£0.45
22:6n-3 13.84 + 0.33 14.72 + 1.55
X SAT 27.65+0.11 2311+ 1.75
X MUFA 18.02 £ 0.27 17.67 £ 0.67
X PUFA 54.32 £ 0.34 59.22 £ 2.15
X HUFA 23.13 +£0.38 26.37 £0.99

> SAT = Suma de 4cidos grasos saturados; ¥ MUFA = Suma de dacidos grasos
monoinsaturados; £ PUFA = Suma de acidos grasos poliinsaturados; ¥ HUFA = Suma de
acidos grasos altamente insaturados (= cuatro doble enlaces).
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6.2. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron juveniles de Litopenaeus vannamei con un peso promedio inicial de 3.5 £ 0.1
g obtenidos de los estanques supralitorales del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (CIBNOR). Los organismos fueron aclimatados al sistema de cultivo en el
laboratorio de Biologia Reproductiva de Organismos Acuaticos (CIBNOR) dentro de 16
tanques de concreto de 1.48 m? (1.33 m x 1.11 m, Fig. 5). Cada tanque estaba dividido a la
mitad por una malla y se colocaron 12 y 50 camarones a cada lado (0.74 m?) para obtener
densidades de cultivo de 16 y 68 organismos por m Las unidades experimentales fueron
cubiertas en su parte superior completamente por una red para evitar que los organismos se
escaparan, y en tres cuartas partes con plastico negro para reducir la iluminacion y
disminuir en lo posible la proliferacion de fitoplancton. Se utilizd fotoperiodo natural y
aireacion constante. La temperatura se mantuvo en 26 + 0.8° C, la salinidad en 38 £ 1 ups y
se realizaron recambios de agua del 40 % diario, reponiendo el volumen perdido por el
sifoneo. El alimento se suministr6 a saciedad aparente, dos veces al dia (10:00 am y 6:00
pm), iniciando con el 5% de la biomasa en cada unidad experimental. Los tanques se
sifonearon cada 24 horas para eliminar heces, colectar mudas y alimento no consumido.
Los restos de alimento fueron cuantificados para ajustar la racion alimenticia diariamente.
Durante el tiempo de aclimatacion (5 dias), se les suministro la dieta comercial que recibian
en los estanques supralitorales (35% de proteina, PIASA, La Paz, México). Posteriormente

se inicid la alimentacion con las dietas experimentales.
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Figura 5. Sistema experimental en el laboratorio de Biologia Reproductiva de Organismos
Acuaticos.

6.2.1. PRIMER EXPERIMENTO: (ESTRES FISICO)

Después de la aclimatacion, se procedié a la alimentacion con las dietas experimentales con
alto y bajo nivel de ARA. La temperatura se mantuvo a 26 £ 0.8°C y la salinidad a 38 = 1
ups. En este experimento denominado estrés fisico, se utilizaron 8 tanques a los cuales se
asignaron bajas y altas densidades para cada unidad experimental (16 y 68 org/m?), con la
finalidad de obtener la misma calidad de agua para ambos grupos y observar solo el estrés
causado por el hacinamiento: interferencia fisica/mecéanica, competencia por los recursos,
etc. (Fig. 6). Diariamente por la mafiana (antes del recambio, 9:00 am) y por la tarde (5:00
pm), fueron monitoreados el oxigeno disuelto y la temperatura. Dos veces por semana se

tomaron muestras de agua de cada tanque para determinar amonio total. Los organismos
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que se encontraban muertos fueron sustituidos por organismos marcados del mismo peso,
para mantener la misma densidad de cultivo durante todo el experimento. EI marcaje se
realizd por ablacion del pedunculo ocular: los organismos marcados no fueron muestreados
al final del experimento. El experimento duré 30 dias y se procedié a la toma de muestras

para los diferentes analisis después de un periodo de ayuno de 24 horas.

Figura 6. Distribucion de los organismos en las unidades experimentales en el experimento
de estrés fisico. Las flechas indican intercambio de agua en las unidades experimentales y
los nimeros, la densidad de cultivo.

6.2.2. SEGUNDO EXPERIMENTO: (ESTRES FISICO-QUIMICO)

El segundo experimento denominado estrés fisico-quimico se realizé al mismo tiempo que
el primero, bajo las mismas condiciones generales, pero la distribucion de los organismos
en los tanques fue distinta. En este se usaron tanques separados para ambas densidades, 4

tanques con 16 y 16 organismos por m? en cada mitad, un total de 8 réplicas (denominados
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baja densidad) y 4 tanques con 68 y 68 organismos por m* en cada mitad, un total de 8
réplicas (denominados alta densidad, figura 7). El objetivo era observar el estrés causado
por las deficiencias en la calidad de agua (concentracion de oxigeno disuelto, amonio),
ademas del estrés causado por la interaccion de los organismos. EI muestreo de los

organismos se realizé después de 30 dias bajo las condiciones descritas en el experimento

anterior, considerando un periodo de ayuno de 24 horas.

Figura 7. Distribucién de los organismos en las unidades experimentales en el experimento
2, de estrés fisico-quimico. Las flechas indican intercambio de agua en las unidades
experimentales y los numeros, la densidad de cultivo.
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6.3. MUESTREO
6.3.1. Variables metabolicas en hemolinfa

Para medir las variables metabolicas, se extrajeron aproximadamente 200 pL de hemolinfa
a partir de la base de los pledpodos del primer segmento abdominal de los organismos con
una jeringa de 1 mL con aguja de 27G x 13 mm, que fue previamente lavada con
anticoagulante, el cual contenia 5% de oxalato de sodio disuelto en solucion isoténica de
crustaceos (SIC: 450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM HEPES, pH 7.3), segin (Mendoza,
1992). La hemolinfa extraida se coloc6 en tubos de vidrio que posteriormente se
centrifugaron (Centrifuga refrigerada Allegra 21R, Beckman, Fullerton, CA, USA) a 800 g
durante 5 minutos a una temperatura de 4°C para separar el plasma y precipitar los
hemocitos. El plasma fue conservado a -70°C en tubos Eppendorf para posteriores analisis.
La hemocianina y proteinas totales en la hemolinfa se analizaron el mismo dia del
muestreo. La concentracion de glucosa, lactato y triacilglicéridos se analizaron

posteriormente como se describe en la seccion 6.4.3 de anélisis.
6.3.2. Acidos grasos en hemocitos

El pelet de hemocitos fue transferido a viales de vidrio de 4 mL usando una pipeta Pasteur.
A estos viales se les agregé 3 mL de una solucion de cloroformo:metanol (2:1) (Arjona y
Palacios, 2009) y 10 pL de estandar interno (acido graso 23:0) y 10 pL del antioxidante
butilhidroxitolueno (BHT). Para cada vial se transfirieron los hemocitos de 3 organismos, y
estos fueron guardados a -20°C para su posterior analisis, como se describe en la seccién
6.4.6 de analisis. De esta manera, cada muestra utilizada para el analisis de acidos grasos

constituye un pool de 3 organismos.
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6.3.3. Estadio de muda

Después de extraer la hemolinfa, se determind el peso y la longitud de cada organismo
mediante una balanza digital y una regla, respectivamente. El exceso de agua fue eliminado
con una toalla de papel. Una vez pesados y medidos, se procedio a cortar los uropodos para
identificar el estadio de muda a través de la observacion directa del crecimiento de setas
con un microscopio optico (Robertson et al., 1987) y se usaron para el analisis solo los

organismos que estuvieran en intermuda.
6.3.4. Variables metabdlicas en tejidos

El resto del organismo se coloco en una bolsa, se etiqueto, se congeld en nitroégeno liquido
y se guardd a -70°C para posteriores andlisis bioquimicos, como se describe en la seccion
de andlisis. Para las determinaciones en tejidos, se extrajeron 0.2 g de masculo del primer
segmento abdominal y 0.1 g de hepatopancreas usando una placa de metal fria para la
diseccion. Los tejidos se liofilizaron durante 24 horas, se pesaron y homogeneizaron en 1.0
mL para musculo y 0.5 mL para hepatopancreas, de solucion isoténica para crustaceos. En
hepatopancreas se determinaron las concentraciones de lipidos totales, proteinas totales,
triacilglicéridos, lactato y glucdgeno, y en musculo, se determinaron las concentraciones

totales de lactato, proteinas y glucégeno, como se describe en la seccidn 6.4.4 de analisis.
6.3.5. Capacidad osmorreguladora y tiempo de coagulacion

Para determinar la presion osmatica se usaron organismos distintos a los que se usaron para
las variables metabolicas. Se extrajeron 10 pL de hemolinfa de cada organismo a partir de

la base de los pledpodos del primer segmento abdominal, con la ayuda de una micropipeta.
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La presion osmotica se midié usando un osmémetro de presion de vapor (Wescor modelo
5520, Logan, UT, USA), para determinar la capacidad osmorreguladora (Charmantier et
al., 1994; Hurtado et al., 2006). El tiempo de coagulacion fue determinado usando un tubo
capilar (diametro interior: 1.1-1.2 mm; longitud: 75 mm; Corning, Garner, NC, USA), el
que se invirtio verticalmente varias veces hasta el momento que se observé la coagulacion
de la hemolinfa. El tiempo fue registrado con un cronémetro a partir del momento que se
extrajo la hemolinfa del camaron hasta que ésta dejé de fluir en el tubo capilar, tal como se

describe en la seccidn 6.4.5 de andlisis.
6.3.6. Variables inmunes

Para medir la respuesta inmune se usaron organismos distintos a los usados para las
variables metabdlicas y la capacidad osmorreguladora. Se les extrajeron aproximadamente
200 pL de hemolinfa a partir de los sacos hemolinfaticos ventrales de los organismos, con
jeringas que contenian 400 pL de solucion anticoagulante preparada con EDTA (Vargas-
Albores et al., 1993) y se cuantifico la produccion de anién superdxido (ver seccién 6.4.5
de andlisis). Se realiz6 el conteo total de hemocitos, diluyendo 100 puL de hemolinfa con
400 pL de anticoagulante (Vargas-Albores et al., 1993) con formol al 4% y el conteo fue
realizado por duplicado utilizando una camara de Newbauer (Hausser Scientific, Horsham,

PA, USA) y un microscopio optico.
6.3.7. Prostaglandina E;

Para cuantificar la PGE, se extrajeron de organismos distintos a los utilizados para las
pruebas anteriores, aproximadamente 250 pL de hemolinfa a partir de la base de los

pledpodos del primer segmento abdominal con una jeringa enjuagada en anticoagulante que
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contenia 5% de oxalato de sodio disuelto en una solucidn isoténica de crustaceos SIC
(Mendoza, 1992). La hemolinfa se coloco en tubos Eppendorf para su almacenamiento a

-70°C y posterior analisis, como se describe en la seccion 6.4.7 de analisis.
6.4. ANALISIS

6.4.1. Determinacion de amonio
Las soluciones utilizadas se prepararon de la siguiente forma:

Solucién alcalina: 15 gramos de citrato de sodio + 0.75 de hidroxido de sodio en 100 mL de

H,O.
Solucion Fenol (solucién A): 10 gramos de fenol en 100 mL de etanol al 95%.
Nitroprusiato (solucion B): 0.5 gramos de Nitroprusiato de sodio en 100 mL de H,0.

Mezcla oxidante al 150 % (solucién C): 10 mL de solucién alcalina + 2.5 mL de hipoclorito

de sodio comercial

La solucién estandar de amonio se prepard con 0.382 g de NH4Cl y se aford a 1000 mL con
agua desionizada para crear una solucién de 0.1 mg mL™ (100 mg L™). Con esta solucién
se prepar6 una curva de calibracion con las siguientes concentraciones: 0.0625, 0.125, 0.25,

051,2y4mgL™
El procedimiento fue el siguiente:

Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos para evitar la interferencia con sélidos.

Posteriormente, se colocaron 20 pL de Sol. A en los pozos de una microplaca, mas 100 pL
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de agua desionizada. Para blancos se colocaron 150 pL de agua desionizada; para la curva,
150 pL de curva tipo amonio, y para las muestras 150 uL de muestra. Posteriormente, se
colocaron 20 puL de Sol. B y 30 pL de Solucién C. Despues, la microplaca se dejo incubar

en oscuridad completa durante una hora y finalmente se ley6 la absorbancia a 655 nm.

