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RESUMEN

El presente trabajo juveniles de 11 g de camardn blanco (Litopenaeus vannamei)
fueron expuestos ante cambios agudos (2 h) y crénicos (28 dias) de hipertermia
(34°C) e hipoxia (2mgO-/L), similares a las que ocurren en cultivos reales bajo
condiciones extremas. Se estudiaron las respuestas fisiolégicas a través de la
estimaciéon del potencial de crecimiento (PC) y las tasas implicadas para su
calculo: de ingestion (TI), respiratoria (TR), de excrecién de amonio (TE) y
eficiencia de absorcion (EA). El contenido bioquimico fue analizado por métodos
tradicionales y estandarizados en musculo (MUS), hepatopancreas (HP),
hemolinfa (HM) y branquia (BRA). También se evalubé la expresion de rutas
metabdlicas por el método de microarreglos y finalmente se buscaron relaciones
entre estas respuestas. Durante el reto agudo de hipertermia los organismos
disminuyeron su TI, sin otros cambios, pero durante la recuperacion se observé
una reduccion de la TE acompafiado de un incremento en el PC. Durante el reto
agudo de hipoxia, los organismos redujeron su Tl y TR, pero se recuperaron a las
24 h, mientras se observd un incremento de la TE a este tiempo. También se
observo la reduccion de hemocianina. La EA y el PC no se modificaron. En la
respuesta cronica, se observd una compensacion total de la TI, pero la EA
disminuy6 con el tiempo, mientras que la TE baj6. La TR y el PC oscilaron de
acuerdo a los cambios térmicos; ademas la concentracion de hemocianina se
incrementd para sostener la demanda de oxigeno en el organismo debido al
estrés. En el contenido bioquimico, durante todos los retos se observé que los
organismos disminuyen su contenido de proteinas (PT) y glucégeno (GCG) (por su
uso como energia), mientras aumentan su reservas de lipidos (LIP) en HP; y
ademas, aumentaron los carbohidratos (CHO) en MUS y BRA para actuar de
reserva energética en respuesta posterior al estrés, pues se observd durante
ambos retos agudos recuperacion hasta valores iniciales pasadas 24 h de finalizar
el evento estresante. Aparte de lo anterior, en el reto cronico también se observo
gue los organismos aumentaron su contenido de triglicéridos y carotenoides en HP
y de GCG y LIP en MUS para almacenar energia en ambos tejidos y reparar el
probable estrés oxidativo en HP por la exposicion prolongada. En cuanto a las
respuestas de expresion, se observé que durante el reto térmico agudo los
organismos buscan mediante la sobreexpresion de rutas como la glucolisis y union
de nucledtidos, subsanar vias afectadas de reparaciéon (organizacion de
membrana, organizacion de cromosomas, respuesta inmune) y uso de energia
(peptidasas), que causaron dafios estructurales. En el reto agudo de hipoxia los
organismos mostraron la represion de rutas de desorganizacion estructural y las
PT y acidos grasos jugaron un papel importante en la reparacién. Por otro lado, los
organismos compensaron el estrés a largo plazo usando vias de obtencién de
energia, a partir de PT y cofactores como estrategias alternativas. De acuerdo a
los resultados obtenidos podemos decir que las respuestas fisiologicas, de
contenido bioquimico y de expresion se relacionan entre si, formando una
respuesta integral principalmente a nivel energético. Los resultados obtenidos son
la base para seleccionar genes, compuestos bioguimicos y tasas fisioldgicas, que
estén involucrados en la respuesta tanto de hipoxia como de hipertermia, para ser
usados como indicadores de estrés, debido a su relacion e importancia.



ABSTRACT

The aim of this study is to describe the responses of whiteleg shrimp (Litopenaeus
vannamei) juveniles (11 g) to acute (2 h) and chronic (28 days) changes of
hyperthermia (34 °C) and hypoxia (2 mgO,/L), similar to those occurring in a typical
shrimp farm. The ingestion (TI), absorption (TA) respiratory (TR) and excretion
(TE) rates, and the absorption efficiency (EA), were estimated to determine the
energetic balance of the organisms and to obtain the scope for growth (PC). The
biochemical composition was analyzed by traditional methods already
standardized for shrimp muscle (MUS), hepatopancreas (HP), haemolymph (HM)
and gills (BRA). The transcript changes in different metabolic pathways were
evaluated in the gills using a heterologous microarray designed for C. elegans. The
relationship between those physiological, biochemical and molecular responses
were analyzed and described in this work. The only physiological response for
acute hyperthermia is a decrease in the TI, but during the recovery time at 24 h we
observed a reduction of the TE and an increase in the PC. Hemocyanin showed no
changes by hyperthermia. During acute hypoxia, juvenile shrimps reduced their TI
and TR, but they recover after 24 h, whereas a constant increase of the TE along
the experiment was observed. The EA and PC are unchanged, and the acute
hypoxia triggers a reduction of hemocyanin due to the lack of oxygen. In the
chronic response, a total compensation of IT was observed, the EA and TE
decreased over time. PC and TR changed in a direct relation to temperature
changes; the hemocyanin concentration increased over time in this challenge in
order to sustain the oxygen demand of the body. In all the experiments the
organisms reduce their content of protein and glycogen (presumably used as
energy sources), while the lipid reserves increase in HP; furthermore, there was a
marked hyperglycemia in MUS and BRA, likely acting as an energetic reserve to
recovery from stress, because we observed that in the acute challenges, the
carbohydrate content in these tissues returned to its initial values 24 h after
recovering from stress. In the chronic response we also observed an increase in
the triglyceride and carotenoid concentration in HP and in glycogen and lipids in
MUS, most likely to store energy in both tissues and repair oxidative stress in HP
due to chronic exposure. In the transcript response for acute hyperthermia, we
observed activation in the glycolysis and nucleotide binding pathways, presumably
as a repair response in order to reduce the damage induced by the repression in
pathways like membrane organization, chromosomal organization and immune
response, that caused a structural damage. We found that in organisms exposed
to acute hypoxia, the metabolic pathways of structural disorganization were
repressed, while the pathways of proteins and fatty acids likely played a role in
repairing the stress. We conclude that the organisms compensate the chronic
stress by activating pathways that ensured the production of energy, using proteins
and cofactors as energy source. According to the results described we concluded
that the physiological, biochemical and molecular responses are related at
energetic level and can be applied in the selection of genes, biochemical
compounds and physiological rates to provide the basis for selecting molecules
that can be used as indicators of stress, and that are of special value since they
are related to each other.
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Patrones de variacion diarios de oxigeno disuelto (linea solida) y temperatura
(linea punteada), registrados en estanques de cultivo de camardn durante los
periodos de mayor mortalidad, en Sinaloa, Sonora y Nayarit. (Cortesia de G.
Portillo y F. Magallon).

a) Proceso de extraccion de organismos experimentales de la granja productora
de reproductores Acuacultura Mahr, S.A. de C.V., b) detalle del tanque de
traslado que muestra los aireadores y la malla colocada en el interior y c)
proceso de extraccion de los organismos del tanque posterior al traslado para su
aclimatacion.

Vista de los diferentes estadios de muda en camaréon blanco (L. vannamei)
(Smith y Dall, 1985).

Disefio del cambio agudo de temperatura al que fueron expuestos juveniles de
camaroén blanco (L. vannamei) de 11 g de peso.

Disefio del cambio agudo de oxigeno al que fueron expuestos juveniles de
camaroén blanco (L. vannamei) de 11 g de peso.

Disefio de la oscilacién térmica (rojo) y de oxigeno disuelto (azul) a la que fueron
expuestos juveniles de camardn blanco (L. vannamei) de 11 g de peso, durante
el reto cronico a 28 dias.

Extraccion de hemolinfa en camarones (fotografia tomada de Pascual et al.,
2003).

Sistema de incubacién de cdmaras para la determinacion de tasas fisiolégicas.

Disefio experimental utilizado para el andlisis de expresion de cada reto con el
microarreglo heterélogo de Caenorhabditis elegans. Los colores representan los
marcadores usados en las muestras para contrastar el efecto por los retos.

Registro de temperatura al que fueron expuestos juveniles de camarédn blanco (L.
vannamei) de 11 g de peso, durante el cambio agudo.

Registro de oxigeno disuelto al que fueron expuestos juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) de 11 g de peso, durante el cambio agudo.

Registro de las oscilaciones térmicas y de oxigeno disuelto a las que fueron
expuestos organismos juveniles de camarén blanco (L. vannamei) de 11 g de
peso, para evaluar la respuesta crénica a 28 dias.

Tasa de ingestién (X £ ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el
reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).

Tasa de ingestidn (X £ ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el
reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).

Tasa de ingestion (X £ ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el
reto cronico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5
mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
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significativas (n=10).

Tasa respiratoria (X £ ds), de juveniles de camarodn blanco (L. vannamei) bajo el
reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).

Tasa respiratoria (X £ ds), de juveniles de camaron blanco (L. vannamei) bajo el
reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).

Tasa respiratoria (X £ ds), de juveniles de camaron blanco (L. vannamei) bajo el
reto cronico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5
mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).

Tasa de excreciéon (X + ds), de amonio de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a
saturacion. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Tasa de excrecién (X + ds), de amonio de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C.
Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Tasa de excrecién (X + ds), de amonio de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto cronico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno
disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).

Eficiencia de absorcién (X * ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei)
bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Eficiencia de absorcién (X * ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei)
bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Eficiencia de absorcién (X £ ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei)
bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5
+ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).

Potencial de crecimiento (X * ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei)
bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Potencial de crecimiento (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei)
bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Potencial de crecimiento (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei)
bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5
+ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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Contenido de hemocianina (X + ds), en hemolinfa juveniles de camarédn blanco
(L. vannamei) durante el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a
saturacion. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Contenido de hemocianina (X + ds), en hemolinfa de juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipoxia, manteniendo la
temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Contenido de hemocianina (X + ds), en hemolinfa de juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) durante el reto cronico oscilando la temperatura 31 + 3°C y
el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).

Contenido de proteinas totales (X = ds), en cuatro tejidos de juveniles de
camaron blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipertermia,
manteniendo el oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10). BR=Branquias HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas
MUS=Misculo

Contenido de proteinas totales (X = ds), en cuatro tejidos de juveniles de
camaroén blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipoxia, manteniendo la
temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=210).
BR=Branquias HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=Musculo

Contenido de proteinas totales (X = ds), en cuatro tejidos de juveniles de
camaron blanco (L. vannamei) durante el reto crénico oscilando la temperatura
31 £ 3°C Yy el oxigeno disuelto a 3.5 £ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias.
Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias
HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=MuUsculo

Contenido de carbohidratos (X = ds), en tres tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipertermia, manteniendo el
oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
BR=Branquias HP=Hepatopancreas MUS=MuUsculo

Contenido de carbohidratos (X = ds), en tres tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipoxia, manteniendo la
temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
BR=Branquias HP=Hepatopancreas MUS=MuUsculo

Contenido de carbohidratos (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) durante el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y
el oxigeno disuelto a 3.5 £ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias HP=Hepatopancreas
MUS=Musculo

Contenido de glucégeno (X * ds), en hepatopancreas (HP) y masculo (MUS) de
juveniles de camarén blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipertermia,
manteniendo el oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).

Contenido de glucdgeno (X + ds), en hepatopancreas (HP) y musculo (MUS) de
juveniles de camardn blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipoxia,
manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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Figura 39
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Figura 49

Contenido de glucégeno (X £ ds), en hepatopancreas (HP) y masculo (MUS) de
juveniles de camarén blanco (L. vannamei) durante el reto crénico oscilando la
temperatura 31 £ 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo
de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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oxigeno disuelto a 3.5 £ 1.5 mgOZ2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).

Contenido de lactato (X + ds), en hemolinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) durante el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a
saturacion. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Contenido de lipidos totales (X *+ ds), en tres tejidos de juveniles de camarén
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Contenido de lipidos totales (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) durante el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y
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Contenido de triglicéridos (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camardn blanco
(L. vannamei) durante el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a
saturacion. Los asteriscos indican diferencias significativas  (n=10).
HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=Musculo.
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Contenido de colesterol (X + ds), en musculo (MUS) y hepatopancreas (HP) de
juveniles de camarén blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipertermia,
manteniendo el oxigeno a saturacion. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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Contenido de carotenoides (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camarén
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HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=Musculo.

Contenido de carotenoides (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) durante el reto agudo de hipoxia, manteniendo la
temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=Musculo

Contenido de carotenoides (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) durante el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y
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INTRODUCCION

La industria camaronicola en México representa el 40% del total de su
produccion acuicola, con un volumen cercano a las 130 mil toneladas anuales 'y
un valor estimado en mas de 1,000 mdd siendo ademas una fuente importante
de generacion de empleos. Sin embargo, la produccion en los Ultimos afios ha
sufrido pérdidas, generando falta de competitividad en la industria y desempleo,
debido a problemas de enfermedades como el Sindrome del Virus de la
Mancha Blanca (WSSV), la insuficiencia de post-larvas de calidad, el alto costo
del alimento, la falta de espacios para la expansion y el efecto del entorno
sobre los cultivos, entre los principales (CONAPESCA, 2011).

La mayor parte de los cultivos de camaron, se localizan en el noroeste del pais
en los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit, Colima y Baja California Sur en
estanques de tierra, donde los ciclos varian dependiendo del clima de cada
entidad. Se ha observado que en estos estanques durante el cultivo del
camaron blanco (Litopenaeus vannamei) se alcanzan concentraciones bajas de
oxigeno cerca del amanecer, llegando por debajo de 3 mg/L, producto de la
respiracion aerobica bacteriana (Boyd y Watten 1989). Por otra parte, la
temperatura promedio durante un ciclo de produccién varia entre los 19 y los
32 °C, alcanzando en ocasiones los 34°C (Villarreal y Ocampo 1993).
Adicionalmente, registros continuos tanto de temperatura como de oxigeno
disuelto, en estanques de cultivo de diferentes entidades, han demostrado que
se llegan a presentar condiciones ambientales extremas cuando el oxigeno
esta por debajo de los 2 mg/L y la temperatura se mantiene arriba de los 32 °C
(Figura 1. Portillo y Magallén, coms pers). Probablemente, estas coincidencias
son las causas de las mortalidades masivas observadas cuando los

organismos se encuentran fuera de intervalos ambientales de tolerancia.
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Figura 1. Patrones de variacion diarios de oxigeno disuelto (linea solida) y temperatura (linea
punteada), registrados en estanques de cultivo de camarén durante los periodos de mayor

mortalidad, en Sinaloa, Sonora y Nayarit. (Cortesia de G. Portillo y F. Magallon).

Lo anterior toma mayor relevancia sabiendo que entre las variables ambientales
mas importantes para los organismos se encuentran la temperatura y el oxigeno
ya que ambos afectan su nivel de actividad metabdlica. La temperatura es
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considerada por muchos autores como un factor de primer orden porque aumenta
o disminuye el nivel de actividad de los poiquilotermos provocando cambios en las
necesidades energéticas, en la condicion, el estado de salud y el crecimiento
(Bayne, 1976, Armitage y Wall, 1982). El oxigeno disuelto, por otro lado, es un
factor limitante para las especies acuéticas debido a que las reacciones
metabdlicas aerobias son controladas por su disponibilidad en el medio, por lo cual
una baja concentracion ocasiona cambios en el metabolismo de manera global
(Boyd y Watten, 1989).