6.4.2. Determinacion de acidos grasos en las dietas

Los acidos grasos se determinaron como se describe en Arjona y Palacios (2009). Se peso 1
g de cada una de las dietas experimentales y se colocaron en viales de vidrio con tapa de
teflon. Posteriormente se les agregdé 6 mL de solucion Folch cloroformo:metanol (volumen
2:1) para la extraccién de los lipidos, 10 pL de antioxidante (BHT) y 10 pL del estandar
interno, el acido graso 23:0. Después la muestra se guardd a -20°C por 24 horas.
Posteriormente, se maceré con una varilla de vidrio y el extracto se sonicd durante 15
minutos (Sonicator BRANSON 2510, Danbury, CT, USA), este se separd en tres partes
iguales para guardar una de ellas como respaldo; con otra parte se determinaron los lipidos
por gravimetria (resultados no mostrados), y la Gltima parte se evaporé a sequedad con una
corriente de nitrégeno. Se derivatizd con trifluoruro de boro (BF3) a 95°C durante 15
minutos. Después que los tubos se enfriaron, se les afiadié 1 mL de hexano y se realizaron 3
lavados, que consistian en agregar 1 mL de agua destilada para eliminar las impurezas y
separar la fraccion de agua conteniendo las impurezas del hexano con los metilésteres de
acidos grasos. Las muestras fueron centrifugadas en cada lavado a 720 g a 5°C durante 5
minutos en una centrifuga refrigerada (Allegra 21R, Beckman Coulter, Fullerton, CA,

USA).
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Los restos de agua se eliminaron por congelacion a -20°C y el hexano se transfirio a viales
ambar de 2 mL para ser inyectados en un cromatdgrafo de gases (6890N, Agilent
Technologies, Shangai, China). Los acidos grasos fueron identificados comparando los
tiempos de retencidn con los de los estandares. La determinacion cuantitativa se realizo

integrando las &reas de cada &cido graso

6.4.3. Variables metabdlicas en hemolinfa
1. Hemocianina

Se diluy6 1:20 la muestra de plasma en solucion isoténica para crustdceos (SIC),
(Mendoza, 1992). Se leyd la absorbancia de cada muestra usando un espectrofotometro
(UNICO UV-2100) a una longitud de onda de 335 nm (Racotta y Hernandez Herrera,

2000). La concentracion de hemocianina fue calculada mediante la ecuacion:

Concentracion hemocianina = (absorbancia x factor de dilucion x 10) / E1%

donde:
- E1% representa el coeficiente de extincion de una solucion de hemocianina al 1% y tiene
un valor de 2.83 (Hagerman, 1986).

- Factor de dilucion: igual a 20

- La multiplicacion por 10 se realiza para expresar la concentracién en mg mL™.

2. Proteinas

Esta técnica se basa en el método de Bradford (1976) en la cual los grupos amino de las

proteinas reaccionan con el colorante azul de coomassie, acido fosforico y metanol. Se
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elabor6é una curva tipo con albumina sérica bovina como estandar (Sigma, A-3912; St.
Louis, MO, USA). Las concentraciones utilizadas para la curva fueron: 0, 0.625, 0.125,
0.25, 0.5, 1, 2 mg mL™. Para el blanco se empled SIC. El reactivo de Bradford (Bio-Rad,

500-0006; Hercules, CA, USA) se utilizé puro.

El procedimiento fue el siguiente: Las muestras de plasma se diluyeron 1:100 y se
colocaron en un pozo de la microplaca 10 pL de muestra mas 200 pL del reactivo de
Bradford; se dejé reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente, después de
transcurrido el tiempo de reaccion, se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm
en un lector de microplaca (Bio-rad, Modelo 680, Hercules, CA, USA). Para la curva tipo

se utilizaron 10 pL de cada concentracion del estandar.
3. Glucosa

Para la determinacion de glucosa se utilizo el kit comercial GOD-PAP (RANDOX Lab,
Crumlin, Reino Unido), cuyo principio consiste en la oxidacion de la glucosa en presencia
de la enzima oxidasa, con la formacion de peréxido de hidrdgeno. Esta reacciona con fenol
y 4 - amino fenazona en presencia de una peroxidasa, dando un colorante rojo violeta de
antipirilquinonimina, que es proporcional a la cantidad de glucosa en la muestra. Se elaboro
una curva tipo a partir de una solucién estandar cuya concentracion era de 100 mg dL™. Las
concentraciones de la curva fueron las siguientes: 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 mg dL™.

Como blanco se utilizé SIC (Mendoza, 1992).

Se utilizaron 20 pL de plasma sin diluir, estandar o SIC y 200 ul de solucion reactiva, se
dejaron reaccionar 30 minutos a temperatura ambiente, después de transcurrido el tiempo

de reaccion, se leyd absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un lector de
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microplaca (Bio-rad, Modelo 680, Hercules, CA, USA).

4. Triglicéridos

Se realizé utilizando el kit comercial GPO-PAP (RANDOX Lab, Crumlin, Reino Unido),
donde los triglicéridos son hidrolizados por lipasas hasta glicerol y acidos libres. El
indicador es una quinoneimina formada por peréxido de hidrégeno, 4 - aminofenazonay 4 -
clorofenol, bajo la influencia catalitica de peroxidasa. Para este andlisis, se elabord una
curva tipo a partir de una solucién estandar cuya concentracion era de 200 mg dL™. Las
concentraciones de la curva fueron las siguientes: 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 mg dL™. Para

el blanco se utiliz6 SIC.

Se utilizaron 20 pL de plasma, estandar o SIC y 200 ul de solucion reactiva, se dejaron
reaccionar 30 minutos a temperatura ambiente, después de transcurrido el tiempo de
reaccion, se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un lector de

microplaca (Bio-rad, Modelo 680, Hercules, CA, USA).
5. Lactato

Esta determinacion se realizé utilizando el kit comercial GPO-PAP (RANDOX Lab,
Crumlin, Reino Unido), cuyo principio es que el lactato es convertido a piruvato con la
formacion de peréxido de hidrégeno por la enzima lactato oxidasa, el mismo que es
oxidado por una peroxidasa, formandose un compuesto colorido. Para este analisis, se
elabor6 una curva tipo a partir de una solucion estandar cuya concentracion era de 40 mg

dL. Las concentraciones de la curva fueron las siguientes: 1.25, 2.5, 5, 10, 20 mg dL™.
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Para el blanco se utiliz6 SIC (Mendoza, 1992).

Se utilizaron 10 pL de plasma, estandar o SIC y 200 uL de solucién reactiva, se dejaron
reaccionar 10 minutos a temperatura ambiente; después de transcurrido el tiempo de
reaccion se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en un lector de

microplaca (Bio-rad, Modelo 680, Hercules, CA, USA).
6.4.4. Variables metabdlicas en tejidos

Se extrajeron 0.2 g de masculo del primer segmento abdominal y 0.1 g de hepatopancreas
usando una placa de metal fria para la diseccion. Los tejidos se liofilizaron durante 24
horas, se pesaron y homogeneizaron en 1.0 mL para musculo y 0.5 mL para hepatopancreas
de solucion isotonica para crustaceos. En hepatopancreas se determinaron las
concentraciones de lipidos totales, proteinas totales, triacilglicéridos, lactato y glucogeno y

en musculo, se determinaron las concentraciones totales de lactato, proteinas y glucégeno.
1. Proteinas en musculo y hepatopancreas

Se tomaron 10 pL del homogeneizado de musculo y se le afiadié 600 pL NaOH 0.5 N
(dilucidn 1:61). Posteriormente se agitaron en un vortex y se dejaron reposar por 2 horas a
temperatura ambiente. Se recuperaron 10 pL en tubo de vidrio y se agregé 1 mL de reactivo
de Bradford para después agitar y dejar reaccionar por 20 minutos, transcurrido el tiempo
de reaccion, se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Para el caso de las
muestras de hepatopancreas se tomaron 10 pL del homogeneizado y 100 pL de NaOH 0.5

N (dilucion 1:11) y se procedio de la misma manera que con las muestras de hemolinfa.



39

2. Lactato en muasculo y hepatopancreas

A diferencia de la hemolinfa, en la curva tipo con las siguientes concentraciones: 0.003,
0.006, 0.012, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 mg mL™. Se tomaron 200 pL del homogeneizado de
musculo y se le afiadié 200 puL de TCA al 20 % (diluciéon 1:2). Las muestras se
centrifugaron a 3600 g por 10 min a 5 °C y se recuperaron 20 pL de sobrenadante que
fueron colocados en un pozo de microplaca y se les agregd 200 pL de solucion reactiva, se
dejo reaccionar por 10 minutos y se leyd la absorbancia a 540 nm, como se describe para

hemolinfa.

Para el caso de las muestras de hepatopancreas se tomaron 100 pl del homogeneizado y 50
pL de TCA al 15% (dilucion 1:1.5) y se procedié de la misma manera que con las muestras

de tejido muscular.
3. Glucogeno en masculo y hepatopancreas

Se uso el mismo sobrenadante libre de proteinas (en TCA) que para lactato. Se recuperaron
100 pL de sobrenadante que fueron colocados en tubos de vidrio, se les agregé 2 mL de
alcohol frio y se centrifugaron de nuevo a a 3600 g por 10 min a 5 °C. Se descarto el
alcohol y evaporaron los restos en una estufa, después se les agregé 100 uL de agua
destilada mas 1 mL de antrona y se calent6 a 85 °C durante 10 minutos. Posteriormente se
dejaron enfriar las muestras en bafio de hielo y se leyeron en un espectrofotometro a una

longitud de onda de 620 nm.
4. Triglicéridos en hepatopancreas

Se elabord una curva tipo con las siguientes concentraciones: 0.015, 0.031, 0.062, 0.125,
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0.25, 0.5 y 1 mg mL™. Para las muestras se colocaron en un pozo de la microplaca 20 pL
del homogeneizado de hepatopancreas diluido 1:30 con SIC, méas 200 pL de solucion
reactiva, y se dejaron reaccionar durante 20 minutos a temperatura ambiente, después de
transcurrido el tiempo de reaccion, la microplaca fue colocada en el lector para determinar

su absorbancia a una longitud de onda de 490 nm, como se describe para hemolinfa.
6.4.5. Variables inmunes
1. Determinacion de la produccion de anién superéxido

La produccién de anion superoxido fue cuantificada por espectrofotometria después de la
reduccion del nitroblue tetrazolium (NBT) en formazan de color azul (Song y Hsieh, 1994).
Se colocaron 100 pL de hemolinfa en dos series de tubos Eppendorf estériles por triplicado
y se centrifugaron a 800 g por 8 minutos a 4°C. El sobrenadante fue desechado sin tocar el
pellet y se agregaron 100 pL de anticoagulante a cada tubo para ser centrifugados de nuevo
bajo las mismas condiciones y se desecho el sobrenadante. Las dos series de tubos fueron
utilizados para medir la produccién de anion superéxido tanto basal como en hemocitos
activados. Para la serie de los hemocitos activados, se les adiciond a los tubos 50 pL de
laminarina (Sigma, L-9634; 2 mg mL™; St. Louis, MO, USA) y 50 pl de NBT (Sigma, N-
6876; 0.3% en HBSS; St. Louis, MO, USA) diluidos en una solucion de Hank. Para la serie
de produccion basal, se le agreg6 a cada tubo 50 pL de HBSS en vez de laminarina. A
partir de este momento se les dio el mismo tratamiento a las dos series. Todos los tubos se
dejaron incubar durante 30 minutos a 37°C; transcurrido el tiempo de reaccion se
centrifugaron a 800 g durante 8 minutos a 4°C y la laminarina y el NBT fueron desechados.

Posteriormente, se agregaron 100 pL de metanol absoluto, se centrifugaron y nuevamente
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fueron lavados con metanol al 70% para después sacarlos con aire caliente. EI formazan
citoplasmico se disolvio adicionando 120 puL de KOH (2M) y 140 pL de sulféxido de
dimetilo. Finalmente, las muestras fueron leidas a 650 nm en un lector de microplacas

(BIORAD, Modelo 550; Hercules, CA, USA).
6.4.6. Analisis de acidos grasos en hemocitos

Cada muestra conformada por un “pool” de pelets de hemocitos obtenida a partir de 3
organismos fue macerada con una varilla de vidrio. El extracto fue evaporado con nitrogeno
hasta obtener 0.5 mL y se paso a través de una microcolumna fabricada a partir de una
pipeta Pasteur empaquetada con silice humedecido al 6%. Posteriormente, se usaron 10 mL
de cloroformo: metanol (98:2 v/v) para eluir los lipidos neutros en un primer tubo y los
lipidos polares fueron eluidos en otro tubo con 15 mL de metanol. A los lipidos polares se
les agregé 10 pL del &cido graso 23:0 y 10 pL del antioxidante BHT. Las fracciones
neutras y polares obtenidas fueron evaporadas a sequedad en un evaporador centrifugo al
vacio (JOUAN RCT90, Saint-Herblain, Francia) y enseguida fueron derivatizadas con BF3
a 85°C durante 15 minutos. Posteriormente se dejaron enfriar los tubos a temperatura
ambiente; una vez enfriados se les afiadié 1 mL de hexano y se realizaron de 2 a 3 lavados
adicionando 1 mL de agua destilada. Las muestras se centrifugaron a 720 g a 5°C por 5
minutos (Centrifuga refrigerada, Allegra 21R, Beckman) a cada lavado. Después se
guardaron a —20°C para eliminar los restos de agua, extraer solo el hexano y transferirlo a
viales ambar de 2 mL. Se inyectaron 5 pL de cada muestra en un cromatografo de gases
(G890N, Agilent Technologies, Shangai, China). El cromatdgrafo estaba equipado de una

columna de silice DB-23 (30 m x 0.25 mm de didmetro interno x 0.25 um de grosor de
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capa), un detector de ionizacién de flama con helio como gas portador (0.7 mL minY). Los
acidos grasos fueron identificados comparando sus tiempos de retencion con los de
estandares (Sigma, Bellefonte, PA, USA) y la proporcion de cada acido graso se calculo en

relacién al total (Arjona y Palacios, 2009).
6.4.7. Determinacion de PGE,

Se procedid a la purificacion de las muestras de hemolinfa contenidas en tubos eppendorf.
Estas fueron centrifugadas a 800 g durante 10 minutos a una temperatura de 4°C. Se separ6
el plasma de los hemocitos y se les agregd 2 mL y 3 mL de etanol respectivamente. A
continuacion, los hemocitos fueron sonicados durante 5 minutos. El total de las muestras
(hemocitos y plasma) se dejo incubar a 4°C por 5 minutos para despues centrifugarse a
3,000 g durante 10 minutos. A partir de este momento se realiz6 la purificaciéon de la
muestra descrita en Reza (2009) y la determinacion de la PGE, mediante el kit EIA

(Cayman chemicals, Ann Arbor, MI, USA)

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables fisicoquimicas (temperatura, oxigeno disuelto, amonio) se analizaron con un
andlisis de varianza unifactorial, tomando la densidad entre los experimentos fisico y
fisicoquimico como variable independiente (con tres niveles: 16-16, 16-68 y 68-68 org m
2)_

Para analizar diferencias entre las distintas condiciones experimentales para las variables

metabdlicas, inmunes y morfométricas en camarones, se realizaron anélisis de varianza de
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dos vias tomando como primera variable independiente los niveles de ARA en la dieta (con
dos niveles: bajo y alto) y como segunda variable independiente la densidad (con dos
niveles: 16 y 68 org m™). Se verificé anticipadamente la normalidad (prueba de Shapiro-
Wilk). Si los datos no cumplian con las condiciones anteriores, se utilizaba una
transformacion matematica (Sokal y Rohlf, 1995). En los casos donde se obtuvieron
valores significativos de interaccion en los factores, se procedi6 a la comparacion de
medias individuales mediante pruebas a posteriori de Tukey, que se muestran con letras en
las tablas y figuras de lo contrario solo se indica el promedio global por efecto significativo
ya sea de la dieta independientemente de la densidad o de la densidad independientemente
de la dieta. Los resultados se presentan como media * error estdndar. Los analisis
estadisticos se consideraron significativamente diferentes cuando P era menor a 0.05 (a0 =
0.05). Los analisis estadisticos fueron analizados por separado para el experimento fisico y

fisicoquimico.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Comparacion de variables fisicoquimicas entre los dos experimentos

La resultados del promedio de temperatura se muestran en la figura 8; la temperatura no fue
significativamente diferente entre las unidades experimentales del experimento fisico 25.9

+ 0.1°C y el experimento fisicoquimico 26.0 + 0.1°C.

El promedio de la concentracion de oxigeno disuelto fue significativamente afectada por la
densidad de cultivo (Fig. 9); la mayor concentracion fue registrada para los tanques con
baja densidad (5.5 + 0.1 mg L™), y la menor para los tanques con alta densidad (3.7 + 0.1
mg L™), ambos del experimento fisicoquimico. La concentracién de oxigeno en los tanques
del experimento fisico fue intermedia en comparacion con los valores para las dos

densidades anteriores (4.7 + 0.2 mg L™).

La concentracion de amonio en el agua se muestra en la Fig. 10. El amonio increment6 en
la segunda y Gltima semana en los tanques del experimento fisicoquimico, registrandose el
valor mas alto en los tanques de alta densidad (2.4 + 0.2 mg L™). Los valores totales
promedio fueron 1.4 + 0.2 mg L™ para los tanques de alta densidad y 0.3 + 0.1 mg L™ para
los de baja densidad en el experimento fisicoquimico y 0.6 + 0.1 mg L™ para los tanques

del experimento fisico.
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Figura 8. Temperatura (°C) promedio en los tanques durante la realizacion de los
experimentos fisico (16-68 org m™) y fisico-quimico (16-16 y 68-68 org m™).
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Figura 9. Oxigeno disuelto (mg L™) promedio en los tanques durante la realizacion de los
experimentos fisico (16-68 org m™) y fisico-quimico (16-16 y 68-68 org m™).
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Figura 10. Concentracién de amonio (mg L™) promedio en los tanques durante la
reazlizacic’)n de los experimentos fisico (16-68 org m™) y fisico-quimico (16-16 y 68-68 org
m™).
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7.2. ESTRES FiSICO
7.2.1 Desempefio biologico

El peso inicial de los organismos no fue significativamente diferente entre los tratamientos
experimentales, sin embargo, después de 30 dias de experimentacion, los camarones
sometidos a una alta densidad de cultivo mostraron un peso final significativamente menor
(promedio global: 9.4 £ 0.1 g) que los camarones cultivados a baja densidad (promedio
global: 10.1 + 0.1 g). No se observo efecto significativo en relacion a los niveles de ARA

en la dieta. (Figura 11).

La ganancia en peso (expresada como porcentaje del peso inicial) fue mayor en los
organismos a baja densidad (promedio global: 289.7 + 4.0 %) comparados con los
organismos a alta densidad (promedio global: 271.6 + 3.8 %) (Fig. 12). No se observo

efecto significativo en relacion a los niveles de ARA en la dieta.

La longitud final fue afectada significativamente por la densidad de cultivo pero ademés y
tal como lo muestra la interaccion, esta fue menor en los organismos a alta densidad y
alimentados con una dieta rica en ARA en comparacion con los organismos a baja densidad

y alimentados con la misma dieta (Fig. 13).

El consumo de alimento fue afectado significativamente por la densidad de cultivo, siendo
mayor en los organismos mantenidos a una alta densidad de cultivo (promedio global: 0.32
+ 0.01 g), comparado con los organismos mantenidos a baja densidad (promedio global:
0.26 £ 0.01 g) (Fig. 15). No se observo efecto significativo en relacion a los niveles de

ARA en la dieta. EI nimero de mudas por organismo fue afectado directamente por la
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densidad de cultivo, siendo mayor para los organismos mantenidos a baja densidad (Fig.

14). La sobrevivencia no fue afectada por la dieta, ni por la densidad de cultivo.

12.00

ARA =NS
Dens = P <0.01
% ARA X Dens =NS
9.60 = —
= 720 [
o
O 480 |
o
240 r
0.00

ARA BAJO ARA ALTO

Figura 11. Peso final (promedio + error estdndar) de juveniles de camardn blanco
Litopenaeus vannamei mantenidos a bajas (barra blanca) y altas (barra gris) densidades de
cultivo (16 y 68 org m™ respectivamente) y alimentados con dietas que contienen niveles
bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Figura 12. Ganancia en peso (%) (promedio + error estandar) en juveniles de Litopenaeus
vannamei mantenidos a baja (barras blancas) y alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y
68 org m™), alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Figura 13. Longitud final (cm) (promedio * error estandar) en juveniles de Litopenaeus
vannamei mantenidos a baja (barras blancas) y alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y
68 org m™), alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Figura 14. Numero de mudas por organismo durante los 30 dias de bioensayos (promedio
+ error estandar) en juveniles de Litopenaeus vannamei mantenidos a baja (barras blancas)
y alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y 68 org m™), alimentados con dietas que
contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Figura 15. Consumo de alimento (promedio + error estandar) en juveniles de Litopenaeus
vannamei mantenidos a baja (barras blancas) y alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y
68 org m™), alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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7.2.2. Variables metabodlicas
La concentracion de glucosa en hemolinfa fue afectada por el nivel de ARA en la dieta, con

valores mas altos cuando se aliment6 a los camarones con la dieta con un nivel bajo de
ARA (promedio global: 16.4 + 2.0 mg dL™), comparado con los camarones alimentados

con la dieta con un nivel alto de ARA (promedio global: 11.8 +1.4 mg dL™).

La concentracion de lactato en hemolinfa fue significativamente mayor para los organismos
mantenidos a una densidad baja de cultivo y alimentados con la dieta baja en ARA (27 vs

17 mg dL-1 ARA bajo y ARA alto respectivamente).

No se observaron diferencias significativas para proteinas totales, hemocianina,
triacilglicéridos ni presion osmética en hemolinfa en ninguna de las condiciones

experimentales (Tabla V).

En hepatopancreas, la concentracion de lactato fue significativamente diferente en
organismos en relacion a la densidad de cultivo, con valores mayores en organismos
cultivados a baja densidad (promedios globales: 0.9 + 0.1 mg g™ vs 0.6 + 0.1 mg g™). No se
observo efecto significativo para lactato en relacion a los niveles de ARA en la dieta. La
concentracion de las variables restantes en este tejido no fueron significativamente

afectadas por los niveles de ARA en la dieta, ni por la densidad de cultivo (Tabla V).

En masculo, se observd una interaccion significativa para la concentracion de glucégeno,
que indica que esta reserva es menor en organismos a alta densidad solo si son alimentados
con la dieta alta en ARA (Tabla V). No se observaron diferencias significativas para el

resto de las variables metabdlicas en musculo.
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Tabla V. Variables metabolicas (promedio * error estandar) medidas en hemolinfa, hepatopancreas y masculo de juveniles de
Litopenaeus vannamei de camarones alimentados con dietas baja o alta en ARA, y expuestos a una condicidn de estrés por alta
densidad de cultivo. Las tres altimas columnas muestran los resultados de los ANOVAs: Dens = Densidad; NS = No
significativo; * =P < 0.05; ** =P <0.01.

ARA bajo ARA alto

16 org 68 org 16 org 68 org ARA Dens ARAXx Dens
Hemolinfa (n=23) n=6 n=8 n=6 n=3
Proteinas totales (mg ml'™) 169.3+£4.1 1459+9.1 168456 1635+135 NS NS NS
Hemocianina (mg mi™) 809+43 681 +31 784x46 744%9.0 NS NS NS
Glucosa (mg dI') 139+£13 191+36 128+18 9.2+0.2 * NS NS
Lactato (mg dl™) 31.3£23 227+23 18420 16220 ** * NS
Triacilglicéridos (mg dI'™) 848+74 684+48 805+x66 735+8.3 NS NS NS
Presion osmotica (mOsmkg™) 758.8 £ 12.8 763.0 £ 13.3 729.3+13.2 755.5+9.0 NS NS NS
Hepatopancreas (n=48)
Proteinas totales (mg g™*) 76.5+ 3.3 843+6.6 76,6 £6.0 75453 NS NS NS
Glucogeno (mg g-1) 8.0x0.7 8.0x0.6 8.2%0.6 8.6+0.6 NS NS NS
Lactato (mg g™) 1.0+£0.1 0.7£0.1 08x0.1 05+£0.1 NS * NS
Triacilglicéridos (mg g™) 244.1 £ 335 254.6 £26.8 281.9 +39.0 267.5+24.8 NS NS NS
Musculo
Proteinas totales (mg g ™) n=48 867.2+76.9 652.8+42.6 810.4+82.1 801.4 +64.6 NS NS NS
Glucdgeno (mg g*) n=47 58+0.7a 3.3+x06b 52+0.7ab 5.3+0.5ab NS NS *

Lactato (mg g*) n=46 34+04 36+02 36+04 3.0+03 NS NS NS
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7.2.3. Acidos grasos en hemocitos

Los resultados de la composicion (%) de acidos grasos en los lipidos de reserva de los
hemocitos para el experimento fisico se muestran en la Tabla VI. Los camarones
alimentados con la dieta que contiene un nivel alto de ARA mostraron una proporcién
significativamente mayor de este acido graso en los lipidos de reserva de los hemocitos, en
comparacion con los camarones alimentados con la dieta que contenia un nivel bajo de
ARA (promedios globales: 13.1 + 1.6 vs 8.0 £ 1.4). También se observo un efecto
significativo de la dieta sobre los niveles de los acidos grasos saturados 14:0 y 22:0 con
niveles menores para la dieta alta en ARA. Sin embargo, para el 22:0 también se obtuvo
una interaccion significativa, que indica que los valores mas altos se obtuvieron en
organismos alimentados con ARA bajo y cultivados a densidades altas.