Por otra parte, el estrés se puede definir como un conjunto de respuestas
fisiologicas de un organismo como reaccion a un disturbio ambiental o metabolico
gue afecte la homeostasis de un organismo (Selye, 1956). En una escala temporal
el estrés podemos clasificarlo en dos tipos: el estrés agudo, que es una alteracion
durante un corto periodo de tiempo (minutos, horas), producido por un evento
subito y puntual; y el crénico, producido por eventos ambientales a los que se
encuentra sometido un organismo de mayor tiempo de duracion (de varios dias a
semanas) (Zacarias-Soto 1997). Existen varias formas de evaluar el estrés en los
organismos acuaticos: el potencial de crecimiento es una de ellas. Consiste en
estimar la energia libre con la que cuentan los organismos para funciones tales
como crecimiento, reproduccion y movimiento, por medio de la ecuacion de
balance energético. EI modelo de balance energético, considera a los organismos
desde el punto de vista termodinamico, como un sistema abierto que intercambia
energia con su ambiente, en tres formas: calor, trabajo y energia almacenada en
compuestos bioquimicos (Rosas, et al. 2003a). La determinacion del potencial de
crecimiento (PC) se logra integrando las principales tasas fisiologicas (ingestion
(TI), respiracion (TR), excrecion nitrogenada (TE) y excrecidn de heces (TH)), por
medio de la ecuacion del balance citado (PC = TI = TR — TE - TH). Debido a que
las tasas fisiolégicas se modifican en relaciébn con los cambios ambientales, se
espera que ante estrés ambiental, se presente una disminucién del PC,

representando asi una herramienta muy Uutil para evaluar el grado de afectacion de



los cambios ambientales en los organismos. Otra forma de evaluar los efectos de
estrés, es por medio de los cambios en la condicion fisiologica de los organismos
(contenido bioquimico), esto es la cantidad de reservas de energia disponibles
(Ferron y Leggett, 1994). Durante el estrés, los organismos utilizan la energia para
abastecer la demanda energética provocada y trasladan reservas entre los
diferentes tejidos. En el camarodn los principales tejidos que sirven para evaluar
estos movimientos son hepatopancreas, la hemolinfa, los musculos y las

branquias (Newsholme y Leech, 1983).

Otro aspecto importante es evaluar las respuestas adaptativas ante condiciones
de estrés. Esto es, la capacidad de tomar rutas metabdlicas alternativas, usando la
informacion almacenada en el genoma para sintetizar un producto génico
funcional (ARN) que ayude a contrastar o minimizar el dafio provocado por el
estrés. Gracias a que los genes en un organismo pueden ser activados o
desactivados de acuerdo a las sefales metabolicas que el nucleo celular recibe de
factores internos tales como hormonas o externos como los estimulos
ambientales, alimento, patdégenos, en los ultimos afios, se ha relacionado la
expresion de genes con la respuesta de los organismos a diversas condiciones.
Por lo anterior, el analisis de la expresion es una herramienta util para conocer las
respuestas de los organismos bajo condiciones de estrés a nivel molecular.
Particularmente la técnica de microarreglos, es una herramienta muy poderosa ya
gue a través de ésta se inmovilizan miles de genes y pueden ser evaluados bajo
un mismo estimulo. Asi mismo, la expresion de genes puede ser analizada en
relacion a la activacion o inhibicién de rutas metabdlicas, en las cuales los genes

estan implicados (Logan y Somero, 2010).

En el presente trabajo, se estudiaron las relaciones entre los cambios fisiolégicos,
la distribucion y almacenamiento de compuestos bioquimicos y la expresion, en el

camaron blanco (Litopenaeus vannamei) tanto en las respuestas agudas como



cronicas bajo condiciones estresantes de temperatura y concentracién de oxigeno
disuelto, similares a las que ocurren en los estanques de cultivo ante eventos

extremos.

ANTECEDENTES

Marco ambiental del camardn blanco

El camarén blanco L. vannamei, se desarrolla bien en un amplio rango de
salinidades e incluso se ha llegado a cultivar experimentalmente en agua dulce
(Scarpa y Vaughan, 1998); teniendo su mejor crecimiento en el intervalo entre 33
UPS y 40 UPS (Ponce-Palafox et al., 1997). Su marco ambiental de temperatura
va de 23 a 30 °C, siendo su crecimiento optimo a los 28 °C (Martinez-Cordova,
1999). En relacién al oxigeno disuelto, el desarrollo de L. vannamei ha sido
determinado entre 3 y 5 mg/L (Lucien-Brun, 1989); y aunque se desconoce su
limite de tolerancia a este factor, en especies de peneidos incluidos Penaeus
japonicus, Penaeus schmitti y Penaeus monodon, niveles entre 0 y 1 mg/L son
letales en respuesta aguda, entre 1 y 1.5 mg/L son letales en exposicion
prolongada y, niveles entre 1.7 y 3.0 mg/L provocan retardo en el crecimiento de

los organismos y susceptibilidad a enfermedades (Ahuejote-Sandoval, 2004).

Potencial de crecimiento

Diversos estudios han revelado que las tasas fisiologicas se ven afectadas tanto
por factores internos (estadio de muda, edad, genética poblacional, etapa
reproductiva, etc.), asi como factores externos (condiciones ambientales,
alimentacion, exposicién a patégenos, densidad de cultivo y manipulacién, entre
otros). Dentro de las condiciones ambientales, la temperatura, el oxigeno disuelto,

los niveles de amonio y la salinidad; son las causas mas comunes de estrés,



teniendo entre los mas relevantes la temperatura y el oxigeno disuelto, debido a
su impacto en los organismos (Newman, 2000).

En crustaceos, la tasa respiratoria es afectada por variables ambientales como
salinidad, oxigeno disuelto, temperatura, intensidad de la luz (Bridges y Brand,
1980), y por variables endégenas como edad, estado nutricional, sexo, actividad,
estadio de muda, ritmo biologico (Wolvekamp y Waterman, 1960). Kurmaly et al.,
(1989), reportaron una relacion inversa entre el consumo de oxigeno y la edad de
las larvas de P. monodon. También se conoce que Metapenaeus monoceros
presenta tasas respiratorias menores a salinidades bajas (20 y 25 UPS) en
relacion a salinidades de 30 y 35 UPS (Pillai y Diwan, 2002). Li et al., (2006),
observaron que la tasa respiratoria se incrementa cuando los camarones se
alimentan a saciedad, comparados con los camarones en inanicion. Li et al.,
(2007), trabajando con juveniles de camarén blanco (L. vannamei) observaron que
el consumo de oxigeno a 3 UPS es significativamente mas alto que a salinidades

mas elevadas.

Por otra parte la tasa de excreciéon de amonio se ve afectada por factores tanto
internos como el tamafio corporal y el estado del ciclo de muda; y factores
externos como la temperatura, la salinidad y la concentracion del oxigeno disuelto
(Rosas, et al.,, 1999). Los invertebrados acuaticos excretan la mayor parte del
exceso de nitrogeno producido durante el catabolismo de los aminoacidos y
proteinas principalmente como amonio, representando entre el 70 y 90% de los
productos del metabolismo de las proteinas (Rosas, et al., 2003). En los
camarones, la excrecion de amonio se incrementa cuando la salinidad es alta y
ante los cambios abruptos en la temperatura, como se ha reportado para varias
especies Fenneropenaeus indicus, Marsupenaeus japonicus, P. monodon,
Fenneropenaeus chinensis, Farfantepenaeus aztecas, L. vannamei, M. monoceros
y L. stylirostris (Gerhardt, 1980; Chen y Lai, 1993; Chen, et al. 1994; Chen vy Lin,



1995; Hernandez y Diaz, 1995; Jiang et al. 2000, Pillai y Diwan, 2002; Re et al.
2004). También Rosas et al., (1999), reportan que la excrecién del amonio en
juveniles del camarén L. setiferus, disminuye en proporcion directa con la baja

concentracion del oxigeno disuelto a salinidades de 15 y 35 UPS.

Son pocos los estudios realizados donde se ha utilizado la ecuacién del balance
energético en camarones penéidos. Rosas, et al. (1998), evaluaron los efectos del
oxigeno disuelto durante el crecimiento de postlarvas de P. setiferus reportando
gue hay una disminucién en la produccion de biomasa y la energia asimilada del
alimento conforme disminuye el nivel de oxigeno disuelto. Sin embargo, estos
autores también encontraron que la cantidad de energia asimilada se mantiene

constante aun con la reduccion del oxigeno disuelto (4mg/L).

Kurmaly et al. (1989a, b), observaron que el potencial de crecimiento es
inversamente proporcional a la edad de las larvas de P. monodon. Y Lemos y
Phan (2001), reportaron que las larvas de Farfantapenaus paulensis requieren por

hora 3.63 J/larva para su crecimiento 6ptimo.

Contenido bioquimico

Existen numerosos trabajos que involucran los cambios metabdlicos en tejidos de
crustaceos debido a exposicion a agentes estresores. En general, el estrés
provoca cambios metabdlicos que tienen la finalidad de producir la energia
necesaria para reestablecer la condicion de equilibrio. En relacion a esto, se han
propuesto diversos indicadores metabdlicos como respuesta al estrés: el mas
clasico son los niveles de glucosa y lactato en hemolinfa (Hall y Van Ham 1998;
Racotta y Palacios, 1998; Pascual et al., 2003b; Mercier et al., 2006; Mugnier et

al., 2008); aunque también se han utilizado cambios observados en proteinas,



lipidos y carbohidratos, para evaluar el efecto del estrés en camarones ante
diversos estimulos en los tejidos de hemolinfa, hepatopancreas, musculo y
branquias (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Mercier et al., 2006; Pascual et
al., 2006).

En relacién al uso de la energia, la fuente primaria de energia para crustaceos son
las proteinas (New, 1976) y el musculo es el principal tejido de almacén (Buckup
et al., 2008). Rosas et al. (2000), sefialaron que, aunque las proteinas funcionan
principalmente como moléculas estructurales y catalizadores biologicos, los
camarones penéidos estan adaptados para utilizarlas como fuente de energia a
partir del combustible circulante (los aminoacidos), que obtienen de la dieta o por
hidrdlisis de las mismas. En experimentos realizados con L. setiferus expuestos a
alta temperatura (33 °C), se observa una reduccion del contenido proteico en
tejidos de reserva (musculo, hemolinfa) asociada a la utilizacion de estas
moléculas como un mecanismo de compensacion por el estrés causado (Pascual
et al., 2003b). En P. monodon y P. japonicus se ha documentado una disminucién
en los niveles de proteinas en hemolinfa expuestos a baja salinidad y altos niveles
de amonio (Chen et al., 1994). Sanchez et al. (2001), reportaron una disminucion
en los niveles de proteina en hemolinfa de adultos de L. setiferus al comparar

organismos silvestres con organismos aclimatados a 27 °C y 30 °C.

Por otra parte, el uso de los carbohidratos, en camarones peneidos es limitado,
debido a que carecen de sitios para almacenarlos y capacidad de procesamiento
enzimatico (Rosas et al., 2000). Sin embargo, durante situaciones de estrés, se ha
demostrado que estos organismos recurren a los carbohidratos para hacer frente a
un reto dado. Cuando los camarones peneidos son sometidos a estrés de corta
duracion ocasionados por cambios ambientales (Racotta y Hernandéz-Herrera,
2000; Racotta et al.,, 2002; Mugnier et al., 2008); o manejo (Racotta y Palacios,

1998; Mercier et al., 2006; Aparicio-Simén et al., 2010); los efectos por estrés



agudo se ven reflejados en una marcada hiperglicemia en hemolinfa. Sin embargo,
se ha observado que en L. setiferus la exposicidn cronica de camarones peneidos
a altas temperaturas (33°C), produce disminucion de glucosa en la hemolinfa para
el dia 5 con recuperacion en dias posteriores; cambio asociado a una disminucién
en el metabolismo de glucosa o a su utilizacion como un mecanismo de
compensacion en respuesta al estrés (Pascual et al., 2003b). Por otro lado, en
condiciones de hipoxia, los camarones peneidos, metabolizan la glucosa hasta
lactato a través del metabolismo anaerobio aumentando su contenido en
hemolinfa (Paterson, 1993; Racotta y Palacios, 1998; Racotta y Hernandez, 2000;
Pérez-Rostro, 2004; Mercier et al., 2006; Aparicio-Simon et al.,, 2010). En
crustaceos, diversos autores han encontrado que la glucosa es almacenada en
forma de glucogeno en hepatopancreas, masculos y branquias, para ser utilizada
en respuesta a cambios ambientales como hipoxia, salinidad e inanicion (Oliveira 'y
Da Silva 2000; Oliveira et al., 2001; Oliveira et al., 2003; Buckup et al., 2008).

Los lipidos representan la principal reserva de energia quimica en muchos
animales y se depositan en las células en forma de triglicéridos. Estas sustancias
contienen seis veces mas energia que los carbohidratos y las proteinas como
reservas energéticas (Newholme y Leech, 1983). En camarones peneidos se ha
observado que en condiciones de ayuno y manipulacién durante lapsos largos de
tiempo (3-4 semanas), los lipidos se degradan para obtener energia emergente y
por lo tanto disminuyen (Pascual et al., 2006; Mercier et al., 2006). Sin embargo,
no existen trabajos concluyentes respecto a cambios en su contenido por hipoxia o
hipertermia. En los camarones, los triglicéridos son indispensables proveedores de
energia concentrada predominantemente en hepatopancreas y ovarios (Bray et
al., 1990). Se ha registrado en L. setiferus, que la exposicion a altas temperaturas
(33 °C), provoca una disminucion de triglicéridos en los primeros 5 dias en
hepatopancreas, musculo y hemolinfa, asociado al uso de estas moléculas como
un mecanismo de compensacién agudo en respuesta al estrés, recuperando

niveles para el dia 6 (Pascual et al., 2003b). Se ha observado disminucion de



triglicéridos en hemolinfa debido a aclimatacion en L. setiferus tanto a 27 °C, como
a 31 °C durante 7 dias (Sanchez et al., 2001), y en L. vannamei por manipulacion
prolongada (4 semanas) (Mercier et al., 2006).

El colesterol es otra de las biomoléculas implicadas en respuesta a estrés en
crustaceos, ya que se ha observado que el contenido tiende a disminuir. Esta
sustancia es precursor de esteroles como los &cidos biliares, hormonas
esteroides, hormonas sexuales y del control de la muda en crustaceos e insectos,
por lo que es de importancia para conocer la respuesta hormonal global del
organismo. En camarones peneidos se observé la disminucién del contenido de
colesterol en hemolinfa durante la exposicion a niveles altos de amonio (Racotta y
Herrera, 2000) y por hipertermia (Pascual et al., 2003b). Silva-Castiglioni et al.
(2010), observaron el mismo patron en hepatopancreas y musculo en respuesta a

hipoxia, en L. vannamei.

Los carotenoides son antioxidantes importantes para los crustaceos
(principalmente astaxantina) por favorecer sus respuestas inmunes. En L.
vannamei son pocos los estudios realizados que abordan el contenido de
carotenoides y la mayoria se centran en variaciones causadas por diferentes
dietas (Meyers, S.P., 2000). Aparentemente estos compuestos no juegan un papel
relevante en respuesta al estrés ya que en hepatopancreas, no se observaron
cambios en la concentracion de este compuesto debido a hipoxia (Perez-Rostro et

al., 2004), ni por manejo constante (Mercier et al., 2006).