En los fosfolipidos de los hemocitos, se observo en efecto por niveles de ARA en el 16:0,
24:0 y una tendencia para el 20:4n-6 (Tabla VII). No se observo efecto por densidad o por

interaccion.



Tabla VI. Principales acidos grasos (%, promedio + error estandar) en los lipidos de reserva de los hemocitos de camarones
alimentados con dietas baja 0 alta en ARA, y expuestos a una condicidn de estrés por alta densidad de cultivo. Las tres Gltimas
columnas muestran los resultados de las ANOVAs: Dens = Densidad; NS = No significativo; * =P < 0.05; ** =P <0.01.

ARA bajo ARA alto
16 org 68 org 16 org 68 org ARA Dens ARA x Dens
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Acidos grasos

14:0 148+ 036 1.30+0.12 0.66+0.05 0.78+0.16 ** NS NS
16:0 18.72+1.50 16.92+0.79 13.64 +1.79 16.50 + 0.59 NS NS NS
18:0 16.64 +2.92 12.20+0.62 11.25+1.33 14.05+1.04 NS NS NS
22:0 0.41+0.05 0.76+0.06 0.49+0.04 0.33+0.04 ** NS NS
24:0 1.01+043 057+0.26 1.22+1.05 0.30+0.22 NS NS NS
16:1n-9 0.69+0.10 1.07+0.22 0.76+0.15 0.62+0.10 NS NS NS
16:1n-7 0.89+0.20 1.15+0.17 0.96+0.18 1.07 +0.08 NS NS NS
18:1n-9 831+1.49 9.61+1.04 9.00%+1.62 10.24+0.62 NS NS NS
18:1n-7 6.13+1.54 439+0.57 489+156 4.01+0.59 NS NS NS
20:1n-11 499+208 256+1.02 3.75+294 1.75+1.01 NS NS NS
22:1n-11 262+1.28 1.27+0.63 2.68+226 0.88+0.56 NS NS NS
18:2n-6 7.87+234 10.00+1.21 9.30+1.64 9.96+ 1.02 NS NS NS
18:3n-6 0.36+£0.02 0.28+0.10 0.78+0.32 0.43+0.03 NS NS NS
18:3n-3 0.61+0.13 0.73x0.06 0.75+0.10 0.72+0.08 NS NS NS
20:2n-6 1.05+0.19 1.27+0.11 1.31+0.19 1.07+0.10 NS NS NS
20:4n-6 824+1.82 7.68+248 15.07+3.09 11.12 + 0.65 * NS NS
20:5n-3 10.00 + 3.39 14.25+1.07 9.77+1.91 11.37 +1.09 NS NS NS
22:6n-3 9.98+3.61 13.97+1.41 13.73+2.68 14.80 + 2.03 NS NS NS
= SAT? 38.26 +4.70 31.75+0.59 27.26 +2.02 31.96 + 2.11 NS NS NS
= MUFA? 23.64 +£3.13 20.05+1.32 22.03+5.16 1857 + 1.53 NS NS NS
= PUFA® 38.10 £+ 7.83 48.18+1.21 50.70 + 3.17 49.47 + 3.58 NS NS NS
= HUFA® 28.22 +5.26 35.91 +0.26 38.56 + 2.15 37.30 + 2.43 NS NS NS

Suma de los 4cidos grasos saturados; Suma de los &cidos grasos mono-insaturados; *Suma de los 4cidos grasos poli-insaturados; “Suma de los &cidos

grasos altamente insaturados (> cuatro doble enlaces)
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Tabla VII. Principales &cidos grasos (% promedio + error estandar) en los fosfolipidos de los hemocitos de camarones
alimentados con dietas baja o alta en ARA, y expuestos a una condicion de estrés por alta densidad de cultivo. Las tres tltimas
columnas muestran los resultados de las ANOV As: Dens = Densidad; NS = No significativo; * =P <0.05; ** =P <0.01.

ARA bajo ARA alto
16 org 68 org 16 org 68 org ARA Dens ARA x Dens
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Acidos grasos

14:0 1.19+0.29 1.05+0.24 0.69+0.12 0.62+0.16 NS NS NS
16:0 17.30+1.02 17.16 £ 0.39 13.77 +1.66 15.66 + 0.84 * NS NS
18:0 15.17+£1.87 12.64+0.76 12.15+1.47 14.01 +£0.40 NS NS NS
22:0 0.31+0.01 0.38+x0.21 0.56+0.20 0.28+0.08 NS NS NS
24:0 0.80+0.39 0.59+0.26 0.14+0.05 0.07+0.03 * NS NS
16:1n-9 0.41+0.08 0.59+0.27 054+0.15 0.35%+0.12 NS NS NS
16:1n-7 0.98+0.15 1.16 £0.10 0.94+0.14 1.08+0.05 NS NS NS
18:1n-9 9.80+1.32 10.88+0.87 9.50%x1.66 11.33+0.18 NS NS NS
18:1n-7 503+1.01 4.25+0.15 5.27+1.70 3.53%x0.10 NS NS NS
20:1n-11 3.19+153 1.93+043 4.02+3.13 1.16+0.13 NS NS NS
22:1n-11 1.56+£ 097 0.76+£0.22 2.83+242 0.32+0.03 NS NS NS
18:2n-6 10.34 +£2.07 11.99+1.10 9.85+1.77 11.68 +0.43 NS NS NS
18:3n-6 0.44+0.09 0.39+0.02 0.83%x0.35 0.51+0.02 NS NS NS
18:3n-3 0.73+0.16 0.81+0.12 0.80+0.11 0.86+0.07 NS NS NS
20:2n-6 1.36+0.18 1.56+0.15 1.46+0.19 1.28=+0.04 NS NS NS
20:4n-6 6.37+253 549+224 13.96+3.97 8.73+1.36 0.08 NS NS
20:5n-3 1045+1.94 1221 +0.14 9.11+1.81 11.31+0.81 NS NS NS
22:6n-3 14.56 + 3.75 16.18 + 2.22 13.56 + 3.39 17.24 +1.61 NS NS NS
T SAT? 34.77 £3.53 31.81+1.53 27.32 +3.02 30.63 +£1.52 NS NS NS
= MUFA? 20.97 £2.12 19.56 + 0.08 23.10 +5.64 17.76 £ 0.12 NS NS NS
T PUFA® 4425 +5.52 48.63+1.60 49.58+2.82 51.61 + 1.62 NS NS NS
= HUFA® 31.38 +3.16 33.88 + 0.65 36.64 + 1.63 37.28 +1.13 NS NS NS

Suma de los 4cidos grasos saturados; 2Suma de los acidos grasos mono-insaturados; *Suma de los 4cidos grasos poli-insaturados; “Suma de los acidos
grasos altamente insaturados (> cuatro doble enlaces)
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7.2.4. Variables inmunes

No se observaron diferencias significativas en el conteo total de hemocitos para ninguna de
las condiciones experimentales (Fig. 16); aunque el mayor nimero de hemocitos se obtuvo
en los organismos alimentados con el nivel alto de ARA y mantenidos a una baja densidad
de cultivo. Si bien no se alcanzo la significancia estadistica (efecto densidad P = 0.054) los
camarones mantenidos a una alta densidad de cultivo mostraron una mayor produccion de
anion superoxido, la cual fue aun mas pronunciada en camarones alimentados con la dieta
alta en ARA (Fig. 16).

El tiempo de coagulacion de la hemolinfa fue mayor en los camarones mantenidos a una
baja densidad de cultivo y en aquellos alimentados con la dieta baja en ARA. No se

observo una interaccion significativa (Fig. 17).
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Figura 16. Numero de hemocitos totales y anion superoxido (promedio * error
estandar) analizados en juveniles de camarones Litopenaeus vannamei sometidos a un
estres fisico de baja (barras blancas) y alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y 68
org m™) y alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de

ARA
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Figura 17. Tiempo de coagulacion (promedio + error estandar) analizado en juveniles de
camarones Litopenaeus vannamei sometidos a un estrés fisico de baja (barras blancas) y
alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y 68 org m™) y alimentados con dietas que
contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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7.2.5. Prostaglandinas E;

Los niveles de PGE; en plasma fueron afectados por la cantidad de ARA en la dieta siendo
mayores en los organismos alimentados con la dieta alta en ARA, comparados con los
organismos alimentados con la dieta baja en ARA (P < 0.05). Este comportamiento se
observo en los niveles de PGE, en hemocitos del mismo grupo de organismos aungue no

resulté significativo (P = 0.08).



60

a) PGE; plasma

1000
ARA =P<0.05
- 800 Dens =NS
i ARA x Dens =NS
£ 600 [
o
z |
~ 400
(11|
O
o
200 %
0
ARA BAJO ARA ALTO
b) PGE; hemocitos
1000
ARA =NS
800 F Dens =NS
o ARA x Dens =NS
J
€ 600
- T
NS
w 400
O %
o
200
T

ARA BAJO ARA ALTO

Figura 18. PGE, (promedio % error estandar) analizadas en plasma y hemocitos de
juveniles de Litopenaeus vannamei sometidos a un estrés fisico de baja (barras blancas) y
alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y 68 org m™) y alimentados con dietas que
contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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7.3. ESTRES FiSICOQUIMICO
7.3.1. Desempefio bioldgico

El peso inicial de los organismos no fue significativamente diferente entre los tratamientos
experimentales. Similar a lo que ocurrio en el estrés fisico, los camarones sometidos a una
alta densidad de cultivo mostraron un peso final significativamente menor (promedio
global: 8.5 £ 0.1 g) que los camarones cultivados a baja densidad (promedio global: 10.4 +
0.1 g). No se observé efecto significativo en relacion a los niveles de ARA en la dieta

(Figura 19).

La ganancia en peso (expresada como porcentaje del peso inicial) respondieron de manera
similar al peso final, siendo significativamente mayores para los camarones mantenidos a
baja densidad de cultivo en comparacion con altas densidades de cultivo (promedios
globales: 294.8 + 4.2 vs 240.9 £ 3.4 %). No se observo efecto significativo en relacion a
los niveles de ARA en la dieta (Fig. 20). La longitud fue mayor en los organismos
alimentados con la dieta alta en ARA y en organismos cultivados a baja densidad (11.2 +

0.1 vs 10.6 £ 0.0 cm). No se observd una interaccidn significativa (Fig. 21).

El consumo de alimento fue significativamente diferente entre tratamientos, con valores
mayores para los organismos cultivados a bajas densidades (media global: 0.33 + 0.01 g vs
0.26 + 0.01 g camarén™’dia™, Fig. 22). La sobrevivencia no fue afectada por la densidad de
cultivo ni por la dieta. No se observo efecto significativo en relacion a los niveles de ARA
en la dieta ni a la densidad de cultivo en el nimero de mudas totales por organismo (Fig.

23).



12.00

9.60

[7p]
S 4.80

2.40

.

ARA = NS
Dens =P <0.01
ARA X Dens = NS

0.00
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Litopenaeus vannamei sometidos a un estrés fisicoquimico y alimentados con dietas que

ARA BAJO

ARA ALTO

contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.

350

280

210

(%)

140

70

Figura 20. Ganancia en peso (promedio + error estandar) en juveniles de camaron blanco
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contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Figura 21. Longitud final (promedio + error estandar) en juveniles de camaron blanco
Litopenaeus vannamei sometidos a un estrés fisicoquimico y alimentados con dietas que
contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Figura 22. Consumo de alimento (promedio + error estandar) en juveniles de camaron
blanco Litopenaeus vannamei sometidos a un estrés fisicoquimico y alimentados con dietas
que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.

Nimero de mudas org'

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

ARA =NS
Dens =NS
ARA XDens =NS
T ;‘;\ B— —
ARA BAJO ARA ALTO

Figura 23. Numero de mudas por organismo durante los 30 dias de bioensayos (promedio
+ error estandar) en juveniles de camarén blanco Litopenaeus vannamei sometidos a un
estrés fisicoquimico y alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%)

de ARA.
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7.3.2. Variables metabolicas

Los resultados de las variables metabolicas para el experimento fisicoquimico se muestran
en la Tabla VIII. En hepatopancreas, se observo un efecto significativo por interaccion para
la concentracion de glucogeno y lipidos totales, con valores mas altos de glucdgeno para
los organismos cultivados a alta densidad y alimentados con niveles altos de ARA, y
valores mas altos de lipidos para los organismos cultivados a baja densidad y alimentados
con niveles altos de ARA. No se observaron efectos significativos por cantidad de ARA en
la dieta o densidad de cultivo en la concentracion de proteinas totales, lactato y

triacilglicéridos en hepatopancreas.

En musculo, los organismos alimentados con la dieta baja en ARA y mantenidos a una alta
densidad de cultivo presentaron la mayor concentracion de glucégeno, mientras que los
cultivados a alta densidad pero alimentados con la dieta alta en ARA, presentaron la menor
concentracion de glucogeno. No se observaron diferencias significativas para proteinas y

lactato en musculo.
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Tabla VIII. Variables metabdlicas medidas en hepatopancreas y masculo de juveniles de Litopenaeus vannamei. Los datos se
presentan como promedio * error estdndar. Las tres Ultimas columnas muestran los resultados de los ANOVAs: Dens =
Densidad; NS = No significativo; * = P < 0.05.

ARA bajo ARA alto

16 org 68 org 16 org 68 org ARA Dens ARAXx Dens
Hepatopancreas n=47
Proteinas totales (mg g'l) 788+34 75877 752+90 774x6.7 NS NS NS
Glucogeno (mg g'l) 83+x08ab 8.0+08ab 7.7+1.0b 10.5+0.5a NS NS *
Lactato (mg g'') 06£0.1 06+0.1 06£0.2 0.7+£0.2 NS NS NS
Triacilglicéridos (mg g'*) 3129+ 36.5 2349+ 355 248.2+24.3 2413+ 141 NS NS NS
Muasculo n=47
Proteinas totales (mg g*) 719.3+445 7369+ 61.0 682.3+47.6 667.4+59.6 NS NS NS
Glucégeno (Mg g™) 48+05b 6.4+06a 54+08ab 4.4+0.4ab NS NS *
Lactato (mg g') 35+0.1 35+04 3.4+03 3.3+0.2 NS NS NS
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7.3.3. Acidos grasos en hemocitos

Los resultados de acidos grasos en hemocitos de camarones del experimento fisicoquimico

se muestran en la Tabla 9 para los lipidos de reserva y en la Tabla 10 para los fosfolipidos.

La dieta afectd significativamente el contenido de ARA, 20:5n-3 y 20:2n-6, con mayores
niveles de ARA en la dieta de ARA alto y menores de 20:5n-3 y 20:2n-6 con la misma

dieta. También se observo una interaccion para el 16:0.

En los acidos grasos de los fosfolipidos se observé un efecto significativo por dieta en el
ARA, 14:0 y 18:3n-6, con niveles mayores de ARA y 18:3n-6 y menores de 14:0 en
camarones alimentados con la dieta alta en ARA, por lo cual fue afectada también la suma
total de HUFA. Solamente el 20:1n-11 fue afectado por la densidad de cultivo, con
mayores niveles a densidades mas altas. Se observaron interacciones significativas para el

18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-6 y la suma de monoinsaturados.
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Tabla IX. Principales acidos grasos (%, promedio * error estandar) en los lipidos de reserva de los hemocitos de los camarones
alimentados con las dietas baja o alta en ARA, y expuestos a una condicion de estrés por alta densidad de cultivo. Las tres
ultimas columnas muestran los resultados de los ANOVAs: Dens = Densidad; NS = No significativo; * = P < 0.05; ** =P <
0.01.

ARA bajo ARA alto
16 org 68 org 16 org 68 org ARA Dens ARA x Dens
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Acidos grasos

14:0 0.83 + 0.07 1.41+0.20 1.19+0.34 0.80 +0.22 NS NS NS

16:0 16.27 +0.73 17.78 £ 0.62 17.81+1.34 15.54 + 0.40 NS NS *
18:0 11.56 + 0.26 13.53+0.91 16.18 + 2.20 13.10 + 0.54 NS NS NS
22:0 0.52+0.14 0.67 +0.16 0.57 +0.18 0.47 £ 0.05 NS NS NS
16:1n-9 0.78 £0.14 1.03+0.20 0.87 £0.17 0.57 £ 0.07 NS NS NS
16:1n-7 1.25+0.01 1.24+0.05 0.97 +0.17 0.99 +0.17 NS NS NS
18:1n-9 11.22 £ 0.45 10.10 + 0.49 9.22+1.19 9.75+£1.45 NS NS NS
18:1n-7 3.32+0.04 3.66 £0.18 512+1.31 457+1.31 NS NS NS
20:1n-11 1.08 £ 0.07 1.69 £0.21 3.05+1.70 2.99+2.25 NS NS NS
22:1n-11 0.33 £0.02 0.78 £0.10 1.72+0.89 1.99+1.51 NS NS NS
18:2n-6 11.80 + 0.57 10.77 + 0.62 8.50+1.75 9.86 + 1.88 NS NS NS
18:3n-6 0.36 £ 0.01 0.46 £ 0.08 0.44 £ 0.02 0.46 £ 0.02 NS NS NS
18:3n-3 0.85 +0.08 0.81 +0.08 0.60 £ 0.13 0.74 £ 0.09 NS NS NS
20:2n-6 1.23+£0.12 1.35+0.06 1.07 £ 0.07 1.13+0.04 * NS NS
20:4n-6 5.11+2.10 6.51 + 1.57 12.51+1.22 12.22 +1.85 b NS NS
20:5n-3 16.26 + 1.63 14.17 £ 0.92 8.81+2.10 9.82+1.091 o NS NS
22:6n-3 17.12+ 1.40 13.68 + 1.67 11.07 £+ 3.12 14.14 + 2.89 NS NS NS
Z SAT 29.28 £ 0.91 33.74 £ 1.66 36.05 + 3.81 30.78 £ 1.48 NS NS NS
Z MUFA 17.98 + 0.31 18.51 + 0.51 20.95 + 2.53 20.87 £ 3.51 NS NS NS
Z PUFA 52.73 +£1.20 47.74 + 3.86 43.00 + 6.21 48.36 + 4.97 NS NS NS

z HUFA 38.49 + 1.30 34.36 + 1.62 32.38 +4.31 36.18 + 3.10 NS NS NS
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Tabla X. Principales acidos grasos (%, promedio + error estandar) en los fosfolipidos de los hemocitos de los camarones
alimentados con las dietas baja o alta en ARA, y expuestos a una condicion de estrés por alta densidad de cultivo. Las tres
ultimas columnas muestran los resultados de los ANOVAs: Dens = Densidad; NS = No significativo; * = P < 0.05; ** =P <
0.01.

ARA bajo ARA alto
16 org 68 org 16 org 68 org ARA Dens ARA x Dens
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Acidos grasos

14:0 0.67+0.13a  1.27 +0.35a 0.47 + 0.04b 0.57 + 0.04b * NS NS
16:0 1598+ 0.94 17.00 +1.02 14.27 + 0.06 15.74 £ 0.41 NS NS NS
18:0 1253+0.28 14.14+0.90 13.10+0.44 12.95+0.38 NS NS NS
22:0 0.47 £ 0.37 0.65+0.27 0.20 £ 0.01 0.23+£0.01 NS NS NS
16:1n-9 0.42+0.11 0.74 £0.22 0.44 +0.08 0.29 +0.02 NS NS NS
16:1n-7 1.16 £ 0.07 1.17 £ 0.09 0.97 £ 0.04 1.12 £ 0.07 NS NS NS
18:1n-9 11.96 £+ 0.14  10.60 +0.52 10.54 £ 0.43 11.66 £ 0.31 NS NS **
18:1n-7 3.47 £ 0.02 3.62 £ 0.08 3.50 £ 0.05 3.55+0.89 NS NS NS
20:1n-11 1.08 £0.01b  1.54+0.15b 1.25+0.11a 1.33+£0.13a NS * NS
22:1n-11 0.33+0.04 0.26 £ 0.17 0.31 £ 0.00 0.45+0.04 NS NS NS
18:2n-6 12.68 +0.66  11.38 +0.83 10.90 £ 0.38 12.46 £ 0.34 NS NS *
18:3n-6 0.43+0.00b 0.36 +0.02c 0.48 = 0.01ab 0.52 £ 0.01a * NS **
18:3n-3 0.92 £ 0.09 0.80 = 0.09 0.77 £ 0.05 0.87 +0.04 NS NS NS
20:2n-6 1.43+£0.15 1.54 £ 0.08 1.58+0.13 1.41 +0.07 NS NS NS
20:4n-6 4.05+240b 6.40 +£3.26b 11.24 + 2.03a 8.67 £ 0.89a * NS NS
20:5n-3 13.11+£0.53 13.23+0.73 11.31 £ 0.29 10.50 £ 0.37 NS NS NS
22:6n-3 18.59+246 14.84+234 10.03 = 0.60 17.41 £ 0.50 NS NS NS
Z SAT 30.38+1.14  33.52+2.33 28.67 = 0.67 29.77 £0.21 NS NS NS
Z MUFA 18.42 +0.24a 17.93+0.49ab 17.01+0.31b 18.40%0.17a NS NS *
Z PUFA 51.21+1.35 48.55+2.68 54.32 £ 0.96 51.83 +0.38 NS NS NS
2 HUFA 35.75+£0.72b 34.47+2.04b  40.58 + 1.23a  36.58 * 0.64a * NS NS
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7.3.4. Variables inmunes

No se observaron diferencias significativas por tratamientos sobre el conteo total de
hemocitos (Fig. 24).

Se observo una interaccidn significativa en la produccion de anion superoxido, con el valor
mas bajo para los camarones mantenidos a una baja densidad de cultivo y alimentados con
la dieta alta en ARA, y el valor mas alto en camarones mantenidos a la misma densidad y
alimentados con la dieta baja en ARA (Fig. 24).

El tiempo de coagulacion fue afectado por la dieta, siendo significativamente mayor para

los camarones alimentados con la dieta baja en ARA (Fig. 25).
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Figura 24. Numero de hemocitos totales y anion superéxido (promedio + error estandar)
en juveniles de camarones Litopenaeus vannamei cultivados a baja (barras blancas) y alta
densidad (barras grises) y alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y
3.2%) de ARA, sometidos a un estres fisicoquimico.
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Figura 25. Tiempo de coagulacion (promedio + error estandar) en juveniles de camarones
Litopenaeus vannamei cultivados a baja (barras blancas) y alta densidad (barras grises) y
alimentados con dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA, sometidos a
un estrés fisicoquimico.
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7.3.5. Prostaglandinas E;
No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de PGE, para ninguna de

las condiciones experimentales (figura 26).
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Figura 26. PGE, (promedio + error estdndar) analizadas en plasma y hemocitos de
juveniles de Litopenaeus vannamei sometidos a un estrés fisicoquimico de baja (barras
blancas) y alta (barras grises) densidad de cultivo (16 y 68 org m™) y alimentados con
dietas que contienen niveles bajo y alto (0.8 y 3.2%) de ARA.
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Tabla XI. Resumen de las variables medidas en juveniles de camaron L. vannamei, sometidos a un estrés fisico, alimentados con

dietas baja y alta en &cido araquidonico.