Expresion

A pesar de los avances en la biologia molecular en los camarones estas

respuestas son poco conocidas. Lo anterior, se debe a que la mayoria de los
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trabajos realizados en el campo de la genética con camarones, se han enfocado
en la respuesta inmune y al comportamiento reproductivo, por lo que existen

pocos estudios relacionados a los cambios provocados por estimulos ambientales.

En el caso de los efectos térmicos, existen diversos trabajos principalmente en
peces que evaluaron las respuestas celulares a nivel proteémico, es decir,
destacando la regulacion de genes para biosintesis de proteinas, particularmente
proteinas reguladoras o reparadoras de choque térmico (HSP, por sus siglas en
inglés). Logan y Somero (2010), realizaron un estudio para observar la respuesta
de aclimatacion a distintas temperaturas (9, 19 y 28 °C) en el pez Gillichthys
mirabilis, observando que, a temperaturas mas altas se presenta sobreexpresion
en genes de biosintesis y recambio de proteinas, y de transporte activo de
membrana. En la trucha artica (Salvelinus alpinus), se observd la expresion de
genes de proteinas de choque térmico que actian para la reparacion del dafio
(HSP70, HSP90, HSP30, entre otras), bajo condiciones de estrés por temperatura
(Quinn et al., 2011). Esto también fue documentado para las proteinas HSP70 y
HSP90, que actian como chaperonas fundamentales en procesos fisiologicos
celulares (Guo et al., 2010, Li y Brouwer, 2009). De la Vega et al. (2007),
sometieron a organismos de P. monodon a estrés por temperatura (35 °C),
observando por medio de la técnica de microarreglos, la represion de genes de

retro-transposones sin repeticion terminal larga (LTR, por sus siglas en inglés).

En respuesta a hipoxia en organismos marinos, se ha observado que se modifica
la expresion de genes relacionados con crecimiento celular y produccion de ATP.
Se sabe que algunos mamiferos sobreviven a lapsos de hipoxia a través de la
regulacion de genes relacionados con la sintesis de proteinas, locomocion,
metabolismo anaerobio, produccion de ATP y la gluconeogénesis (Lutz y Prentice,
2002). Dentro de las respuestas mas importantes observadas en organismos

marinos esta la represion de genes involucrados en la sintesis de proteinas,
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mientras que aquellos que participan en la produccion del ATP via glucdlisis y
gluconeogénesis se sobre-expresan, observando que el organismo se encuentra
suprimiendo el crecimiento celular y aumentando procesos para produccién o
almacenamiento de energia (Wu, 2002; Boutilier y Pierre, 2000). Van der Meer et
al. (2005), sometieron al pez cebra (Danio rerio) a hipoxia cronica y analizaron la
expresion de genes en branquias a través de microarreglos, observando un
aumento en la expresion de genes codificantes para el transportador de oxigeno
mioglobina y acumulacién de colesterol y glucolipidos. Sin embargo, no existen
trabajos donde se induzca la expresiéon de estos genes o que indiquen que el gen
de la hemocianina aumenta debido a hipoxia en crustaceos marinos. En
camarones peneidos existen pocos trabajos de la respuesta a hipoxia. Se ha
observado en L. vannamei que esta respuesta esta controlada principalmente por
el gen codificante para el factor inducible de hipoxia (HIF-1), un heterodimero
compuesto por las subunidades a y 3. Este compuesto se ha descrito como un
sensor en crustaceos marinos que regula la accion del metabolismo anaerobio,
mediante la activacion o desactivacion de genes relacionados con la sintesis de
acarreadores de oxigeno, transportadores de glucosa o enzimas glucoliticas entre
otros (Sofianez-Organis et al., 2009, Sofianez-Organis et al., 2010). En trabajos
con F. chinensis, expuestos a hipoxia se encontrO0 activacion de genes
involucrados en las rutas de glucdlisis y gluconeogénesis considerandose algunos
(enolasa y fosfopiruvato hidratasa) como caracteristicos de respuesta a hipoxia en
crustaceos (Jiang et al., 2009). También se han observado cambios en genes
relacionados con el metabolismo de lipidos en P. pugio siendo los de metabolismo
de &cidos grasos, de transporte de lipidos y de sintesis de colesterol y leicopenos
los mas informativos en respuesta a hipoxia (Li y Brouwer, 2009). Rathburn et al.
(2013), expusieron organismos a hipoxia por 4 h y 24 h trabajando con L.
vannamei y analizaron la expresion génica utilizando microarreglos, observando
inhibicion de genes de balance energético, biogénesis del ribosoma y sintesis de
proteinas. Puntualizaron el aumento del gen de la enzima arginina quinasa y la

chaperona HSP70 entre las mas importantes, los cuales son usados como
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estrategia para almacenamiento de ATP la primera, y como proteccion contra

estrés oxidativo a nivel celular la segunda.

JUSTIFICACION

En la zona noroeste de México se ubican granjas productoras de camarédn blanco
(Litopenaeus vannamei) con alto valor econdmico, que se ven afectadas por el
clima de cada entidad. Existen pocos estudios fisiol6gicos y de expresion en esta
especie que consideren las variaciones reales que afectan a los cultivos. Es
necesario entender las respuestas fisiologicas, los cambios en contenido
bioquimico asociados y la relacion con la expresion para hacer frente al estrés
ambiental impuesto por las altas temperaturas y bajos niveles de oxigeno
presentes en las granjas de cultivo, tanto a corto como a largo plazo. Lo anterior

ayudara a sentar indicadores para la mejora del cultivo.

HIPOTESIS

Las variables ambientales determinan cambios fisiolégicos en los organismos
marinos, que se ven reflejados en las tasas fisiologicas, la forma en que se usa la
energia y la expresion. Por lo tanto, si el camardn blanco (Litopenaeus vannamei),
es sometido a condiciones estresantes de temperatura y oxigeno disuelto,
recurrira a cambios para compensar el estrés provocado y se observaran
modificaciones en las tasas fisioldgicas, el contenido bioquimico y la expresién de

rutas metabdlicas.
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OBJETIVOS

General

e Establecer relacibnes entre las respuestas fisiolégicas, el contenido
bioquimico y la expresion del camarén blanco (Litopenaeus vannamei) ante

cambios agudos y crénicos de hipertermia e hipoxia.

Especificos

e Establecer los cambios en las tasas fisiologicas implicadas en el célculo del
potencial de crecimiento, en juveniles de camaron blanco (L. vannamei) en

respuesta a cambios agudos y cronicos de hipertermia e hipoxia.

e Determinar el contenido bioguimico en los tejidos de hemolinfa, branquias,
hepatopancreas y musculo en juveniles de camaron blanco (L.vannamei)

ante cambios agudos y cronicos de hipertermia e hipoxia.

e Observar los cambios en las principales rutas metabodlicas expresadas y
reprimidas en branquias de juveniles de camarén blanco (L. vannamei) ante

cambios agudos y cronicos de hipertermia e hipoxia.

e Relacionar las respuestas fisiologicas, el contenido bioquimico y la
expresion en juveniles de camarén blanco (L. vannamei) ante cambios

agudos y crénicos de hipertermia e hipoxia.
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METODOLOGIA

DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental consisti6 en someter a organismos juveniles de camaron
blanco (L. vannamei) aclimatados a condiciones éptimas de temperatura y oxigeno
disuelto, a un cambio abrupto de temperatura alta y de hipoxia para evaluar las
respuestas agudas de tasas fisiologicas, contenido bioquimico y de expresion.
Simultdneamente y en un segundo grupo de organismos, se mantuvieron las
mismas condiciones experimentales de forma ciclica para evaluar la respuesta
cronica con las mismas variables, simulando lo que ocurre en los estanques de

cultivo en condiciones sub-Optimas.

ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Origen

Organismos juveniles de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) con un peso
promedio aproximado de 11 g, fueron obtenidos para el presente estudio de la
granja productora de reproductores Acuacultura Mahr, S.A. de C.V. ubicada en el
Km 1 Carretera a Pichilingue La Paz, B.C.S. Los organismos fueron extraidos de
estanques supralitorales de cultivo expuestos a cambios naturales ambientales de
temperatura respectivos a la zona. El control de oxigeno en estos cultivos es a
través de la operacién de aireadores dentro de los estanques. Los organismos
fueron extraidos por medio de un chinchorro y se seleccionaron organismos de
una talla aproximada de 11 g que se observaban activos. Posteriormente, los
organismos fueron colocados dentro de un tanque de 1000 L conteniendo agua
marina filtrada a 20 um, ozonificada y con aireacion constante por medio de un

compresor de aire conectado a la corriente eléctrica de un vehiculo pick-up.
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Previamente, en el interior del tanque se encontraba una malla plastica para

facilitar la extraccién de los organismos.

El traslado se realizé a las instalaciones del Centro de Investigaciones Biologicas
del Noroeste (CIBNOR), durando aproximadamente 40 minutos y los organismos
fueron extraidos del tanque cuidadosamente usando una malla plastica y
colocandolos dentro de tinas de fibra de vidrio de 500 L con agua marina filtrada a
5 um, con salinidad 40 UPS, aireada a saturacién y mantenida a temperatura
controlada de 28 °C. Las tinas fueron cubiertas con una malla para mantener a los
organismos en su interior (Figura 2).

Figura 2. a) Proceso de extraccion de organismos experimentales de la granja productora de
reproductores Acuacultura Mahr, S.A. de C.V., b) detalle del tanque de traslado que
muestra los aireadores y la malla colocada en el interior y c) proceso de liberacion de los
organismos en las tinas del laboratorio para su aclimatacién.

Aclimatacion

Los organismos fueron aclimatados por 2 semanas bajo las condiciones descritas,
a una densidad de 1 organismo/5 L de agua. Se mantuvo un fotoperiodo de 12 h
luz: 12 h oscuridad y se alimentaron con pellets marca Azteca® a razon del 2.75 %
de su peso humedo dividido en dos porciones al dia. Diariamente se hizo un
recambio de agua del 50 % eliminando las heces por medio de un sifén y los

organismos muertos se sacaron para conservar la calidad del agua.
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CONTROL DE VARIABLES AMBIENTALES

Se llevo a cabo el montaje de un sistema llamado ECOSIM, capaz de controlar
simultaneamente de forma estable u oscilante diferentes variables ambientales
para recrear ambientes controlados (Sicard et al., sin publicar). De esta forma fue
posible controlar las condiciones de temperatura y oxigeno disuelto acorde al

disefio experimental.

BIOENSAYOS

Para todos los bioensayos se seleccionaron organismos en estadio de muda C
(intermuda) de acuerdo al método descrito por Smith y Dall (1985). El estadio de
muda de los organismos se determind con ayuda de un estereoscopio 0 de un
transiluminador y lupa (Figura 3). Antes de iniciar cada medicidon y muestreos, los
organismos fueron puestos en ayuno durante 12 h para evitar interferencia en los

resultados debido al metabolismo.

EstadioAYB Intermuda (estadio C) Premuda (estadios DO a D4) Ecdysis (estadio E)

Figura 3. Vista de los diferentes estadios de muda en camarén blanco (L. vannamei) (Smith y Dall,
1985).

Exposicién al reto agudo de temperatura

Durante el reto térmico agudo, los organismos fueron expuestos a un cambio

repentino de temperatura de 34 °C. Previamente fueron distribuidos en 6 tinas de
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100 L con agua marina filtrada a 5 pm y mantenidos durante 2 h en condiciones
optimas de 28°C, 5 mgO,/L y 40 UPS sin perturbar, para evitar estrés por manejo.
Posteriormente la temperatura se incrementd a una tasa de 4 °C/h hasta alcanzar
los 34 °C, reto que se mantuvo durante 2 h. Después de este tiempo, la
temperatura bajé a la misma tasa hasta alcanzar los 28 °C conservando las
condiciones 6ptimas por 24 h (Figura 4). Para evaluar los cambios por efecto del
reto provocado, se muestrearon organismos en la etapa previa (control), durante el

reto y en la recuperacion (a las 24 h).
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Figura 4. Disefio del cambio agudo de temperatura al que fueron expuestos juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) de 11 g de peso.

Exposicién al reto agudo de oxigeno

Durante el reto agudo de oxigeno, los organismos fueron expuestos a un cambio
repentino de oxigeno de 2 mgO,/L. Previo al reto, se mantuvieron de la misma
forma descrita que en el reto térmico y posteriormente la concentracion de oxigeno
se bajo a una tasa de 1.5 mgO,/L/h hasta los 2 mgO,/L. Esta condicion se

mantuvo durante 2 h y después la concentracion de oxigeno se incrementd a la
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misma tasa hasta alcanzar los 5 mgO,/L conservando las condiciones Optimas por
24 h (Figura 5). De la misma forma que en el reto térmico, se muestrearon
organismos para evaluar los cambios provocados por el reto en la etapa previa
(control), durante el reto y en la recuperacion (a las 24 h).

Exposicién al reto cronico combinado de temperatura y oxigeno

El reto cronico se logro exponiendo a los organismos a variaciones simultaneas de
31 £ 3 °C y de oxigeno 3.5 = 1.5 mgO,/L por un periodo de 28 dias. Los
organismos fueron introducidos en una tina de 800 L conteniendo 500 L de agua
marina filtrada a 5 pm conectadas al ECOSIM. En la simulacion realizada la
temperatura fue controlada a 34 °C por las tardes y de oxigeno disuelto 2 mgO?/L
por la madrugada para emular las condiciones estresantes de ambos factores que
se presentan en los estanques de cultivo (Boyd y Watten, 1989). Para evaluar las
respuestas, los organismos se muestrearon durante la mafiana (hipertermia) y por
la noche (hipoxia), en un periodo inicial (dia 1), intermedio (dia 14) y final (dia 28)
(Figura 6).
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Figura 5. Disefio del cambio agudo de oxigeno al que fueron expuestos juveniles de camarén
blanco (L. vannamei) de 11 g de peso.
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Figura 6. Disefio de la oscilacion térmica (rojo) y de oxigeno disuelto (azul) a la que fueron
expuestos juveniles de camarén blanco (L. vannamei) de 11 g de peso, durante el reto
cronico a 28 dias.

TEJIDOS

Muestreo

Los organismos muestreados para cada uno de los retos descritos anteriormente
fueron: 10 para potencial de crecimiento, 12 para contenido bioquimico y 20 para
observar la expresion. Una vez que los organismos fueron muestreados, se

procedio a la extraccion de tejidos como se describe a continuacion:

La extraccion de hemolinfa se realizo atravesando la membrana artroidal del seno
ventro-lateral del abdomen por medio de una jeringa estéril para insulina de 1 mL
con aguja removible (Figura 7). Previamente la jeringa fue cargada con 500 pL de
una solucion anticoagulante (450 mM NacCl, 10 mM KCI, 10 mM EDTA, 10 mM
Hepes, pH 7.3) con la cual se mezclé la hemolinfa al momento de ser extraida.
Una vez extraida, la hemolinfa se vertié en un tubo eppendorf para separar los
hemocitos del plasma, centrifugando a 1300 X g durante 10 min, a 4 °C. El plasma

se coloc6 en un tubo limpio para realizar los analisis bioquimicos.
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Posterior a la extraccion de la hemolinfa, los organismos se sacrificaron por medio
de un corte rapido de la region cefalica y se obtuvieron las branquias,
hepatopancreas y musculo. Las branquias fueron extraidas separando el
caparacho, arrancandolas con un férceps desde su base. La extraccion de
hepatopancreas se realizd haciendo una diseccion para retirar este tejido del tubo

digestivo. EI musculo se obtuvo retirando el exoesqueleto del abdomen y cortando

septos abdominales con un bisturi.

Figura 7. Extraccion de hemolinfa en camarones (fotografia tomada de Pascual et al., 2003).

Preservacion de muestras

Una vez realizado cada muestreo, los restos de cada organismo se introdujeron en
tubos falcon y los tejidos extraidos en tubos eppendorf de 2 mL, ambos tubos
previamente pesados a fin de conocer la cantidad exacta de tejidos en fresco. Los
tejidos extraidos fueron fragmentados en pequefias porciones; pesandose 0.1 g
con ayuda de una balanza analitica digital (Precisa XT 320M). Una fraccion de
tejido de branquias fue preservado para el analisis de expresién en RNAlater.

Inmediatamente después, los tubos fueron enfriados en nitrégeno liquido (—200
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°C) y preservados en un ultracongelador (So-Low Fisher U85-25) a -80 °C. La
liofilizacion para analisis bioquimicos vy fisiologicos se realizd posteriormente en
una liofilizadora (Virtis 249193) de 5 L de capacidad durante 24 h o hasta que se
observé el color caracteristico del tejido liofilizado y posteriormente se obtuvo el
peso seco del organismo. En el caso de los tejidos, se calculd el porcentaje de
humedad y después se procedié a hidratar y homogenizar las muestras con agua
desionizada y arena libre de materia organica con un homogenizador (Fast-
prep24) durante 20 s para obtener un extracto crudo (aproximadamente 1 mL de
diluyente por 0.1 g de tejido) cuando fue necesario. En el caso de la hemolinfa, se
tomo directamente junto con la solucion anticoagulante y se hicieron diluciones

con agua destilada como se indica en cada caso.

RESPUESTAS FISIOLOGICAS

Sistema de incubacién

Las tasas fisiologicas fueron evaluadas en 10 organismos de manera individual
manteniéndolos dentro de un sistema de camaras de flujo continuo descrito por
Sicard (2006). Adicional a las 10 camaras de incubacidon con organismos, se
mantuvieron dos camaras adicionales sin organismos consideradas como blancos.
Una vez que las camaras fueron selladas, dos terceras partes de la altura de las
camaras fueron sumergidas en agua a manera de bafio Maria en la cual la
temperatura fue mantenida por medio del ECOSIM. La manguera de salida de

cada camara fue colocada en un distribuidor (Figura 8).

El agua entrante se mantuvo a un flujo de 50 mL/min bajo las condiciones de cada
reto. Cada organismo se alimentd con el alimento descrito anteriormente, con una
racion previamente pesada dejando el alimento a su disposicion por 1.5 h, durante

este tiempo se determinaron las tasas de respiracién y excrecion de amonio.
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Posteriormente se extrajo el alimento no ingerido y las heces producidas. Previo al
reto, se realizaron incubaciones con organismos mantenidos a las condiciones
Optimas, los cuales fueron considerados como organismos control. Para los
organismos problema, las determinaciones fisiolégicas se realizaron a las 2 h
posteriores a alcanzar el respectivo reto y a las 12 h para observar la capacidad

de recuperacion.

Figura 8. Sistema de incubacién de camaras para la determinacion de tasas fisioldgicas.

Tasas Fisioldgicas

En cada reto descrito anteriormente se realiz0 la estimacion de las tasas
fisiolégicas implicadas en la ecuacion de balance energético (de ingestion,
respiratoria, de excrecion de amonio y eficiencia de absorcién), como se describe

a continuacion.

Tasa de Ingestion

La tasa de ingestion se estimd midiendo el consumo de alimento por hora y
referida al peso seco de tejido de cada organismo. El alimento no ingerido se
succion6 por medio de una pipeta pasteur del fondo de la camara posterior a un
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tiempo de alimentacion de 1.5 h. Después, se colocd sobre un filtro de fibra de
vidrio de 2.5 cm, previamente llevado a peso constante y se filtr6 por medio de una
bomba de vacio. Los filtros con alimento se lavaron con agua destilada para
eliminar las sales, se secaron a 65°C y se llevaron a peso constante, para obtener
el contenido organico, mas el inorganico del alimento. Posteriormente los filtros
fueron incinerados en una mufla a 450°C por 4 h y nuevamente se llevaron a peso
constante para tener el peso seco libre de materia organica del alimento. El
consumo de alimento se calculé por la diferencia entre el peso de la racién
colocada en la cAmara de incubacién, menos el peso del alimento no ingerido. A
esta diferencia se le resto el peso del alimento perdido por lixiviaciéon durante la
incubacion, obtenido del alimento de la camara blanco (sin organismo). La tasa de

ingestion (TI) (mg/g/h) se calculo con la siguiente manera:

Tl = Consumo de alimento / Peso Seco * tiempo de incubacion

Eficiencia de absorcion

La eficiencia de absorcion (%) se estimo por el método de Conover (1966), el cual
relaciona el contenido de materia organica e inorganica en muestras de alimento y

heces mediante la ecuacion:

EA=(F-E)/ (1-E) F

Donde:

F= es el contenido de material organico del alimento / peso total del alimento

E= es el contenido de material organico de las heces / peso total de las heces

El contenido de material organico del alimento se obtuvo de los datos de la tasa de
ingestion, mientras que el contenido de heces se obtuvo a partir de la extracciéon

de heces desde el fondo de la camara con una pipeta pasteur después de un
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periodo de alimentacion de 2 h. A partir de las muestras de heces en los filtros, se
siguio el procedimiento descrito anteriormente para el alimento no ingerido para

obtener el contenido de materia organica e inorganica de las heces.

Tasa de absorcion

La tasa de absorcion (TA) en mg/g/h se calculé mediante la formula:

TA=TI*EA

Los resultados se expresaron en g/g/h y fueron convertidos a unidades
energéticas utilizando el equivalente energético por gramo del alimento

suministrado de acuerdo con el fabricante Azteca® (4231.71 Cal/g).

Tasa respiratoria

La tasa respiratoria se calculé midiendo el consumo de oxigeno por el flujo de la
camara de incubacién entre el peso seco de tejido de cada organismo. El
consumo de oxigeno fue estimado con la diferencia entre el promedio del oxigeno
disuelto de la cdmara blanco sin organismos menos el oxigeno disuelto de cada
camara conteniendo un organismo. La medicion de oxigeno disuelto se realizo por
medio de un sensor de oxigeno de fibra Optica (microoptode) de 50 um de
diametro del oximetro Microx TX2. La tasa respiratoria (TR) en mgO,/g/h se

calcul6 por medio de la ecuacion:
TR= (Consumo de oxigeno* Flujo) / Peso seco de tejido
Los resultados de TR fueron convertidos a unidades energéticas utilizando el

equivalente energético de 14.3 J/mg O, consumido (Lucas 1993).
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Tasa de excrecién de amonio

La tasa de excrecion de amonio se midio estimando la produccién de amonio por
el flujo de la camara entre el peso seco de tejido de cada organismo. La
produccion estimada midiendo el contenido de amonio en cada camara con
organismo menos el contenido de amonio promedio de las camaras control sin
organismos. La cuantificaciéon de amonio por el método de flujo-inyeccion analisis
propuesto por Hunter y Uglow (1993), para esto, se tomaron muestras de agua de
2 mL a la salida de cada camara en tubos eppendorf a los 90 minutos después de
retirar el alimento no ingerido y las muestras de agua se preservaron a -20 °C. El
calculo de esta tasa de excrecion de amonio (TE) en mgNHJs/mL se realizo

mediante la siguiente ecuacion:

TE= (Excrecion de amonio x Flujo)/ Peso seco de tejido

Los resultados de TU fueron convertidos a unidades energéticas utilizando el

equivalente energético de 20.5 J/ mgNH,4 excretado (Lucas, 1993).

Potencial de Crecimiento

Una vez que se estimaron las diferentes tasas fisiologicas y la eficiencia de
absorcion, los valores obtenidos se expresaron en unidades de energia
(Joules/g/h) como se menciond anteriormente y se integraron a la ecuacion de
balance energético propuesta por Warren y Davis (1967) para calcular el potencial

de crecimiento (PC) en J/g/h:

PC=TA- (TR + TE)
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Para evaluar la capacidad de respuesta a corto y largo plazo, de acuerdo al disefio
experimental planteado, se realiz6 una comparacidn entre la respuesta aguda por
cambios repentinos de temperatura y oxigeno y las respuestas crénicas por

exposicion a una condicion sostenida.

Pigmento respiratorio (hemocianina)

La concentracion de hemocianina se determind a partir del plasma que se obtuvo
de la centrifugacion de la hemolinfa a 1300 X g durante 10 minutos a 4 °C. A
continuacion se realizé una dilucion del plasma 1:20 con solucidén isotonica de
crustaceos (SIC: NaCl 450 mM y KCI 10 mM por litro). Posteriormente, las
muestras fueron colocadas en celdas de 1 mL y estas a su vez en un
espectrofotometro para determinar su absorbancia a una longitud de onda de 335

nm.

La concentracion de hemocianina por mL de hemolinfa se calculé de acuerdo al
coeficiente de extincién (E1%) de 2.83 de una solucion de hemocianina al 1% (10
mg/mL) en una fotocelda de 1 cm (Chen et al., 1994; Racotta y Hernandez-

Herrera, 2000) de la siguiente manera:

Hemocianina (mg/mL)= (Absorbancia x Factor de Dilucion x 10) / 2.83

CONTENIDO BIOQUIMICO

Las técnicas utilizadas fueron las adaptadas a microplacas (Racotta & Palacios,
1998; Racotta & Hernandez-Herrera, 2000), utilizandose kits comerciales
(RANDOX, Sigma-Aldrich, Boehringer Mannheim GMBH) y midiendo la
absorbancia de las muestras en un espectrofotdmetro a diferentes longitudes de

onda segun fue el caso. En el caso de hemolinfa se determiné la concentracion
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de proteinas, hemocianina, glucosa, lactato, carotenoides y triglicéridos; para el
caso de branquias se cuantifico el contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos;
en muasculo y hepatopancreas se determind la concentracion de carbohidratos,
glucogeno, proteinas, lipidos, triglicéridos, colesterol y carotenoides.

Proteinas Totales

Para determinar las proteinas de las muestras, se utilizd6 la técnica del Acido
Bicinconinico o BCA (Fijumoto et al., 1985). Se basa en el principio de que las
proteinas reducen los iones cupricos a iones cuprosos bajo condiciones alcalinas.
Los iones cuprosos reaccionan con el acido bicinconinico, sal sodica para formar
un color morado. El color formado es proporcional al contenido proteico de la
muestra. Se utiliza una solucion reactiva comercial de Sigma (solucién de acido
bicinconinico B9643 y solucion de sulfato de cobre Il C2284). Para el caso de
plasma o hemolinfa, se realizé una dilucién 1:100 con agua destilada. Para tejidos
se usO una alicuota de 0.01 mL del homogeneizado que se pone a digerir en 0.1
mL de Nao 0.1 N durante 120 minutos, posteriormente se tom6 0.025 mL del
digerido o de la muestra diluida, se puso en el fondo de una microplaca y se le
agrego el reactivo preparado de BCA. Se incub6 a 60°C durante 15 minutos y fue
leida su absorbancia en un espectrofotometro de placas (Termo Multiskan

Spectrum) a 562 nm.

Se utiliz6 una solucién estandar con una concentracion de 2 mg/mL de albamina
bovina (Sigma a-3733) para la curva estandar, la cual se diluy6é en proporcion 1:1
en solucién salina obteniendo concentraciones de 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, .0625 y

0.03125 mg/mL de proteina y se usé agua destilada como blanco.

La concentracion de proteinas se calcul6 con la siguiente relacion:
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Proteinas (mg/g) = (Absorbancia x Factor de Dilucion) / (pendiente curva tipo X

Peso seco del tejido)

Carbohidratos Totales

Para determinar la concentracion de carbohidratos totales se utilizé un método
basado en Roe et al. (1961). Este método se basa en hidrolizar enlaces
glucosidicos de los polisacaridos y disacaridos con &cido sulfurico para
convertirlos en monosacaridos, los cuales reaccionan con el compuesto de
antrona para dar un color verde, este color varia su intensidad dependiendo de la

cantidad de carbohidratos presentes en la muestra y puede leerse a 620 nm.

Se realiz6 una curva tipo de la siguiente manera: La solucion estandar de
carbohidratos fue de dextrosa en una concentracion de 5 mg/mL, de la cual se
prepararon diluciones en proporcion 1:1, en 500 pL de TCA, quedando
concentraciones de 5, 2.5 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 mg/mL de

carbohidratos. Se utilizé agua destilada como blanco.

La concentracion de carbohidratos totales se calcul6 con la siguiente relacion:

Carbohidratos (mg/g) = (Absorbancia x Factor de Dilucién) / (Pendiente de la curva

tipo x Peso de tejido seco)

Glucogeno

Para la determinacion de glucogeno, se tomaron 0.3 mL de homogeneizado de
cada muestra y se mezclaron con 0.3 mL de TCA al 20 % en tubos eppendorf,

esto con la finalidad de precipitar proteinas que interfieren en la medicién de
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carbohidratos. Los tubos se centrifugaron a 3600 rpm por 10 minutos a 4 °C en
una centrifuga refrigerada (Eppendor 5810 R). Se recuperd el sobrenadante en
tubos limpios. El glucégeno se determiné por el método de antrona, (Van Handel,
1965), para muestras pequefias. Para la extraccion de glucogeno del
sobrenadante de TCA, se tomaron 0.1 mL del sobrenadante de cada muestra, se
le afiadieron 2 mL de etanol para precipitar el glucégeno. Las muestras se
centrifugaron a 3600 rpm y se eliminé todo el etanol, con pipeta y se evaporé en
un horno-estufa (VWR-Sheldon Mnufacturing 1350FM) a 70 °C, una vez hecho lo
anterior se re-suspendié el glucogeno con 0.1 mL de agua destilada.
Posteriormente, a cada tubo de muestra y de la curva tipo, se le agregaron 1 mL
de solucion de antrona 0.1 % diluida en H;SO4 al 72 %. Las preparaciones
anteriores se calentaron a 90 °C a bafio Maria durante 5 minutos. Por Ultimo, se
enfriaron, también a bafilo Maria, y se leyd su absorbancia en un

espectrofotometro a 620 nm.

Para obtener la curva tipo, la solucién estandar de glucogeno contiene 5 mg mL-1,
de ésta se prepararon diluciones en proporcién 1:2, en 500 uL de TCA, quedando
concentraciones de 5, 2.5 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 mg mL-1 de
glucégeno.

La concentracion glucdégeno se calculd con la siguiente relacion:

Glucégeno (mg/g) = (Absorbancia x Factor de Dilucion) / (Pendiente de la curva

tipo x Peso de tejido seco)

Glucosa

Para medir glucosa, se utiliz6 una prueba enzimatica colorimétrica (kit de

RANDOX método GOD-PAP). El método se basa en la oxidacion enzimatica de la
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glucosa en presencia de glucosa oxidasa. El peréxido de hidrogeno formado
reacciona, catalizado por la peroxidasa, con fenol y 4-aminofenazona para formar
un indicador de quinoneimina dando un colorante rojo violeta (absorbancia
maxima a 490 nm) que es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la
muestra y que fue calculada a partir de una curva tipo con estandares de 12.5, 5,
50 y 100 mg dL-1. Para los analisis se extrajeron 20 uL de hemolinfa y estandares
que se colocaron en el fondo de una microplaca, se le agregé 200 pL de solucion
reactiva, se incubaron 30 minutos y se leyeron en un lector de microplacas BIO-
RAD 550 a una absorbancia de 490 nm.