ARA BAJO ARAALTO EFECTO
16 68 16 68
Desempefio bioldgico Peso final > > Dens P <0.01
Longitud final > > Dens P <0.01; ARA X Dens P <0.05
Ganancia en peso > > Dens P <0.01
Consumo > > Dens P <0.05
NUmero de mudas totales > > Dens P <0.01
Acidos grasos en Lipidos de reserva
hemocitos 14:0; 22:0 > > ARAP <0.01
204 n-6 > > ARAP <0.05
Fosfolipidos
16:0; 24:0 > > ARA P <0.05
20:4 n-6 > > P =0.08
Variables metabolicas Hemolinfa
Glucosa > > ARA P <0.05
Lactato > Dens P < 0.05; ARA X Dens P <0.01
Hepatopancreas
Lactato > Dens P <0.05
Musculo
Glucégeno > < ARA X Dens P <0.05
Variables inmunes Tiempo de coagulacion > Dens P <0.05; ARAP <0.05
PGE, plasma > > ARAP <0.05




Tabla XI1. Resumen de las variables medidas en juveniles de camaron L. vannamei, sometidos a un estrés fisicoquimico,

alimentados con dietas baja y alta en acido

araquidonico.
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ARA Bajo ARA Alto EFECTO
l6org 68org 16o0rg 68org
Desempefio biolégico Peso final > > Dens P <0.01
Longitud final > > Dens P <0.01; ARAP <0.05
Ganancia en peso > > Dens P <0.01
Consumo > > Dens P <0.01
Acidos grasos en Lipidos de reserva
hemocitos 160 > ARA X Dens P <0.05
2022 n-6 > > ARA P <0.05
20:4 n-6 > > ARAP <0.01
205 n-3 > > ARAP <0.01
Fosfolipidos
14:0 > ARAP <0.05
181 n-9 > ARA X Dens P <0.01
2011 n-11 > > Dens P < 0.05
18:2 n-6; 18:3 n-6 > ARA X Dens P <0.05y0.01
20:4 n-6 > > ARAP <0.05
HUFA > > ARAP <0.05
Variables metabolicas Hepatopancreas
Glucogeno < > ARA X Dens P < 0.05
Lipidos totales > < ARA X Dens P <0.05
Musculo
Glucégeno > < ARA X Dens P <0.05
Variables inmunes Anion superdxido < > ARA X Dens P <0.05
Tiempo de coagulacion > > ARAP <0.05
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VIII. DISCUSION
Desempefio general de los camarones

La alta densidad de cultivo afecto negativamente el peso y la longitud final y la ganancia de
peso tanto en el experimento fisico como en el fisicoquimico. Pero en el experimento
fisicoquimico la densidad afectd més la ganancia de peso (241%) que en el experimento
fisico (271%). Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos que observaron
que el crecimiento es reducido a altas densidades de cultivo (Williams et al., 1996; Martin
et al., 1998; Nga et al., 2005; Li et al., 2006). Una posible explicacion a la disminucion de
crecimiento a altas densidades es la competencia por el alimento. Sin embargo, se observo
que el consumo de alimento fue distinto entre el experimento fisico y el fisicoquimico;
mientras que fue mayor para los organismos en alta densidad en comparacion con los
mantenidos a una baja densidad de cultivo en el experimento fisico, fue menor en los de
alta densidad en el experimento fisicoquimico. Es posible que en el experimento fisico un
incremento en el consumo de alimento a altas densidades de cultivo que se pueda atribuir a
un incremento en la actividad competitiva por el espacio, que a su vez se traduce en pérdida
de energia, con lo que se pudo haber reducido su capacidad de aprovechar el alimento
consumido y transformarlo en tejido corporal. En contraste, en el experimento
fisicoquimico, el estrés adicional de concentraciones significativamente mas bajas de
oxigeno disuelto y mas altas de amonio a alta densidad, posiblemente afecté negativamente
a los camarones al grado de disminuir su ingestién, lo cuél se tradujo en una disminucion

aun mayor de peso en comparacion con los del experimento fisico.

En el experimento fisico se presentd un numero de mudas significativamente mayor en los
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organismos mantenidos a una baja densidad de cultivo. Ademas, en este caso parece ser que
el alimento consumido fue debidamente asimilado ya que se obtuvo una mayor ganancia en

peso que los mantenidos a alta densidad de cultivo.

En el experimento fisicoquimico no se observaron diferencias en el nimero de mudas, dado
que mismo a bajas densidades el nUmero de mudas encontradas fue bajo con respecto al
experimento fisico. Es posible que exista una subestimacion de las mudas a altas
densidades, si los organismos las consumen antes de ser muestreadas. De hecho era de
esperarse un incremento en la frecuencia de muda a alta densidad dado que los organismos
perciben los cambios ambientales (p.ej. amonio) como toxicos y se desprenden de su
cuticula en respuesta a este estrés. De acuerdo a lo anterior Chen y Kuo (1992), encontraron
una mayor frecuencia de muda en M. japonicus a altos niveles de amonio. Asimismo, en las
granjas se usa rutinariamente sulfato de cobre agregado al agua para inducir la muda en los
camarones, que perciben este quimico como un estrés. La induccion a la muda se realiza
para eliminar epifitas antes de la venta o para sincronizar la muda y disminuir la mortalidad

durante el transporte y siembra.

El efecto del amonio sobre el crecimiento y supervivencia de los camarones ha sido
ampliamente estudiado. Al respecto, Nga et al., (2005) excluyen al estrés fisico como
principal factor del impacto negativo del hacinamiento sobre el crecimiento, y mencionan
la diferencia en la calidad de agua (toxicidad del amonio) como la principal causa de la
reduccidén de crecimiento en postlarvas de P. monodon. EIl amonio es el principal producto
nitrogenado excretado por crustaceos (Claybrook, 1983) y en una solucién el amonio total

comprende el amonio no ionizado (NHs) y amonio ionizado (NH4") en equilibrio. Se sabe
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que incrementa directamente con el tiempo de cultivo y su acumulacion puede deteriorar la
calidad del agua, reducir el crecimiento e incrementar el consumo de oxigeno (Chen y Lin

1992; Chen et al., 1994; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000).

El valor mas alto de amonio total se registré en los tanques con la densidad mas alta en el
experimento fisicoquimico (2.4 + 0.2 mg L™), sin embargo, este valor se encuentra muy por
debajo de los reportados como letales en diferentes especies de peneidos a diferentes

temperaturas y salinidades (ver Tabla XIII).

Tabla XI1l. Comparacion de niveles letales de amonio (96LCsp) en distintas especies de
peneidos.

Especie Temperatura (°C)Salinidad (ups) Amonio-N (mg [1) Referencia
P. monodon (4.87 g) 245 20 53.4 Chen et al., (1990a)
P. chinensis (0.36 g) 26 33 35.1 Chen et al ., (1990b)
P. monodon (2.2 ) 27 34 37.4 Allan et al ., (1990)
P. paulensis (5.45 g) 25 28 38.72 Ostrensky y Wasielesky (1995)
P. vannamei (0.99 g) 26 34 65.2 Frias-Espericueta et al ., (1999)
P. vannamei (3.8 g) 23 34 70.9 Frias-Espericueta et al ., (1999)
P. vannamei (22 mm) 23 15, 25, 35 24.4,35.4,39.5 Lin y Chen, (2001)
P. semisulcatus (1.6 g) 14, 18, 22, 26 39 55.8, 36.0, 26.7, 11.4 Kiretal ., (2004)
P. semisulcatus (27.5 mg) 25 30, 35, 40 14.5,18.7,19.1 Kir y Kumlu (2006)

Ademas estd por debajo que los niveles estimados como “seguros” para L. vanammei,
donde se ha reportado un valor de amonio total de 7.1 mg L™ para juveniles (Frias-
Espericueta et al., 1999). En el presente estudio, no se observo un efecto sobre la
supervivencia, ni en el experimento fisico ni el fisicoquimico, en contraste con lo reportado
en otros estudios (Ray y Chien, 1992; Martin et al., 1998; Nga et al., 2005; Li et al. 2006),

lo cual podria deberse a que los niveles de amonio no estuvieron en el rango toxico para la
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especie. En otras especies de peneidos, los valores “seguros” son mas bajos: 1.1 y 1.8 mg
L para juveniles y postlarvas de P. semisulcatus, respectivamente (Kir et al., 2004; Kir y
Kumlu, 2006), 3.5 mg L™ para juveniles de P. chinensis (Chen et al., 1990b) y 4.1 y 4.6
mg L™ para juveniles y preadultos de P. monodon, respectivamente (Allan et al., 1990;
Chen et al.,, 1990a). El valor obtenido en las altas densidades del experimento
fisicoquimico, estuvo cercano al nivel de amonio total que inhibe el crecimiento en un 5%
durante 3 semanas en juveniles de P. monodon (4.1 mg L™) reportado por Allan et al.
(1990). Por otro lado, se ha reportado que niveles bajos de oxigeno potencian la toxicidad
del amonio (Allan et al., 1990) y pueden tener efecto en diferentes variables fisioldgicas
(Mugnier et al., 2008). Por lo tanto, no se puede descartar al amonio como una de las
razones del menor crecimiento obtenido en los organismos a alta densidad en el
experimento fisicoquimico, donde ademas del efecto del hacinamiento se tuvieron los
valores mas altos de amonio y los mas bajos de oxigeno disuelto.

La concentracion de oxigeno disuelto (OD) es de gran importancia para el desarrollo
adecuado del camar6n en los estanques de cultivo; una exposicién prolongada a niveles por
debajo de los adecuados pueden comprometer el desarrollo normal del organismo
disminuyendo el consumo de alimento y el crecimiento, e incrementar la susceptibilidad a
enfermedades (Seidman y Lawrence, 1985; Aquacop et al., 1988), incluso causando un
incremento en la mortalidad (Allan y Maguire, 1991). En el experimento fisico (densidad
16/68), la concentracion de OD (4.7 + 0.2 mg L™) estuvo ligeramente por debajo del punto
critico de oxigeno (5 mg L) reportado por Martinez-Palacios et al. (1996) para juveniles
de L. vannamei mantenidos a una temperatura de 28°C y a una salinidad de 35 ppm. Por

otra parte, la concentracion de OD en los tanques de alta densidad del experimento
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fisicoquimico (densidad 68/68) fue menor (3.7 + 0.1 mg L™), debido al incremento en el
consumo del mismo por un mayor numero de organismos Yy la presencia de mayor cantidad
de materia organica proveniente del alimento y de las heces de los camarones.

La temperatura del agua es quiza la variable mas importante en un cultivo porque afecta
directamente el metabolismo, el consumo de oxigeno, el crecimiento, la muda y la
sobrevivencia (Chen et al., 1995). Considerando su importancia, la temperatura se mantuvo
en 26 + 0.1°C para ambos experimentos o las tres densidades, y dado que no hubo
diferencia significativa, se asume no representé una condicion de estrés, ya que permanecio
dentro del rango de 25 — 28 °C considerado como 6ptimo para el buen desarrollo en cultivo

de L. vannamei (Martinez-Cérdova, 1999).

Acidos grasos presentes en los hemocitos y relacién con PGE;

Mientras que los requerimientos de HUFA n-3 han sido ampliamente estudiados en
peneidos, los estudios en relacion al ARA son mas escasos. Sin embargo, este acido graso
es esencial ya que los peneidos tienen una habilidad limitada para su sintesis a partir de su
precursor, el acido linoleico (Lilly y Bottino, 1981). El requerimiento especifico de ARA en
la dieta de camarones se desconoce, aunque se ha reportado que una dieta con un contenido
de 8% ARA del total de los acidos grasos presentd un efecto positivo sobre el crecimiento
gue una dieta con 0% ARA (Gonzélez-Felix et al., 2003). En el presente estudio, no hay
diferencia en la supervivencia y crecimiento entre las dos dietas (0.8 y 3.2 % en relacion al
total de acidos grasos), por lo que una explicacion es que estas cantidades de ARA estan
dentro del rango de requerimientos de la especie, pero desconocemos si un valor elevado

seria aun mejor Por otro lado, es posible que si el experimento hubiera continuado por un
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periodo mas prolongado, se podria observar el efecto sobre el crecimiento, dado que se
desconoce la rapidez de recambio de HUFA n-6 en camarones de este tamafio.

Algunos &cidos grasos saturados y monoinsaturados, como el 14:0 y el 22:0 fueron
afectados por los niveles de ARA en la dieta, siendo menor en la dieta alta en ARA;
ademas, fue mas abundante en los acidos grasos de la dieta que en los acidos grasos, tanto
de la fraccion neutra como polar de los hemocitos. Al respecto Xu et al. (1994) mencionan
una utilizacién preferencial de acidos grasos de cadena corta y mediana como fuentes de
energia para el metabolismo en F. chinensis. Por otro lado, la proporcion de ARA, EPA y
DHA fueron mayores en los hemocitos que en la dieta, lo que refuerza la propuesta de una
mayor utilizacion de &cidos grasos de cadena corta para el metabolismo energético y la
retencion selectiva de acidos grasos de cadena larga o HUFA para funciones especificas, tal

como sugieren Deering et al. (1997).