La concentracion de glucosa se calculo con la siguiente relacion:

Glucosa (mg/mL) = (Absorbancia x Factor de Dilucién x 10) / (pendiente de la

curva tipo x peso de tejido seco)

Lactato

Para lactato, se utilizé6 una prueba enzimatica colorimétrica (kit de RANDOX PAP,
No. catalogo LC 2389). El 4cido lactico reacciona en presencia de oxigeno y por
medio de la reaccidn catalizadora por la lactato oxidasa se produce piruvato +
peroxido de hidrogeno, este dltimo compuesto reacciona con 4-chlorofenol y 4-
aminoantipirina en presencia de peroxidasa dando lugar a un compuesto colorido
(quinoneimina), el cual es directamente proporcional a la concentracion de lactato
presente en la muestra y que fue calculada a partir de una curva tipo con
estandares de 1.25, 2.5, 10, 20y 40 mg dL-1.

Para los analisis se extrajeron 20 uL de hemolinfa y estandares que se colocaron
en el fondo de una microplaca, se le agregaron 200 uL de solucién reactiva, se
incubaron 10 minutos y se leyeron en un lector de microplacas BIO-RAD 550 a

una absorbancia de 540 nm.
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La concentracion de lactato se calcul6 con la siguiente relacion:

Lactato (mg/mL) = (Absorbncia x Factor de Dilucion) / (pendiente de la curva tipo x

peso de tejido seco)

Lipidos Totales

Para la cuantificacion de lipidos se utiliz6 el método de la sulfafosfovainillina segun
Barnes y Balckstock (1973). Este se basa en la reaccién de los lipidos con el
reactivo fosfovainillina y el acido sulfarico para dar un complejo de color rosa. La
intensidad de este color es proporcional a la concentracion de lipidos en la
muestra y es susceptible de leerse a una absorbancia de 540 nm. La curva tipo
para lipidos fue una solucién estandar de lipidos (Lin-Trol Sigma L2648) con 20
mg/mL, de ésta se prepararan diluciones en proporcion 1:1 en 1 mL de solucion
salina, quedando concentraciones de 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 y 0.15625

mg/mL de lipidos. Se utilizo solucion salina como blanco.

La concentracion de lipidos se calcul6 con la siguiente relacion:

Concentracion de lipidos (mg/g) = (Absorbancia x Factor de Dilucion) / (pendiente

de la curva tipo x peso de tejido seco)

Triglicéridos

Se utilizdé una prueba enzimatica colorimétrica (GPO-PAP kit de RANDOX). Este
método se baso6 en la hidrélisis enzimatica con lipasas de los triglicéridos usando
un indicador (Jacobs & VanDenmark, 1960, Koditschek & Umbreit, 1969, Trinder,

1969). El indicador es una quinoinemina formada por peréxido de hidrégeno, 4-
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aminofenazona y 4-clorofenol, bajo la influencia de una peroxidasa, la 4-
aminofenazona da un color rosado que puede medirse a 490 nm. Esta coloracién
es proporcional a la concentracion de glicerol-3-fosfato y la concentracion absoluta
se obtiene al comparar los resultados de las muestras problemas con una curva
tipo. Esta técnica ha sido adaptada a microplaca de 96 pozos (Racotta y Palacios,
1998). Se tomd una alicuota del fluido u homogeneizado de 0.020 mL y se puso
en el fondo de una microplaca, se le agregaron 0.2 mL de solucidn reactiva, se
incub6 10 minutos y se leyé en un espectrofotometro de microplacas (Termo
Multiskan spectrum) a una absorbancia de 540 nm.

Para la curva tipo, la solucion estandar de triglicéridos fue de 200 mg/dL, de ésta,
se prepararon diluciones en proporcion 1:1, en 1 mL de solucion diluyente,
guedando concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 mg/dL de

triglicéridos. Se utiliz6 agua destilada como blanco.

La concentracion de triglicéridos se calculé con la siguiente relacion:

Triglicéridos (mg/g) = (Absorbancia x Factor de Dilucién) / (pendiente de la curva

tipo x peso de tejido seco)

Colesterol

Esta determinaciéon se realiz6 utilizando el kit comercial CHOD-PAP (Boehringer
Mannheim GMBH, Biberach, Alemania). La técnica se basa en que el colesterol es
oxidado enzimaticamente por la colesterol oxidasa (CHOD), entonces el H,O,
generada en la oxidacion permite la union oxidativa del fenol con la 4-
aminoantipirina mediante una reaccion catalizada por la peroxidasa (POD); resulta

en una quinoneimina de color rojo como indicador final que puede leerse a 490 nm
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con un espectrofotdmetro. Se utilizo la técnica adaptada a microplaca de 96 pozos
(Racotta y Palacios, 1998), se tomé una alicuota del fluido u homogeneizado de
0.020 mL y se puso en el fondo de una microplaca, se le agregaron 0.2 mL de
solucién reactiva, se incubé 15 minutos y leyé en un espectrofotbmetro de

microplacas (Termo Multiskan spectrum) a una absorbancia de 490 nm.

Para este andlisis, se elaboré una curva tipo con las siguientes concentraciones:
6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 mg dl-1. Para el blanco se utilizé SIC, el cual es una

solucion salina isoténica para crustaceos (Mendoza, 1992).

La concentracion de colesterol se calcul6d con la siguiente relacion:

Colesterol (mg/g) = (Absorbancia x Factor Dilucion) / (pendiente de la curva tipo X

peso de tejido seco)

Carotenoides

Para la determinacion de carotenoides totales se utilizo la técnica desarrollada por
Palacios (et al. 1999), que se basa en la propiedad de los carotenoides para ser
solubles en grasas ya que pueden ser extraidos con solventes organicos (como
acetona); y debido a la presencia de un elevado numero de enlaces conjugados
alternados en su estructura terpenoide el extracto es leido por espectrofotometria
a 470 nm (Nachtigall, 2007). Para realizar el analisis se coloc6é 100 puL del
homogeneizado de muestra en tubos de vidrio y se agregé 1 mL de acetona,
después los tubos tapados se agitaron y se dejaron 24 horas en la oscuridad.
Posteriormente se agreg6 una espatula de sulfato de sodio anhidro (10 mg) y se
agitd, luego se centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos y se recuperd el

sobrenadante, el cual fue leido en un espectrofotometro a 470 nm en celdas de
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cuarzo. Se utiliz6 acetona como blanco y el factor 0.19 como coeficiente de

extinciéon de la absorbancia tedrica de una concentraciéon al 1%.

La concertacion de carotenoides se calculé con la siguiente relacion:

Carotenoides (ug/gr) = (Absorbancia x 10 x factor de dilucién) / (0.19 x peso de
tejido seco)

EXPRESION

El tejido de branquia preservado a -80 °C fue utilizado en el analisis de expresion
primero mediante una extraccion de ARN para la técnica de microarreglos y
después evaluando la expresion de los genes mayormente expresados mediante

el andlisis de los resultados. La metodologia fue la siguiente:

Extraccion de ARN

Del tejido conservado a -80 °C se utilizé6 100 mg de tejido para la extraccion de
ARN en 1 mL de TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science). La
homogenizacion del tejido se realizd6 agregando 100 mg de perlas de cristal
(SIGMA Glass beads, acid washed, 425 - 600 ym) en el equipo FastPrep®-24. El
ARN se resuspendiéo en agua DEPC 0.1% (el volumen dependié del tamafio del
pellet ya sea 15, 30 o 50 uL) y se cuantificdé la concentracién obtenida en cada
extraccion utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific). La
calidad del ARN se evalu6 en una electroforesis en gel de agarosa al 1% bajo

condiciones desnaturalizantes.
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Disefio experimental de microarreglos

Para garantizar que los andlisis mediante microarreglos de ADN fueran confiables,
se hizo un disefio especial en el cual se invirtieron los marcadores de las
muestras usadas como control usando uno para los retos agudos y otro para los

retos cronicos como se describe en la Figura 9.

Reto agudo térmico Reto agudo térmico
34°Cy 5 mLO,/L 28°Cy 2 mLO,/L
Control

(28°C y 5 mLO2/L)

Control
(28°C y 5 mLO2/L)

P e —

Cronico Crénico
(31+ 3°C y 3.5 +1.5 mLO2/L) (31 3°C y 3.5 £1.5 mLO2/L)

Figura 9. Disefio experimental utilizado para el analisis de expresion de cada reto con el
microarreglo heter6logo de Caenorhabditis elegans. Los colores representan los
marcadores usados en las muestras para contrastar el efecto por los retos.

Hibridacion de microarreglo heter6logo

Se realiz6 una hibridacion heter6loga en un microarreglo de ADN de
Caenorhabditis elegans conformado por 19,593 genes (chip proporcionado por la
unidad de microarreglos de la UNAM) para cada uno de los retos (comparandolos
con su control), obteniendo 4 hibridaciones: dos para el reto agudo y dos para el
cronico, por separado para hipertermia e hipoxia. Una vez que se extrajo el ARN
del tejido de branquias preservado a -80 °C de 20 camarones por reto con el

protocolo descrito en la seccidon 6.5.1, para hacer la hibridacion en el chip se
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realiz6 un pool con el ARN obtenido de los 20 organismos para cada uno de los
retos. EI ARN (5 ug) fue retrotranscrito para obtener su ADN complementario con
1 pg de oligo dT y 3 pg de iniciadores aleatorios (random primers) en un volumen
final de 20 pL incubados a 70 °C durante 10 min. El ARN fue incubado toda la
noche a 25 °C con MgCl; (25 mM), dNTPs mix aminoallyl (4 pL), amortiguador
5xChipShot RT (8 pL) y transcriptasa reversa (3.2 pL) del sistema ChipShot
indirect labeling and clean-up (Promega, Z4000). Los restos de ARN fueron
eliminados con 1 pL de RNAsa H y 0.35 pL de la solucion RNAse incubando a 37
°C durante 15 min. El ADN complementario con aminoallyl (aa-cADN) fue
purificado con la columna del sistema Promega y eluido con 4.5 pL de agua, los
cuales fueron evaporados por una hora en un sistema de vacio. Los flur6foros
Alexa 555 y Alexa 647 (Life, Technologies, Invitrogen, A32756 y A32757) disueltos
en 45 pL de DMSO fueron incorporados al aa-cADN durante 60 min. Cada
muestra del aa-cADN diluido en 72 pL fue purificada en columnas del sistema
Promega y nuevamente eluidos con 100 pL de agua. El aa-cADN fue cuantificado
por espectrofotometria en un Nanodrop 2000. EI microarreglo fue prehidratado con
vapor y fijado al vidrio con dos ciclos de luz UV 0.12 J/cm?®. Posteriormente se
realizo un lavado SDS al 0.1% y dos lavados con agua desionizada. Los arreglos
fueron prehibridizados (SSC 5X, SDS 0.1%, BSA 1%) durante 1 h a 42 °C
continuando con 5 lavados con agua desionizada y secados por centrifugacion a
1500 rpm durante 5 min. Los aa-cADN resuspendidos con solucion de hibridacion
(SSC 20X, SDS 1%, TE EN 70yuL) fueron mezclados y desnaturalizados a 94 °C
por 5 min y a 65 °C durante 30 s. Las mezclas fueron aplicadas sobre los
microarreglos y posteriormente el chip se cubrié con un cubreobjetos (HybridSlip
Schleicher and Schuell) y fue colocado en una camara de hibridacién durante 12 h
a 42 °C. Los arreglos fueron enjuagados un par de veces en 50 mL de SSC 1X
SDS 0.05%, seguidos de 4 lavados con SSC 0.06X y el exceso se retird por

centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min.

37



Andlisis de microarreglos

El analisis de los microarreglos se realiz6 en el escaner de lectura confocal
ScanArray 4000 Packard Biochips. La imagen escaneada fue analizada con una
rejilla que delimita cada punto utilizando el programa GenPix-Pro7 (Molecular
Devices). Para cada punto se determiné la media de las densidades de las
fluorescencias de Alexa 555 y Alexa 647, asi como la media del ruido de fondo y la
normalizacion de los canales calculados con el programa ArrayPro Analyser
(Molecular Devices). El analisis de los microarreglos fue realizado con el programa
GenArise, desarrollado en la Unidad de Computo del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM, realizando las transformaciones, correcciones del ruido de fondo,
normalizacion, filtrado de la intensidad, analisis de replicas y expresion diferencial
de genes, el programa calcul6 la desviacion estandar respecto a la media de cada

punto para definir el Z-score:
Zi = (Ri — media (R)) / Sd (R)
Donde:

Zi: Z-score para cada punto.
Ri: Log-radio de cada punto.

Sd (R): desviacion estandar del Log-radio.

Bajo este criterio, tanto los genes sobre-expresados como los reprimidos con
Zscore>1.5 fueron considerados como genes expresados diferencialmente entre
condiciones, tomandolos para su posterior andlisis. Una vez obtenidos los genes
con valores de Z-score mayor a 1.5, se obtuvieron los nimeros de identificaciéon
de cada uno de ellos y se realiz6 la anotacion ontoldgica de cada gen utilizando el

programa en linea DAVID ( http://david.niaid.nih.gov) para obtener los diferentes

procesos bioldégicos en los que estan involucrados y las rutas metabdlicas

modificadas para cada uno de los tratamientos.
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ANALISIS DE INFORMACION

A los valores obtenidos se les realizdé un andlisis de Kolmogorov-Smirnov para
corroborar que las muestras tuvieron una distribucion normal, en caso de no ser
asi fueron normalizadas mediante los métodos de logl0 o ARCSEN.
Posteriormente se realiz6 un andlisis para certificar que sus varianzas fueran
homogéneas mediante la prueba de Cochran al 95% de significancia. Después se
hizo un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto de las variables
ambientales (temperatura y oxigeno), sobre los cambios de estas sustancias en
los diferentes tejidos. Este efecto fue evaluado tanto en la respuesta aguda como
la cronica y también comparado con el control. Para aquellos tratamientos donde
se presentaron diferencias significativas, se aplicé una prueba a posteriori de
Tukey al 95% de confianza para identificar los tratamientos diferentes. Los andalisis

estadisticos fueron realizados con el programa STATISTICA (version 7).
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RESULTADOS

BIOENSAYOS

Exposicion a cambio agudo de temperatura

La Figura 10, muestra las condiciones reales de temperatura mantenidas durante
el reto agudo. Durante la fase experimental no se observaron variaciones mayores

a 0.5 °C en relacion a la temperatura programada.

35
34
33
32
31
30
29
28
27
26

25
CHNmMTNOrOAgINAINSNSARANAIAS

Temperatura(°C)

Tiempo (h)

Figura 10. Registro de temperatura al que fueron expuestos juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) de 11 g de peso, durante el cambio agudo.

Exposicién a cambio agudo de oxigeno

En la Figura 11 se observan los cambios reales de la concentracién de oxigeno

disuelto logrados durante el reto agudo.
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Figura 11. Registro de oxigeno disuelto al que fueron expuestos los juveniles de camardn blanco

(Litopenaeus vannamei) de 11 g de peso, durante el cambio agudo.

Exposicién a cambio crdénico de temperatura y oxigeno

El registro de los cambios oscilantes de temperatura 31 + 3 °C y oxigeno disuelto
3.5 + 1.5 mgO2/L para lograr la exposicion al cambio cronico se observan en la
Figura 12. Se logré exponer a los organismos durante un periodo de 28 dias a las
variaciones programadas y aunque se presentaron algunas fallas de control en el
sistema, éstas fueron restablecidas en tiempos razonables y no se observo
mortalidad durante estos periodos. Las mediciones y toma de muestras se
realizaron al final del bioensayo y los resultados fueron contrastados con un
control mantenido a temperatura y oxigeno 6ptimos de 28 ° C y 5 mgO2/L por un

lado y con los resultados del efecto agudo.

41



Temperaturay Oxigeno Disuelto Oscilante

Fecha [dia]

S E E S N R S S I I S S R s s T s s E s g gl RS Sl e

10.00 38

9.00 B
8.00
34
7.00
32
6.00
=) ik
) %
E 500 =
3 £
2 283
4.00
26
3.00
| 24
2.00
1.00 22
0.00 20
o R e Y e S e N Y e O e Y Y e N s N o Y e Y e Y o e Y e N Y e [ e O e S e e S e Y o s S e S [ e O e Y e e S e S [ e N e O o Y s [ e Y o Y e [ e e
[ B R A T B T T A T T T O O T B~ = L~ B~ O = T B N O~ T S~ = = = = = A S~ |
MO O W - ~ 0 O W0 — ~ 0O O W «— ~ = O W «— ~ O N @ O N @O W — @ = 0O WO N O =F O — K~ O O W —
oF o R OTEe o G O N S s om0 MO O 3 o L MOG Q1 0 AR 300 g YR e s 100 Ja) o Of O e N o = o G T8 e
I R~ R B STy TR S B S~ B B B o R Y S-SV = N~ - S = SR e B o SR S o T~ NV Y - S S S-S o SRR = 7
&N = e L = 2 & 2 8 ¢ 2 e e 2 N 28 8 3 e 2 & 8 = L
Tiempo [min]
|—c02[mg/L] —tempf~C|

Figura 12. Registro de las oscilaciones térmicas y de oxigeno disuelto a las que fueron expuestos
organismos juveniles de camarén blanco (L. vannamei) de 11 g de peso, para evaluar la
respuesta crénica a 28 dias.

TEJIDOS OBTENIDOS

La Tabla | resume el total de muestras de tejidos obtenidos de juveniles de
camaron blanco (L. vannamei) para todos los bioensayos realizados. Aunque
idealmente se pensé determinar todas las biomoléculas para todos los tejidos
muestreados, en algunas ocasiones no fue posible, debido a que la cantidad de
tejido no era suficiente. En el caso de hemolinfa s6lo se determind la
concentracion de proteinas y triglicéridos; mientras que para el caso de branquias
se cuantific6 contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos; en muasculo y
hepatopancreas se determind la concentracion de carbohidratos, proteinas, lipidos

y triglicéridos, realizandose un total de 780 analisis.
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Tabla I. Muestras de tejido obtenidas para analisis bioquimicos procedentes de juveniles de
camarén blanco (L. vannamei) expuestos a diferentes condiciones de temperatura y oxigeno
disuelto, tanto en los retos agudos como cronicos.

# Organismos

Bioensayo Condicién Tejidos obtenidos *
muestreados

Control reto agudo 28°Cy 5 mgO2/L 12 HP, HM, MUS, BRA
Agudo temperatura 34°Cy 5 mgO2/L 12 HP, HM, MUS, BRA
Agudo oxigeno 28°Cy 2 mgO2/L 12 HP, HM, MUS, BRA
Cronico temperatura 31+£3°C y3.5+1.5mg0O2/L 12 HP, HM, MUS, BRA
Cronico oxigeno 31+3°C y35+1.5mg0O2/L 12 HP, HM, MUS, BRA
Total 60 240

* HP= Hepatopancreas, HM= hemolinfa, MUS= musculo, BRA= branquias.

RESPUESTAS FISIOLOGICAS

En esta seccidn se presentan los resultados de las tasas fisiologicas de ingestion,
respiracion y excrecion; asi como la eficiencia de absorcion y la tasa de absorcion
a partir de las cuales se calcul6 el potencial de crecimiento de los organismos bajo
los diferentes retos y tiempos experimentales. Las diferencias marcadas como

significativas fueron aquellas que cumplieron con el 95% de confianza.

Tasas Fisioldgicas

Tasa de ingestion

La tasa de ingestiéon (TI) en juveniles de camardn blanco (L. vannamei) expuestos

a un reto agudo térmico se muestran en la Figura 13. Los camarones presentaron
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una TI significativamente menor durante su exposicion al reto agudo de
temperatura respecto a lo reportado al inicio y en la etapa de recuperacion se
observé una tendencia a subir a niveles iniciales, sin embargo las diferencias no
fueron significativas en relacién al periodo de hipertermia. Los resultados de TI
obtenidos debido al reto agudo de hipoxia se muestran en la Figura 14. Al igual
gue en el reto por temperatura, se observé que los organismos disminuyeron su Tl
significativamente durante la hipoxia respecto a lo reportado al inicio. Durante la
recuperacion los organismos incrementaron su Tl hasta establecer valores
normales en relacién a los valores iniciales. Durante el reto cronico se observo un
incremento de la Tl durante la exposicion a hipertermia y una disminucion durante
la hipoxia. Sin embrago, los valores no mostraron diferencias significativas a
excepcion del dia 14 donde se presentd un aumento de mas del 100% de la
ingestion comparado con los otros dias (Figura 15).
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Control Hipertermia Recuperacion Etapa

28 34 28 Temperatura (°C)

Figura 13. Tasa de ingestion (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el reto
agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 14. Tasa de ingestion (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el reto

agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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Figura 15. Tasa de ingestiéon (X £ ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto
cronico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5 £ 1.5 mgO2/L por un
periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Tasa respiratoria

La tasa respiratoria (TR) no presentd modificaciones significativas durante su
exposicion al reto agudo de temperatura respecto a lo encontrado en el grupo
control (Figura 16). Sin embargo en relacién al reto de hipoxia los camarones
observaron TR disminuidas (Figura 17) con diferencias significativas respecto al

inicio. Otra observacién importante es que los organismos presentaron durante la

45



recuperacion una compensacion total de esta tasa. Por otra parte, durante el reto
cronico la TR presentd incrementos en las condiciones de temperaturas altas
(34°C) y normoxia (5mgO./L), y disminuciones durante la temperatura de 28°C e
hipoxia (2mgO-/L). Se observaron diferencias significativas de la TR de los dias 14

y 28 respecto al primer dia (Figura 18).
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Figura 16. Tasa respiratoria (X + ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto
agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 17. Tasa respiratoria (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el reto
agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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Figura 18. Tasa respiratoria (X + ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto
cronico oscilando la temperatura 31 + 3°C vy el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5 mgOZ2/L por un
periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Tasa de excrecion de amonio

La tasa de excrecion (TE), no mostro diferencias significativas durante la
exposicion a hipertermia con respecto al control, sin embargo durante la
recuperacion los organismos mostraron un decremento de excrecidn
significativamente distinto (Figura 19). Durante la exposicién a hipoxia se presento
un incremento de TE en relacion al control aunque las diferencias no fueron
significativas. Sin embargo, en la etapa de recuperacién la TE se incrementd
significativamente en relacion a los demas valores (Figura 20). Para el reto
cronico, la TE mostré una tendencia a incrementarse en el tiempo, sin embargo
solo mostré un aumento con diferencias significativas respecto al primer dia para

el ultimo dia durante la exposicion a hipoxia (Figura 21).
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Figura 19. Tasa de excrecién (X *+ ds), de amonio de juveniles de camar6n blanco (L. vannamei)
bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 20. Tasa de excrecién (X = ds), de amonio de juveniles de camar6n blanco (L. vannamei)
bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 21. Tasa de excrecion (X + ds), de amonio de juveniles de camardn blanco (L. vannamei)
bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C vy el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5
mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Eficiencia de absorcion

Durante los retos agudos de temperatura e hipoxia, la eficiencia de absorcion (EA)
no tuvo cambios (Figura 22 y 23). Sin embargo, durante la exposicion cronica, se
observé una disminucion estadisticamente significativa para el dia 14 y el 28, en
relacion al inicio (Figura 24).
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Figura 22. Eficiencia de absorcién (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el

reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 23. Eficiencia de absorcion (X + ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el

reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 24. Eficiencia de absorcion (X + ds), de juveniles de camaron blanco (L. vannamei) bajo el
reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L
por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

Potencial de crecimiento

Los cambios observados en el potencial de crecimiento (PC) en juveniles de
camaron blanco (L. vannamei) expuestos al reto agudo de hipertermia se
muestran en la Figura 25. Se observé un aumento del PC durante cada etapa del
bioensayo, pero solo fue significativo durante la etapa de recuperacion con
respecto al control. En el reto agudo de hipoxia, no se modifico el PC a lo largo de
todo el bioensayo (Figura 26). En el caso del reto cronico (Figura 27) se observa
una relacioén inversa a la temperatura con diferencias significativas para el dia 14 y

28 durante la hipertermia respecto a las demas mediciones.

Pigmento respiratorio (hemocianina)

El contenido de hemocianina (Hc) en la hemolinfa de juveniles de camardn blanco
expuestos tanto a los retos agudos como al crénico se muestra en las Figuras 28,
29 y 30. En el reto agudo de temperatura no se observaron cambios, para el reto

agudo hipoxia se observé una disminucién significativa de la Hc respecto al control

50



desde las 0.5 h, regresando a valores iniciales a las 4 h y disminuyendo
nuevamente a las 12 h y 24 h con valores significativamente distintos respecto al
control. En el caso del reto crénico se observé un aumento sostenido durante todo

el reto, los valores fueron significativamente distintos a partir del dia 14.5.
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Figura 25. Potencial de crecimiento (X + ds), de juveniles de camarén blanco (L. vannamei) bajo el
reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 26. Potencial de crecimiento (X £ ds), de juveniles de camardn blanco (L. vannamei) bajo el
reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Figura 27. Potencial de crecimiento (X + ds), de juveniles de camaron blanco (L. vannamei) bajo el
reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L
por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 28. Contenido de hemocianina (X * ds), en hemolinfa de juveniles de camardn blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).

52



= N N w w iy
wv o wv o wv o
L L 1 ]

Hemocianina {mg/mL)
S

o u

I *
*
0 0.5 1 3 4 12 24

5 4 2 2 5 5 5 0D (mg/L)

Tiempo (h)

Figura 29. Contenido de hemocianina (X + ds), en hemalinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 30. Contenido de hemocianina (X = ds), en hemolinfa de juveniles de camardn blanco (L.
vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a

3.5 £+ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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CONTENIDO BIOQUIMICO

Proteinas

El contenido de proteinas totales (Pt) para los distintos tejidos del camarén blanco
expuestos a los retos agudos y crénico se muestran en las Figuras 31, 32y 33. En
musculo y las branquias no se observan diferencias de las Pt con respecto al
control en exposiciones agudas, sin embargo en el reto crénico, en el misculo se
observa una disminucion a los 5.5 dias y en el caso de las branquias solo hay un
aumento al dia 14. En el caso del hepatopancreas las Pt disminuyeron en el reto
agudo de temperatura respecto al control teniendo su minimo a las 35 h vy
observando el regreso a valores normales de las 12 h en adelante. En el reto de
hipoxia se observé que las Pt disminuyeron desde las 0.5 h hasta las 12 h y
después aumentando mas que las condiciones iniciales a las 24 h. En el caso del
reto cronico se observé una disminucion de las Pt que va prolongandose durante
el tiempo llegando a su minimo al final del experimento (28.5 dias). En hemolinfa
en el reto agudo de temperatura, se observo una disminucion de las Pt alas 1.5 h
respecto al control, regresando a valores normales para las 3.5 h. Para el reto
agudo de hipoxia las Pt en la hemolinfa disminuyeron durante todo el experimento
hasta su término (24h), mostrando valores significativamente distintos respecto al
control en este tiempo. Durante el reto crénico las Pt disminuyeron el dia 2.5y
posteriormente se incrementaron paulatinamente hasta el dia 14.5. Posterior a

este dia para el dia 28.5 se restablecieron a valores normales respecto al control.
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Figura 31. Contenido de proteinas totales (X £ ds), en cuatro tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a
saturacion. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias
HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=Musculo
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Figura 32. Contenido de proteinas totales (X + ds), en cuatro tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C.
Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias HM=Hemolinfa
HP=Hepatopancreas MUS=Musculo
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Figura 33. Contenido de proteinas totales (X + ds), en cuatro tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C vy el oxigeno
disuelto a 3.5 £ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10). BR=Branquias HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=Musculo
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Carbohidratos

El contenido de carbohidratos totales (Chos) en el mudsculo, branquias y
hepatopéncreas de juveniles de camardn blanco expuestos a los retos agudos de
temperatura y oxigeno y al reto crénico de ambas variables se muestran en las
Figuras 34, 35y 36. En la branquia los Chos se incrementaron significativamente
respecto al control tanto en el reto agudo de temperatura (3.5 h), como en el de
hipoxia (3 h) con una recuperacion hacia las 24 h. Durante el reto sostenido a
ambas variables se observé un incremento muy alto con diferencias significativas
del contenido de estas moléculas en relacion a los valores normales. En musculo
los Chos aumentaron significativamente en ambos retos agudos con respecto al
control, observando una respuesta mas rapida en el reto de hipoxia (0.5 h), que en
el de temperatura (3.5 h) y se observo una recuperacion a las 24 h en ambos
retos. Durante la respuesta cronica se observaron valores significativamente mas
altos que los valores observados para el control. De manera contraria a lo
observado en musculo y branquias, en hepatopancreas los Chos disminuyeron sin
observarse recuperacién con respecto al control tanto en los retos agudos. Este
comportamiento se observé mas claramente en el experimento cronico, donde los

Chos disminuyeron a partir del dia 2 y no se observoé recuperacion.
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Figura 34. Contenido de carbohidratos totales (X £ ds), en tres tejidos de juveniles de camaron
blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a
saturacion. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias
HP=Hepatopancreas MUS=Musculo
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Figura 35. Contenido de carbohidratos totales (X £ ds), en tres tejidos de juveniles de camardn
blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C.
Los  asteriscos indican diferencias  significativas (n=10). BR=Branquias
HP=Hepatopancreas MUS=Musculo
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Figura 36. Contenido de carbohidratos totales (X £ ds), en tres tejidos de juveniles de camarédn

blanco (L. vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno
disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10). BR=Branquias HP=Hepatopancreas MUS=Musculo
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Glucogeno

El contenido de glucégeno (Gc) en el musculo y hepatopancreas de juveniles de
camarén blanco L. vannamei expuestos a los retos agudos y al reto crénico se
muestran en las Figuras 37, 38 y 39. En musculo en los retos agudos no se
observan diferencias del contenido de Gc respecto al control, sin embargo en el
reto cronico el Gc se empieza a almacenar mayormente del dia 14.5 en adelante.
En el hepatopancreas para la respuesta aguda, este compuesto disminuyé, tanto
para el reto agudo de temperatura (3.5 h), como para el de hipoxia (3 h) y no se
observo recuperacion. En la respuesta cronica, se observéd una pérdida paulatina

del Gc conforme se prolonga la exposicion prolongada.
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Figura 37. Contenido de glucdgeno (X % ds), en hepatopancreas (HP) y musculo (MUS) de
juveniles de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo
el oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 38. Contenido de glucégeno (X = ds), en hepatopancreas (HP) y mdasculo (MUS) de
juveniles de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la
temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 39. Contenido de glucégeno (X * ds), en hepatopancreas (HP) y musculo (MUS) de
juveniles de camaroén blanco (L. vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31
+ 3°C vy el oxigeno disuelto a 3.5 £ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos
indican diferencias significativas (n=10).
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Glucosa

El contenido de glucosa (Glu) en hemolinfa de juveniles de camaron blanco
expuestos al reto agudo térmico, al reto agudo de hipoxia y a un reto crénico de
ambas variables se muestran en las Figuras 40, 41 y 42. La Glu en hemolinfa se
comenz6 a incrementar durante la exposicion aguda de ambas variables, teniendo
valores mayores para las 12 h en el caso de temperaturay alas 4 h en el caso de
hipoxia. A pesar de lo anterior, solo en el caso de la hipoxia se observaron
diferencias significativas para las 4 h en relacion al control. Durante la exposicion
cronica, se observo el mismo comportamiento anterior encontrando su maximo
valor a los 14.5 dias y después se observa un descenso a los valores iniciales

para el dia 28, sin embargo, estos cambios no fueron significativos.
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Figura 40. Contenido de glucosa (X = ds), en hemolinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 41. Contenido de glucosa (X + ds), en hemolinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 42. Contenido de glucosa (X + ds), en hemolinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C vy el oxigeno disuelto a
3.5 £+ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10).
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Lactato

El contenido de lactato (Lc) en hemolinfa de juveniles de camarén blanco
expuestos a los retos agudos de temperatura, hipoxia y al reto crénico de ambas
variables se muestran en las Figuras 43, 44 y 45. Para ambos retos agudos se
observé un comportamiento oscilatorio del Lc con puntos significativamente
menores para la hora 1.5y 12 en el caso del reto térmico, y 0.5y 24 h para el reto
de hipoxia. En el caso del reto crénico se observa igualmente un comportamiento
oscilatorio con descensos de Lc mayores (valles) durante los dias 2.5 y 28,

aungue solo se observo un incremento significativo para el dia 14.5.
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Figura 43. Contenido de lactato (X * ds), en hemolinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 44. Contenido de lactato (X * ds), en hemalinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 45. Contenido de lactato (X * ds), en hemoalinfa de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a
3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias

significativas (n=10).