También se observd una mayor proporcion de HUFA en los fosfolipidos de los organismos
alimentados con altos niveles de ARA, y variaciones en los niveles de algunos acidos
grasos saturados. Pero lo mas interesante, fue la interaccion significativa de los PUFA
18:2n-6 y 18:3n-6. La densidad de cultivo por si sola, no tuvo efecto significativo sobre la
composicion de &cidos grasos en los hemocitos de los organismos, para ninguno de los dos
experimentos, lo cual coincide con un estudio realizado por Calado et al. (2005), donde el
perfil de &cidos grasos de larvas del camardn de ornato Lysmata seticaudata no mostro
diferencias significativas a diferentes densidades de cultivo. El que algunos PUFA de la
serie n-6 estén afectados inversamente en relacion a la dieta ARA y la densidad en los

fosfolipidos de los hemocitos sugiere ya sea una sintesis de PUFA n-6 a ARA, o que los
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niveles de los PUFA n-6 se incrementaron al no ser requeridos para la sintesis. En cualquier
caso, se sugiere evaluar la capacidad de sintesis de HUFA n-6 en esta especie, que aln
siendo muy baja, podria ser suficiente para las necesidades de la especie. De esta forma, se
deberia de considerar si la proporcion relativamente alta de ARA en hemocitos en relacion
a los niveles bajos de la dieta, se deben a una retencion selectiva de ARA o a una sintesis de

este acido graso.

El nivel de ARA en las dietas afectd directamente los niveles de ARA en los lipidos de
reserva y en los fosfolipidos de los hemocitos de ambos experimentos. El impacto del perfil
de acidos grasos de la dieta sobre tejidos como hepatopancreas, musculo y branquias de L.
vannamei ya habia sido reportado anteriormente (Gonzélez-Félix et al., 2002; Hurtado et
al., 2006) y la incorporacion de HUFA de la dieta en los hemocitos de camaron fue
reportado por primera vez por Mercier et al. (2009). Mercier et al. (2009) observaron una
incorporacion de HUFA en hemocitos tanto en los lipidos de reserva, como en los
fosfolipidos. Mientras que una incorporaciéon de &cidos grasos especificos, en particular
HUFA en los lipidos de reserva ha sido reportado para distintas especies, en general
cambios en los fosfolipidos son mas dificiles de observar dado que en estos, se regula mas
estrechamente la composicion particular de acidos grasos y su incorporacién a cada
fosfolipido particular. Por ejemplo, Delaporte et al. (2005) mencionan que la composicion
de &cidos grasos de los fosfolipidos de hemocitos es fuertemente regulada en bivalvos
alimentados con diferentes dietas, por lo que la proporcion no cambia significativamente
aun cuando al organismo se le alimenta con fuertes dosis de EPA y ARA, que se ve

reflejada en los lipidos de reserva. La presencia en alta proporcion en los fosfolipidos y su
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regulacion refleja la importancia del ARA en la funcion de las membranas celulares de
camardn para mantener la permeabilidad e integridad para la accion enzimatica, transporte
de iones y otras funciones asociadas a la membrana (Lilly y Bottino, 1981; Yehuda et al.,

1997) y en particular, en Penaeus esculentus (Dall et al., 1992).

Los niveles de PGE; en plasma tendieron a ser menores en el experimento fisicoquimico en
camarones alimentados con niveles altos de ARA (240 vs. 123 pg mg™ ARA bajo y alto
respectivamente), mientras que en el experimento fisico se observé lo contrario, un
incremento significativo de PGE; en plasma en camarones alimentados con niveles altos de

ARA (142 vs. 348 pg mg™* ARA bajo y alto respectivamente).

Dado que la PGE; liberada en el plasma proviene de los hemocitos, al comparar los niveles
de PGE; en estos se observa que en el experimento fisico los niveles de PGE; tienden a ser
mayores en camarones alimentados con la dieta alta en ARA (191 vs. 468 pg mg™* ARA
bajo y alto respectivamente); se podria sugerir que los camarones sintetizan y liberan mas
PGE, cuando se alimentan con dietas ricas en ARA y el estrés solo consiste en
hacinamiento. En contraste, en el experimento fisicoquimico los niveles de PGE; en
hemocitos fueron similares en los camarones alimentados con los dos niveles de ARA (217

vs. 221 pg mg™* ARA bajo y alto respectivamente).

No se han realizado analisis de PGE, en camardn en trabajos previos. En otros organismos,
se han reportado valores de PGE, de entre 12-40 pg mg™ en ostién C. gigas usando el
mismo método de EIA (Reza, 2009). En de pez blanco usando el método EIA se obtuvieron
valores de 245 pg mg™ para génadas de machos y de 375 pg mg™ para génadas de hembras

(Salgado, 2009). Los niveles de PGE, en células testiculares de pez oscilan entre 55 pg ml™
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amas de 4 ng ml™ (Asturiano et al., 2000).

Es de notar que como para los fosfolipidos, también se observo acumulacion de ARA en los
lipidos de reserva en relacion a la dieta alta en ARA en el experimento fisicoquimico, y
dicha proporcion fue mayor de lo que se observo en los fosfolipidos. Una mayor proporcién
de ARA en lipidos de reserva podria deberse a que los acilglicéridos podrian fungir como
un reservorio de ARA, para que éste acido graso sea transferido a los fosfolipidos si se
requiere para mantener su funcion en las membranas, tal como la sintesis de eicosanoides.
Sin embargo, es posible dados los niveles menores de PGE, en hemocitos del experimento
fisicoquimico que el ARA no esté siendo transferido a los fosfolipidos de forma adecuada,
0 que no se sintetiza PGE; a partir del ARA en los fosfolipidos debido al estrés de las
variables ambientales en el experimento fisicoquimico. Es reconocido que la sintesis de
PGE,, depende de la disponibilidad y la cantidad de ARA que puede ser liberado de la
membrana de fosfolipidos en respuesta a un estresor, sin embargo estas hormonas tienen un
rapido recambio (turnover) y los niveles circulantes podrian no ser representativos de

niveles de liberacion de ARA metabolizado (Van Anholt et al., 2004).

Los organismos del experimento fisicoquimico presentaron una disminucion de EPA en los
lipidos de reserva inversa al incremento de ARA (Tabla 9); un efecto similar, pero no
significativo, se observo en los fosfolipidos de los organismos del mismo experimento
(Tabla 10). La disminucién de acidos grasos de la serie n-3, especialmente EPA,
relacionado al incremento de ARA ya ha sido reportada por Delaporte et al. (2006) en
branquias de ostion Crassostrea gigas. Estos autores concluyeron que esto se debia a la

competencia del ARA con el EPA en la produccion de eicosanoides, al ser usado como
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sustrato para la COX (Bell y Sargent, 2003).

Por ultimo, es de notar que solamente en los fosfolipidos de los camarones del experimento
fisicoquimico se observaron interacciones entre densidad y dieta (Tabla 10). Dichas
interacciones se observaron para el 18:2n-6 y 18:3n-6, ambos precursores del ARA en
organismos que tienen la capacidad de sintetizar HUFA. El 18:2n-6 se encuentra presente
en altas proporciones en la dieta, pero el 18:3n-6 no fue detectable en la dieta. En
camarones, en el caso del 18:3n-6 los menores valores se observaron en organismos
alimentados con dieta baja en ARA y cultivados a altas densidades. Esto podria indicar una
necesidad de los organismos en el experimento fisicoquimico de producir mas ARA para
contrarrestar los efectos del estrés y nos indicaria una capacidad, adn si es baja, de sintesis

de HUFA en camarones, en concordancia con lo sugerido por Gonzalez-Felix et al., 2009).
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Respuesta Metabdlica

El incremento de lactato en hemolinfa ha sido relacionado como indice de estrés a corto
plazo, que resulta del uso de reservas de glucidos durante el metabolismo anaerobio. En
camarones, se ha reportado que el lactato se acumula debido a factores de estrés como
inyeccion de serotonina (Racotta y Palacios, 1998), hipoxia aguda y cronica (Racotta et al.,
2002) y por infeccion de camarones con Vibrio alginolyticus (Hsieh et al., 2008). Los
valores de lactato obtenidos en el experimento fisico (16-31 mg dL™) se encuentran por
arriba de los reportados como basales por Racotta y Palacios (1998). Este resultado podria
reflejar una condicion de estrés intrinseco del muestreo y al parecer el efecto del estrés fue
disminuido por el incremento del nivel de ARA en la dieta, ya que los camarones
alimentados con la dieta baja en ARA mostraron una concentracion significativamente
mayor de lactato en comparacién con los alimentados con la dieta alta en ARA (Tabla V).
Un efecto similar fue observado para la glucosa, que aunque no fue afectada por la
densidad de cultivo, tal como lo reportaron Hall y Van Ham (1998) en Penaeus monodon
mantenido durante cuatro semanas a altas densidades, si se encontr6 un efecto significativo
por el nivel de ARA en la dieta, siendo mayor la concentracion de glucosa para los
camarones alimentados con la dieta baja en ARA (Tabla V). No obstante, los niveles de
glucosa (14 a 19 mg dL™) obtenidos atn para la dieta baja en ARA estan dentro del rango
de los reportados como basales (16-17 mg dL™) por (Racotta y Palacios, 1998, Sanchez et
al., 2001, Mercier et al., 2006).

La glucosa y el lactato parecen ser mejores indicadores de estrés a corto plazo, sin embargo
la glucosa también tiende a incrementar en situaciones de estrés a largo plazo como estrés

por manejo diario (Mercier et al., 2009), lo que podria explicar por que la glucosa tiende a
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incrementar con otro modelo de estrés a largo plazo como es la alta densidad de cultivo, y

de nuevo el incremento de ARA en la dieta parece prevenir esta respuesta.

Asimismo, los niveles mas bajos de glucosa en hemolinfa de camarones alimentados con
niveles altos de ARA (11 mg dL™ dieta alta de ARA y 16 mg dL™ dieta baja en ARA),
podrian indicar baja disponibilidad de la misma en camarones alimentados con la dieta alta
en ARA, y por ende una menor capacidad de metabolismo anaerobio con produccion de

lactato.

Durante un estrés cronico, existe la movilizacion de glucosa hacia la hemolinfa a partir de
las reservas de glucogeno en los tejidos, para satisfacer la demanda de sustrato para la
glicolisis anaerobia (Racotta et al., 2002). En el experimento fisico se observd una
disminucion significativa del glucégeno en musculo de los camarones alimentados con
niveles de ARA bajo y mantenidos a una alta densidad de cultivo. Al parecer, de nuevo la
dieta alta en ARA, contrarrestd el efecto de la condicion de estrés en los camarones

alimentados con la misma.

La importancia de ARA en atenuar el efecto negativo del estrés fue sugerida en peces en un
estudio realizado por Koven et al. (2001) quienes alimentaron larvas de Sparus aurata con
rotiferos enriquecidos con ARA antes de someterlas a un estrés por manejo, y como
resultado obtuvieron una menor mortalidad en comparacién con las larvas que no

recibieron este tratamiento.

Para el experimento fisicoquimico, no se pudieron evaluar las variables metabdlicas en

hemolinfa debido a un problema técnico con el anticoagulante (\VVer anexo I).
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La comparacion de las variables metabolicas en tejidos entre el experimento fisico y
fisicoquimico mostraron diferencias. En ambos experimentos, se observo una interaccion
de la densidad de cultivo con la dieta suministrada para los niveles de glucogeno en
musculo, pero las respuestas fueron contrarias en relacion al experimento. En el
experimento fisicoquimico, también se observo una interaccién para el glucdgeno en
hepatopancreas, con una mayor concentracion en los organismos alimentados con la dieta
alta en ARA y mantenidos a una alta densidad de cultivo; este efecto no se observo en el
experimento fisico, pero si se observé un efecto de la densidad sobre los niveles de lactato
en musculo. El comin denominador de estos resultados fue la condicion de alta densidad de
cultivo, que estuvo ligada a los mayores niveles de amonio registrados. Del mismo modo,
Racotta y Hernandez-Herrera (2000) observaron un incremento en glucégeno en
hepatopancreas y musculo de L. vannamei bajo exposicion a amonio; al respecto, ellos
sugieren el uso reducido de carbohidratos a altos niveles de amonio. Por lo tanto, seria
razonable sugerir que los altos niveles de amonio registrados en los tanques del
experimento fisicoquimico fueron responsables de la baja utilizacion de reservas de
glucdgeno. Es poco probable que los niveles bajos de oxigeno a altas densidades sean los
responsables de la movilizacion de reservas de los tejidos observada aqui, dado que no se

observé una acumulacién de lactato a altas densidades.
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Respuesta Inmune

El numero de hemocitos totales circulantes en la hemolinfa (CTH) puede ser afectado por
diversos factores como luz, temperatura, pH, salinidad, oxigeno disuelto y amonio en varias
especies de crustaceos. Estudios previos han sugerido la disminucién en el CTH como una
respuesta caracteristica a algun tipo de estrés ambiental o fisioldgico, como la exposicion a
hipoxia severa (1 mg L™) por 24 horas (Le Moullac et al., 1998), aclimatacién al cautiverio
por 7 dias a 27°C (Sanchez et al., 2001), baja salinidad, extirpacién del espermatoforo en

machos y ablacién del tallo ocular en hembras (Perazzolo et al., 2002).

Sin embargo, ni los niveles de ARA en la dieta, ni la densidad de cultivo, tuvieron efectos
significativos sobre el conteo total de hemocitos de los organismos pertenecientes a los
experimentos fisico o fisicoquimico. En otros estudios de estrés a largo plazo como el
realizado por Mercier et al. (2009), tampoco reportan diferencias significativas en el CTH
en L. vannamei alimentados con niveles bajo, medio y alto en HUFA durante 24 dias. Por
su parte, Chim et al. (2001) no encontraron diferencias significativas en L. stylirostris
sometidos a un estrés de salinidad y temperatura por 4 dias, después de haberlos alimentado
durante 28 dias con una dieta baja (0.2%) y alta (1.4%) en HUFA n-3. Liu y Chen (2004)
no observaron un efecto sobre ésta variable en L. vannamei después de 7 dias de exposicion
a 20 mg L™ de amonio total. Este resultado parece indicar que la condicién de estrés
crénico en los experimentos (alta densidad de cultivo) no afecta los niveles de CTH de los

organismos.

Sin embargo, es posible que los niveles de oxigeno si estén afectando la respuesta inmune.

En un estudio realizado por Jiang et al. (2005), se concluyé que niveles de oxigeno de 3.5
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mg L™ provocaron una disminucion significativa en el CTH y la actividad antibacterial en
adultos (8.5 £ 0.5 cm) de L. vannamei. En el presente estudio, no se observaron diferencias
significativas en el CTH relacién a la densidad, pero si una tendencia a mayor nimero de

hemocitos en organismos a densidades bajas y alimentados con niveles de ARA altos.

El anion superoxido ha sido utilizado como herramienta para detectar estrés en camarones
peneidos por cambios ambientales: un leve incremento en la produccion de anion
superdxido es considerado benéfico, indicando una mayor capacidad de respuesta inmune
(Liu y Chen, 2004). Asi, Cheng y Chen (2002) reportaron que la exposicion de M.
rosenbergii a 0.55 mg L™ de amonio durante 168 horas estimuld la produccién de anién
superdxido. Liu y Chen (2004) indicaron que exponer a L. vannamei durante 2 y 7 dias a

concentraciones de amonio de 11.10 y 21.60 mg L™ también estimulaba su produccién.

Por otro lado, existen otras situaciones donde se ha reportado una falta de efecto o
disminucion en la produccion de anion superoxido. Este es el caso de Cheng et al. (2002),
quienes no observaron diferencias significativas en anion superdxido en camarones
expuestos a 7.75 y 4.75 mg L™* de OD por 0-120 hrs. Sin embargo una disminucién
significativa en la produccion de anion superéxido (11%) se observd al exponer los

camarones a 2.75 y 1.75 mg L™ por 24 y 6 horas, respectivamente.

En el presente estudio, no hubo efecto significativo en la produccion de anion superéxido
en el experimento fisico, pero si en organismos del experimento fisicoquimico, donde se
encontré una interaccion significativa entre la dieta y la densidad de cultivo, con el mayor
valor para los organismos alimentados con la dieta baja y el menor con la dieta alta ARA,

ambos a baja densidad de cultivo. Con una alta proporcion de ARA, esperariamos un
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incremento en la produccion de anién superdxido debido a la funcién que tiene este acido
graso como precursor de leucotrienos de la serie 4, que aumentan la generacion de especies
reactivas de oxigeno en leucocitos de mamiferos (Calder, 2001). El incremento de anion
superdxido en los camarones alimentados con la dieta baja en ARA, coincide con los

niveles mas elevados de PGE; que se encontro en el plasma de éstos organismos.

La coagulacion es un mecanismo primario de defensa de los invertebrados en contra de
organismos extrafios. Tiempos elevados de coagulaciéon implican una disminucion en la
habilidad de confinar patégenos, indicando una depresién en el estado inmune. En relacion
a esto, Fotedar et al. (2001) reportan un aumento en el tiempo de coagulacion de la
hemolinfa y una mayor bacteriemia en Panulirus cygnus después de 8 horas de exposicion
al aire fuera del agua. Por su parte Jussila et al. (2001) reportaron una relacion entre el
tiempo de coagulacion (TC) y el CTH, donde a mayor CTH se tiene un menor TC. Sin
embargo, Mercier et al. (2009) no observaron efecto de los niveles de HUFA sobre el
tiempo de coagulacion. En el presente estudio, tanto en el experimento fisico como en el
fisicoquimico, el tiempo de coagulacion fue mayor en los organismos alimentados con la
dieta baja en ARA. Esto hace suponer que el ARA esta influyendo de alguna manera en
evitar el estrés causado en los organismos, observando que los niveles bajos de este acido

graso afectaron de manera negativa el tiempo de coagulacion en la hemolinfa.

Por otro lado, en el experimento fisicoquimico, se observé un efecto de la densidad sobre el
tiempo de coagulacién, con mayores tiempos de coagulacion a menores densidades. Una
tendencia similar se observé en el experimento fisico. Li et al. (2006), reportaron un efecto

de la densidad de cultivo, sobre algunas variables inmunoldgicas, tales como un incremento
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en la actividad de la fenoloxidasa y una disminucion sobre la actividad de hemolisina a
altas densidades. Un tiempo menor de coagulacion en camarones alimentados con dietas
altas en ARA podria ser efecto de los tromboxanos (TXA;) Se ha observado que estos

eicosanoides tienen efecto en la agregacion plaquetaria en vertebrados (Calder, 2006).
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IX. CONCLUSIONES

El crecimiento fue menor a una alta densidad de cultivo. El efecto fue mayor
cuando hubo diferencias en la calidad de agua (altos niveles de amonio y bajos de
oxigeno) comparado con las condiciones en las cuales no hubo diferencias en la
calidad de agua. Sin embargo, la alta densidad de cultivo no tuvo efecto sobre la
sobrevivencia.

El nivel de ARA en la dieta no afect6 el desempefio bioldgico ni la sobrevivencia
de los organismos sometidos a estrés crénico por alta densidad de cultivo. El nivel
alto de ARA disminuyd la concentracion de glucosa y lactato lo que indica una
menor susceptibilidad al estrés en los organismos alimentados con esta dieta. La
glucosa y el lactato resultan ser mejores indicadores bajo un estrés agudo (intrinseco

del muestreo).

Los niveles méas bajos de glucégeno en masculo de camarones en el experimento
fisico coincidieron con los niveles mas altos de glucosa en hemolinfa, lo cual indica
movilizacion durante el estrés, y se observaron en el grupo alimentado con niveles

bajos de ARA y cultivados a altas densidades.

El nivel alto de ARA increment6 los niveles de PGE; en plasma pero solamente en
el experimento fisico. El nivel alto de ARA disminuyo el tiempo de coagulacion en
ambos experimentos y no afectd significativamente el resto de las variables inmunes
analizadas. Lo anterior podria indicar que el efecto del ARA sobre el tiempo de
coagulacién se debe a otros eicosanoides derivados de ARA, y no necesariamente a

las PGE,.
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e A nivel aplicado, los resultados de la presente tesis indican que bajo un sistema de
recirculacion adecuada, donde se evite la acumulacion de amonio y se mantengan
los niveles de oxigeno disuelto en el rango apropiado, el estrés fisico por
hacinamiento no tiene un efecto tan pronunciado sobre las variables de produccion

(supervivencia, crecimiento) y el estrés de los organismos.
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X. RECOMENDACIONES

1)

2)

3)

Contemplar otras variables inmunes ademas de las medidas en el presente trabajo,
como son la actividad de la superoxido dismutasa y la capacidad de adhesion y
fagocitosis en hemocitos y medir las variables inmunes en presencia y ausencia de
inhibidores de eicosanoides (PGE;), para corroborar su relaciéon con los niveles de
PGE..

Suplementar ARA en la dieta contrarresté marginalmente los efectos del estrés
sobre el crecimiento de los camarones y disminuyé el tiempo de coagulacién. Se
recomienda e valuar el efecto del ARA sobre la capacidad de respuesta inmune del
camaron sometido a condiciones de alta densidad a través de un reto agudo, como
podria ser uno viral para determinar si econdmicamente es viable la opcién de
incorporar un inmunoestimulante como el ARA.

Determinar el requerimiento de ARA en organismos de L. vanammei, bajo

condiciones de cultivo éptimas y con estrés por densidad.
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XIl. ANEXOS

Anexo |. Efecto de la concentracion de anticoagulante (oxalato de sodio) en la
composicion bioquimica de la hemolinfa.

Durante el muestreo, se produjo un error técnico en la preparacion del anticoagulante para
la obtencion de una parte de las muestras de hemolinfa de los camarones dado que se
prepar6 al 0.5% en lugar del 5% come se recomienda (Mendoza, 1992). Con el oxalato de
sodio al 0.5%, la mayor parte de las muestras estaban coaguladas y de hecho asi fue como
se detecto el error, el cual fue corregido preparando una nueva solucion de oxalato de sodio
al 5%. De cualquier manera, se realizaron los analisis de todas las muestras y se presentan
los datos a continuacién. Sin embargo, para los datos presentados en la seccién de
resultados de este trabajo Unicamente se incluyeron los resultados obtenidos con el
anticoagulante al 5% por lo cual, y tal y como ya se especificd, existe carencia de datos

para algunas variables en algunos tratamientos.
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Tabla XIV. Variables bioquimicas en hemolinfa con anticoagulante mal preparado (0.5%
de oxalato de sodio. Datos reportados como media + error estandar. Se indica el coeficiente

de variacion entre paréntesis.

5% oxalato (N = 38-39)

0.5% oxalato (N = 53-56)

Proteinas (mg mL™)

162.1 + 3.0 (11.7%)

134.9 + 4.7 (25%) **

Hemocianina (mg mL™)

74.7 £ 1.8 (15%)

60.3 £ 1.7 (21%) **

Lactato (mg dL™)

20.9 + 1.3 (38%)

6.0 + 0.6 (69%) **

Glucosa (mg dL™)

14.0 + 0.9 (39%)

13.8 + 0.8 (42%)

Triglicéridos (mg dL™)

774 £ 2.8 (23%)

70.0 £ 2.5 (25%) *

* P <0.05 **P<0.001.

Tal como se puede apreciar en la Tabla X1V, los niveles de proteinas, hemocianina, lactato
y triglicéridos son considerablemente mayores para las muestras obtenidas con el
anticoagulante preparado adecuadamente. Por otro lado, el coeficiente de variacion para los
valores de proteinas, hemocianina, lactato es hasta dos veces menor para las muestras
obtenidas con el anticoagulante adecuado, mientras que para triglicéridos la diferencia no
es tan marcada. En el caso de la glucosa, la concentracion de anticoagulante no tuvo ningdn

efecto y el coeficiente de variacion también es similar para ambas condiciones.

Las diferencias obtenidas pueden deberse a diversos factores. Alguno compuestos como
las proteinas forman parte del codgulo o bien podrian ser captados por el coagulo, lo cual
podria ser el caso de la hemocianina y los triglicéridos. Por otro lado, al coagularse la

muestra de hemolinfa, los hemocitos quedaran muy probablemente en el coagulo
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inactivandose en el proceso. Por el contrario, al impedir la coagulacion, es probable que los
hemocitos tengan todavia cierta actividad, aunque minima dado que estan en hielo, que
podria representar la liberacion de algunos compuestos como lactato o incluso proteinas
hacia el plasma que explicaria la mayor concentracion de éstos si se impide el coagulo.
Aunque durante los muestreos de larga duracion de varias horas, se acostumbra centrifugar
periédicamente para separar/inactivar hemocitos, seria conveniente establecer el posible
efecto de posible liberacion de distintos componentes a lo largo del tiempo, sobretodo
considerando que para algunos muestreos en campo (laboratorio de produccion de

postlarvas o granja).