Lipidos

El contenido de lipidos totales (L) en los tejidos de musculo, branquias,
hepatopancreas de juveniles de camaron blanco expuestos al reto agudo térmico,
al reto agudo de hipoxia y al reto crénico de ambas variables se muestran en las
Figuras 46, 47 y 48. En musculo para el reto térmico se observa un ligero
incremento de L, sin embargo este no fue significativo, a diferencia del reto de
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hipoxia donde el incremento fue significativo desde el principio (0.5 h) y tendiendo
a descender durante la recuperacion. Durante el reto crénico se observo un
aumento de L a partir del dia 2 y este valor se mantuvo basicamente hasta el final
del reto con diferencias significativas. Para el hepatopancreas se observd un
incremento respecto al control de L conforme transcurrio la exposicion en todos los
retos, siendo significativamente distinto al control a partir de las 3.5 h para el reto
agudo térmico, de las 0.5 h para el reto agudo de hipoxia y de 2 d para el reto
cronico de ambos factores, donde la concentracion de L termin6 siendo tres veces

mayor.
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Figura 46. Contenido de lipidos totales (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camardn blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias. HP=Hepatopancreas.
MUS=Mdsculo.
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Figura 47. Contenido de lipidos totales (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10). BR=Branquias HP=Hepatopancreas
MUS=Musculo
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Figura 48. Contenido de lipidos totales (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camaron blanco (L.
vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C vy el oxigeno disuelto a
3.5 £+ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias

significativas (n=10). BR=Branquias HP=Hepatopancreas MUS=Mdsculo

Triglicéridos

El contenido de triglicéridos (Tg) en los tejidos de juveniles de camarén blanco L.
vannamei expuestos al reto agudo térmico, al reto agudo de hipoxia y al reto
cronico de ambas variables se muestran en las Figuras 49, 50 y 51. En muasculo
durante el reto agudo de temperatura no se presentaron diferencias significativas.
Para el reto cronico los Tg observaron un incremento significativo entre los dias 5
y 14.5, posteriormente regresaron a valores iniciales a los 28 dias. En
hepatopéancreas, para el reto agudo de temperatura el contenido de Tg se
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incrementd practicamente en todo el reto, pero el incremento sélo fue significativo
para las 24 h. En el reto agudo de hipoxia los Tg tendieron a disminuir pero nunca
se presentaron valores significativamente distintos respecto al control. Durante la
exposicion crénica el contenido de Tg permanecié constante hasta el dia 5 y
posterior a éste se dio un incremento significativo basicamente para todos los
tiempos. En hemolinfa el contenido de Tg no se modificé para ninguno de los retos
en ambas variables.
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Figura 49. Contenido de triglicéridos (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10). HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas
MUS=Mdsculo.
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Figura 50. Contenido de triglicéridos (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10). HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas
MUS=Musculo
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Figura 51. Contenido de triglicéridos (X = ds), en tres tejidos de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y el oxigeno disuelto a
3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10). HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=MuUsculo
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Colesterol

El contenido de colesterol (Col) en el musculo y hepatopancreas de juveniles de
camardn blanco expuestos al reto agudo térmico, al reto agudo de hipoxia y al
cronico de ambas variables se muestran en las Figuras 52, 53 y 54. En el musculo
durante el reto agudo de temperatura no se presentaron variaciones en el
contenido de Col. Para el reto agudo de hipoxia se observé una disminucion
conforme transcurrié todo el experimento con diferencias significativas a partir de
la hora 1. Para el reto crénico se observd una disminucion desde el dia 2 con
diferencias significativas y a excepcion del dia 14.5. En hepatopancreas durante el
experimento agudo de temperatura se observd disminucion paulatina del Col,
alcanzando valores minimos y significativamente diferentes en relacion al control
para las 3.5y 5 h. A excepcion de las 12 h no se observé recuperacion. Para el
reto agudo de hipoxia se observo una disminucion del Col en la hora 0.5 con
valores significativamente distintos al control, pero posterior a este tiempo el
contenido de Col se fue incrementando recuperando los valores iniciales a partir
de las 4 h donde las diferencias no son significativas. Durante el reto cronico se
observaron variaciones en el contenido de Col pero no se presenta ningun patron
claro, ni son significativas. Sin embargo, a partir del dia 14.5, se observo una
disminucién significativa del contenido de Col que se mantuvo hasta el final del

reto.
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Figura 52. Contenido de colesterol (X + ds), en musculo (MUS) y hepatopancreas (HP) de juveniles
de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el
oxigeno a saturacién. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 53. Contenido de colesterol (X + ds), en musculo (MUS) y hepatopancreas (HP) de juveniles
de camarén blanco (L. vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la

temperatura a 28°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (n=10).
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Figura 54. Contenido de colesterol (X + ds), en musculo (MUS) y hepatopancreas (HP) de juveniles
de camaron blanco (L. vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C y
el oxigeno disuelto a 3.5 + 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican
diferencias significativas (n=10).
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Carotenoides

El contenido de carotenoides (Car) en el musculo, hepatopancreas y hemolinfa de
juveniles de camardn blanco expuestos al reto agudo térmico, al reto agudo de
hipoxia y al reto crénico de ambas variables se muestran en las Figuras 55, 56 y
57. En el musculo los Car durante el experimento agudo de temperatura no
variaron con respecto al control. Para el reto agudo de hipoxia y el reto crénico se
observé una disminucion significativa durante todo el experimento y sin
recuperacion. En hepatopancreas los Car se incrementaron en ambos retos
agudos, sin embargo, solo se observaron diferencias significativas para las 12 h
en el caso del reto térmico, a diferencia del reto de hipoxia, donde basicamente en
todas las horas se presentaron diferencias significativas. Para el reto cronico se
observo un aumento en los primeros dias del reto (2 a 5.5 dias), después hubo
una disminucion el dia 14, y para el final del reto (14.5 y 28.5 dias) aumento de
nuevo la concentracion de esta molécula. En hemolinfa se observo una
disminuciéon de Car en el reto agudo de temperatura (3.5 h) con respecto al
control, con recuperacion para las 12 h. Tanto en el reto agudo de hipoxia y como

en el reto cronico, no se observaron diferencias significativas.
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Figura 55. Contenido de carotenoides (X * ds), en tres tejidos de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipertermia, manteniendo el oxigeno a saturacion. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10). HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas
MUS=Musculo
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Figura 56. Contenido de carotenoides (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camarén blanco (L.
vannamei) bajo el reto agudo de hipoxia, manteniendo la temperatura a 28°C. Los
asteriscos indican diferencias significativas (n=10). HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas
MUS=Musculo
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Figura 57. Contenido de carotenoides (X + ds), en tres tejidos de juveniles de camarédn blanco (L.
vannamei) bajo el reto crénico oscilando la temperatura 31 + 3°C vy el oxigeno disuelto a
3.5 £+ 1.5 mgO2/L por un periodo de 28 dias. Los asteriscos indican diferencias
significativas (n=10). HM=Hemolinfa HP=Hepatopancreas MUS=MuUsculo
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EXPRESION

En la Tabla Il se presentan los resultados del analisis de expresion en juveniles de
camarén blanco (L. vannamei), de los retos agudos de temperatura e hipoxia, asi
como el reto crénico de ambas variables. El andlisis, es el resultado de la
hibridacién de genes expresados en las branquias de juveniles de camarén blanco

con genes de Caenorhabditis elegans (microarreglo heter6logo). En esta tabla se

incluyen el total de genes que arroj6 el microarreglo y los genes sobre expresados

y reprimidos con un valor Z- score mayor o menor a 1.5.

Tabla Il. Resultado de expresion los microarreglos heter6logos de branquia de juveniles de L.
vannamei con genes de C. elegans.

Reto Total de genes Genes Sub- Genes Sobre-
expresados en el Expresados Expresados
microarreglo
(< 1.5 Z-Score) (> 1.5 Z-Score)

Agudo Térmico 20,371 838 1,314
(34°Cy 5 mg0,/L)
Agudo Hipoxia 20,232 1,220 1,026
(34°Cy 2 mg0,/1)
Cronico Térmico 20,139 1,393 888
(31+3°Cy 3.5+1.5 mgO2/L)
Crénico Hipoxia 20,225 1,234 1,110

(31+3°Cy 3.5:1.5mgO2/L)
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Expresion del reto agudo de temperatura

En la Tabla lll se presenta el analisis de expresion observado en los juveniles de
camarén blanco, por efecto del reto agudo de temperatura a 34°C. Para realizar
este analisis, el total de genes exhibidos en la Tabla Il, fueron sometidos en el
programa David. De los resultados arrojados en este programa, se consideraron
las 5 principales rutas metabdlicas sobre y sub expresadas por este reto. En la
Tabla 1ll se muestra el nimero total de genes implicados usados para el andlisis,
el porcentaje que estos genes representan del total, el nimero de genes
implicados en las 5 rutas metabdlicas consideradas y el porcentaje de genes que

representan estos genes del analisis.

Tabla Ill. Resultado del andlisis de expresion del microarreglo heter6logo entre branquias de
juveniles de L. vannamei sometidos al reto agudo de temperatura a 34°C, manteniendo el oxigeno
disuelto a saturacion. La hibridacion se realizé con C. elegans.

RETO No. de No.Genes  principales 5 rutas metabélicas modificadas  # Genes
AGUDO genes ubicados en laruta
TERMICO implicados por DAVID
Organizacién de membrana 8
Respuesta de defensa 8
838 729
Reprimidos Organizacion de cromosomas 12
(4.1%) (87%)
Organizacién de cromatina 9
Actividad metaloendopeptidasa 15

Actividad transportadora del ion calcio a través

3
de membrana con actividad ATPasa
1313 1113 Unién de nucleétidos 70
Sobre-
Expresados (6.4%) (84.7%) Unién del ion magnesio 14
Crecimiento 111
Glucdlisis 6
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Expresion del reto agudo de hipoxia

En la Tabla IV se presenta el andlisis de expresion observado en los juveniles de
camarén blanco, por efecto del reto agudo de hipoxia a 2 mgO,/L. El andlisis se
realiz6 tomando en cuenta las mismas consideraciones descritas en el reto agudo

térmico.

Tabla IV. Resultado del analisis de expresién del microarreglo heterélogo entre branquias de
juveniles de L. vannamei sometidos al reto agudo de hipoxia 2 mgO,/L, manteniendo la
temperatura a 28°C. La hibridacién se realiz6 con C. elegans.

No. de #

RETO No. Genes S -

AGUDO genes ubicados zrlr:j(i:fli[:)aldes 5 rutas metabolicas S:T:s

HIPOXIA implicados por DAVID oditicadas ta
Proceso metabolico celular de .
modificacion de aminoécidos
Actividad oxidorreductasa (donadores .

1220 1062 con inorporacion de Oy)
Reprimidos » o
(6.2%) (87%) Degradacion de lisina 9
Proceso metabdlico celular de aminas 5
biogénicas (neurotransmisores)
Modificacion de cromatina 8
Transporte mediante vesiculas 14
Proceso biosintético de acidos grasos 3
insaturados
Sobre- 1026 885

Regulacién positiva de crecimiento 28

Expresados (5.1%) (86.2%)
Unién de nucledtidos (RNA) 77
Constituyente estructural del ribosoma 13
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Expresion del reto cronico de temperatura

La Tabla V presenta el andlisis de expresién observado en los juveniles de

camaron blanco, por efecto del reto cronico de temperatura 31+3°C. El andlisis se

realiz6 tomando en cuenta las mismas consideraciones descritas en el reto agudo

térmico.

Tabla V. Resultado del analisis de expresion del microarreglo heterélogo entre branquias de
juveniles de L. vannamei sometidos al reto crénico de temperatura 31+3°C, el oxigeno durante el
bioensayo varié 3.5+1.5 mgO./L. La hibridacion se realiz6 con C. elegans.

No. Genes Principales 5 rutas metabdlicas
RETO p
CRONICO No. de ubicados . No. Genes en
TERMICO genes por modificadas la ruta
implicados  payip
Ribosoma 13
Glucdlisis 6
o 888 [ Regulacién de crecimiento 112
Reprimidos
(4.4%) (87.5%) Constituyente estructural del -
ribosoma
Actividad fosfofructocinasa 3
Dominio de union NAD(P) 18
Glucosa/ribitol deshidrogenasa 10
Sobre- 1396 1206 Proceso biosintético de péptidos no 5
ribosomales
Expresados (6.9%) (86.4%)
Actividad endopeptidasa 25
Actividad oxido-reductasa (donador 5

CH-CH, aceptor NAD(P))
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Expresion del reto crénico de hipoxia

La Tabla VI se presenta el andlisis de expresién observado en los juveniles de

camardn blanco, por efecto del reto crénico de hipoxia 3.5+1.5 mgO,/L. El analisis

se realiz6 tomando en cuenta las mismas consideraciones descritas en el reto

agudo térmico.

Tabla VI. Resultado del analisis de expresion del microarreglo heterélogo entre branquias de
juveniles de L. vannamei sometidos al reto crénico de hipoxia 3.5£1.5 mgO,/L, la temperatura
durante el bioensayo varié 31+3°C. La hibridacion se realiz6 con C. elegans.

RETO L 1
croMICO M. de No. Genes  principales 5 rutas metabélicas # Genes
genes ubicados dificad en la
HIPOXIA  implicados por DAviD Modificadas ruta
Regulacion positiva de crecimiento 144
Actividad helicasa de DNA 5
1110 968 . .
Reprimidos Oxidoreductasa dependiente de FAD S
(5.7%) (87.2%) _ -
Regulacién positiva de la tasa de 125
crecimiento
Glucdlisis 6
Ribosoma 14
Desarrollo de genitales 56
Focalizacion de proteinas hacia la 5
membrana
Sobre- 1234 1073 Derivacion de energia por oxidacion de 3
compuestos organicos
Expresados (6.3%) (87%)
Organizacion interna de la membrana 3
mitocondrial
Importacion de proteinas hacia el interior 3

de la membrana mitocondrial
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DISCUSION

En el presente trabajo se realizaron dos tipo de retos (agudos y cronicos) para
observar la capacidad de respuesta que tiene el camardn blanco ante dos de las
variables mas importantes que afectan su estado fisiologico (la temperatura y el
oxigeno) y por lo tanto su condicién y rendimiento durante el cultivo (Newman,
2000). Los retos fueron disefiados con base en la informacion de registros de alta
frecuencia obtenidos a partir de estaques de cultivo de diferentes entidades del
Noroeste mexicano (Portillo y Magallén, coms pers). El trabajo ademas de
obsevar los cambios en las respuestas fisiologicas, el contenido bioquimico y la
expresion, buscO establecer relacidn entre estas respuestas para entender la

forma en que los organismos compensan el estrés provocado.

RESPUESTA FISIOLOGICA

Durante los cambios agudos térmico y de hipoxia, los juveniles inhibieron su tasa
de ingestion (TI) y particularmnte se observd que ante el reto de temperatura los
organismos no tuvieron la capacidad de recuperarse a las 24 h (19 h posteriores al
reto). Sin embargo, durante el reto cronico de ambas variables, la TI mantuvo una
relacion positiva con los cambios térmicos, aumentando con la temperatura a 34°C
y disminuyendo a 28°C. Esta respuesta es usual en organismos poiquilotermos,
debido a que el incremento de temperatura impone una mayor demanda
metabdlica (Kurmaly et al., 1989a; Ponce-Palafox et al., 1997). El hecho de que en
la respuesta aguda no se observo esta relacidén, es posible porque al inicio los
organismos tienen un tiempo de adaptacion antes de poder responder
incrementando su Tl para hacer frente al estrés impuesto por la temperatura. En
cuanto a la hipoxia en la respuesta aguda, el decremento de la TI muy
posiblemente estuvo asociado al cambio metabdlico bajo por la falta de oxigeno
(Mugnier et al., 2008), patrén que se mantuvo con los cambios oscilantes de

oxigeno durante el reto croénico.
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La tasa de respiracion (TR) de los camarones expuestos a los cambios agudos, no
mostré variaciones en relacion a la temperatura y tuvo un descenso significativo
con la hipoxia. Se sabe que en camarones peneidos, la TR estad afectada por
variables ambientales como salinidad, oxigeno disuelto, temperatura, intensidad
de la luz (Bridges y Brand, 1980). Particularmente con la temperatura la TR
mantiene una relacion directa, ya que los cambios térmicos provocan variaciones
metabdlicas importantes, por lo que se esperaba que ante el cambio térmico la TR
tuviera un incremento, lo cual no sucedi6. Sin embargo, es comin que en las
tasas fisiologicas se observe un retraso que permite amortiguar los impactos,
antes de provocar una alteracion mayor en los organismos, esperando que la
condicion ambiental estresante cambie. Probablemente, si los organismos
hubieran estado sometidos mayor tiempo al reto térmico, se hubiera observado un
incremento de la TR. Lo anterior se ve apoyado en las observaciones durante la
respuesta cronica, donde la TR vario proporcionalmente con los cambios térmicos

e inversamente proporcional en relacion a la concentracion de oxigeno disuelto.

En este trabajo, los juveniles de camaron blanco no vieron alterada la tasa de
excrecion de amonio (TE) durante los retos agudos. Sin embargo, se observo que
durante el periodo de recuperacion la TE disminuyo con el incremento térmico y se
increment6 con la hipoxia, indicando una respuesta tardia conforme transcurrio el
experimento. La disminucion de la TE por el efecto térmico, es posible que se
relacione con el descenso de la TI, ya que se disminuyen los desechos
metabdlicos nitrogenados por el bajo consumo de alimento. De igual forma
durante el reto agudo de hipoxia, la Tl presentd una compensacion total en la
etapa de recuperaciéon y al incrementarse el consumo de alimento, se observé el
incremento de la TE. El efecto observado en el reto térmico, también ha sido
reportado por Cheng y Kou (1996), donde un incremento en la temperatura
disminuye la excrecién de amonio, mientras que incrementa la excrecion de urea.
Sin embargo, en el presente estudio no se cuantificé la excrecién de urea, por lo

gue no se puede asegurar lo anterior. Durante el reto crénico se observé una
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tendencia a incrementar la TE a lo largo del bioensayo, aunque no tuvo diferencias
significativas. Lo anterior puede estar relacionado con el estrés provocado a lo
largo del bioensayo: existen trabajos que reportan que camarones como
Marsupenaeus japonicus, ante un cambio ambiental o un estresor, incrementan la
excrecion de amonio y urea. Esto es reflejo del catabolismo de los aminoéacidos,
asi como la degradacion de purinas y pirimidinas (Lee y Cheng, 2004).

La eficiencia de absorcion (EA) basicamente no varié en ambos retos. Solo se
observo la disminucion de la EA para el reto cronico al dia 14 durante la
exposicion a hipertermia. Esto indica que aparentemente ante los cambios
ambientales por temperatura e hipoxia, los juveniles de camaron blanco, no
modifican la capacidad para absorber los nutrientes. Sin embargo, se observo que
ante una situacion de estrés sostenido, la EA disminuyé hacia la mitad del reto,
aunque se observo una recuperacion para el final del experimento que no es
consistente con lo anterior. Practicamente no existen trabajos que aborden los
cambios en la EA por efecto de estrés ambiental. Estos estudios han sido
enfocados especialmente a organismos filtadores donde la concentracion de
alimento (Widdows et al., 1979; Bayne y Newell, 1983) y el contendio bioquimico
de éste, es determinante en el % de material absorbido (Farias et al.,, 1997,
Navarro et al., 2000).

Para el presente estudio, los camarones no presentaron cambios en el potencial
de crecimiento (PC) durante ambos retos agudos, aunque en el reto térmico, se
observo una respuesta a incrementar su PC en la etapa de recuperacion. A lo
largo del reto cronico, el PC observd cambios en donde se ve reprimido por la
temperatura alta. La gran mayoria de los estudios sobre balance energético se
han llevado a cabo para determinar la dieta adecuada para el cultivo de las
diferentes especies de penéidos (L. setiferus, L. vannamei y L. stylirostris) en

estadios tempranos de larvas y postlarvas (Rosas, 1996; Rosas, et al., 1998;
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Rosas, et al., 2001; Brito, et al., 2004; Pascual, et al., 2004; Rosas, et al., 2004;) y
son escasos los estudios realizados en juveniles (Rosas, et al.1998; Pascual, et al.
2004, Puente-Carreo6n, 2009). Por lo que es dificil hacer una comparacion de los
resultados obtenidos.

CONTENIDO BIOQUIMICO

El presente estudio los juveniles de camardn blanco disminuyeron su contenido
proteico en los tejidos de musculo y hepatopancreas. En el caso del masculo, sélo
se presentaron diferencias significativas a largo plazo, sin embargo en el
hepatopancreas, este descenso fue estadisticamente significativo en ambos retos
(agudo y croénico), y factores (hipertermia e hipoxia). New (1976), propuso que la
fuente primaria de energia para crustaceos son las proteinas, observacién que ha
sido apoyada por trabajos posteriores (Barclay et al. (1983). Ademas, las proteinas
de la dieta, han sido sefialadas como las responsables de procesos hormonales y
reproductivos importantes (Ceballos-Vazquez et al., 2003). Lo anterior indica que
ante un evento estresante los camarones hacen uso de las proteinas para
satisfacer su demanda energética en tejidos como el mudsculo. Sin embargo, en el
hepatopancreas el consumo proteico es mayor porque aparte de la obtencion de
energia, se involucra en diversos procesos (como la digestion de nutrientes). Por
otra parte, este compuesto es movilizado para restaurar y/o mantener procesos en
tejidos como lo son el equilibrio osmético (Rosas et al., 2002; 2004); y la respuesta
inmune (Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000). En el caso de las branquias
no se observaron diferencias en ninguno de los retos agudos, ni cronicos. El
contenido de proteinas en hemolinfa se mantuvo sin cambios tanto en el
bioensayo agudo como en el crénico. El contenido de hemocianina en hemolinfa
aumento aproximadamente un 90% al final del reto crénico para ambos estresores
(hipertermia e hipoxia). Este resultado puede deberse a que la hemolinfa tiene la
capacidad de llegar directamente a todos los tejidos y transportar los nutrientes,

excretas, oxigeno y otras moléculas importantes (Pascual et al., 2003b); por lo
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gue, aunque exista un consumo de proteinas para satisfacer las demandas
metabdlicas, no se percibe por ser el tejido en el cual se reciben y transportan las
reservas de otros tejidos. En una situacion de estrés, el papel de la hemocianina
en la hemolinfa es distinto, ya que cuando la temperatura se incrementa, aumenta
el metabolismo, provocando mayores demandas de respiracion celular, usando
mas hemocianina para el transporte de oxigeno. Durante la hipoxia el organismo
necesita realizar mas eficientemente la transferencia de oxigeno entre tejidos
debido al poco contenido de oxigeno ambiental, explicando asi el aumento en la
hemocianina. De esta forma durante una exposicién a estrés, es muy probable
gue se presenten cambios en algunos tipos proteicos de la hemolinfa (por ejemplo
enzimas), sin embargo, el contenido global de proteinas es conservado. Un claro
ejemplo de lo que se observo es lo documentado por Astete-Espinoza et al.
(2010), donde el contenido total proteico en la hemolinfa se mantiene sin cambios,

a pesar de las diferencias en hemocianina.

En el presente estudio se observdé un aumento en el contenido de carbohidratos
en muasculo (mas del triple que en el control), en ambos retos agudos
(hipertermina e hipoxia), y ademas en la respuesta crénica, donde el aumento fue
aproximadamente diez veces mayor. Las branquias tuvieron un comportamiento
similar, donde su contenido de carbohidratos se incrementd mas del doble en los
retos agudos y se multiplicd cinco veces en el reto crénico. Por el contrario, en
hepatopancreas los carbohidratos disminuyeron un 50% al final de ambos retos
(hipertermina e hipoxia), tanto en la respuesta aguda como en la cronica. Lo
anterior indica que los organismos recurren a la utilizacion de carbohidratos ante
una condicion de estrés (musculo y branquias), y ademas, no modifican su
respuesta después de un tiempo prolongado, acumulando mas carbohidratos
conforme el tiempo de exposicion al factor estresante aumenta. Normalmente en
el muasculo las principales reservas son las proteinas (Dall et al, 1990), sin
embargo dada la alta demanda de energia en condiciones de estrés como la

hipoxia y el incremento térmico, y el aumento de la actividad y la necesidad de
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refugiarse, como respuesta a ellos, hace que el musculo recurra a almacenar
carbohidratos para su rapida utilizacién en forma de glucosa. En el caso de las
branquias este aumento puede deberse a que juegan un papel fundamental para
la regulacion de procesos como el equilibrio oxidacion-reduccion en hemolinfa y es
el érgano donde se lleva a cabo la respiracion, entre otras funciones importantes
(Astete-Espinoza et al, 2010). La disminucion de carbohidratos en
hepatopéncreas indicé que este tejido funciona como reserva ante una condicion
de estrés. Dado que el hepatopancreas es el 6rgano encargado de la degradacion
bioquimica, absorcién posterior de nutrientes y almacén de energia, es muy
probable que la disminucion de carbohidratos observada en este Organo,
obedezca a una movilizacion de reservas de facil degradacion (como el
glucégeno), ante la demanda de energia en respuesta al estrés (Van Aardt, 1988),
sugiriendo que tanto el madsculo como las branquias pudieron incrementar sus
reservas de carbohidratos por el aporte del hepatopancreas. ElI decremento
observado en el hepatopancreas, no fue proporcional al incremento observado en
los otros tejidos (musculo y branquia), indicando que estos compuestos fueron
obtenidos a partir del alimento y como se indico anteriormente, el hepatopancreas
también pudo hacer uso de las proteinas como fuente de energia, minimizando el
uso de los carbohidratos. Cambios similares en carbohidratos como los reportados
en este trabajo también han sido observados por otros autores estableciendo que
la hiperglicemia de camarones penéidos es un componente comun de la respuesta
de estrés por efecto de manejo (Aparicio-Simén et al., 2010), hipoxia (Hall y Van
Ham, 1998), aumento de temperatura (Carrefio-Mejia, 2009), muestreos
repetitivos de hemolinfa (Racotta y Palacios, 1998), exposicion a altas
concentraciones de amonio (Mugnier y Justou, 2004) e infeccion con V.

alginolictus (Hsieh et al., 2008), entre otros.

El contenido de glucdgeno en musculo no presenté diferencias significativas
durante los retos agudos, pero si se observdo un aumento durante todo el reto

cronico, llegando a ser al final del reto de mas del triple de su valor inicial. En el
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caso del hepatopancreas el glucégeno disminuyé en un 30% en ambos retos
agudos (hipertermia e hipoxia) y llegé proximo al 50% en la respuesta cronica. Se
sabe que en los crustaceos decapodos el glucogeno es la molécula de
almacenamiento de los carbohidratos, y en hepatopancreas es donde se acumula
principalmente (Gibson y Barker, 1979; Loret, 1993), por lo cual se puede inferir
gue un incremento de carbohidratos en los tejidos es proveniente de la
degradacion de glucégeno almacenado en hepatopancreas con el fin de
satisfacer la demanda metabdlica de sustrato en estos tejidos y ademas para
proveer de glucosa a otros tejidos con una alta demanda de energia, como el
corazon y sistema nervioso (Van Aardt, 1988). Mencionado lo anterior y de
acuerdo con lo obtenido en contenido de carbohidratos totales, podemos observar
gue en efecto el hepatopancreas esta sirviendo como almacén de carbohidratos
(principalmente glucoégeno) transfiriéndolos a diferentes tejidos. Por lo tanto, en el
caso del muasculo los carbohidratos llegan a este tejido en forma de glucosa en la
sangre, lo cual hace dificil observar diferencias a corto plazo en el contenido de
glucdégeno (ya que aun no se ha sintetizado esta molécula), y solo se observa un

aumento a largo plazo.

Se observo una tendencia a aumentar la concentracion de glucosa en hemolinfa
en ambos retos (agudo y crénico) y para ambas variables (temperatura y oxigeno),
sin mostrar diferencias significativas. Por lo general, se ha aceptado que hay un
incremento de glucosa en hemolinfa proveniente de la movilizacién de glucégeno
almacenado en musculo y hepatopancreas con el fin de satisfacer la demanda
metabdlica de sustrato en tejidos (Van Aardt, 1988). En el presente estudio, la
variacion de los datos obtenidos no nos permite establecer una respuesta clara,
sin embargo observamos una tendencia a aumentar en el contenido de glucosa, y
tomando en cuenta los resultados para otras moléculas, podemos decir que
aunque el contenido de glucosa aumente en la hemolinfa, probablemente no se
alcanza a percibir el cambio registrado, debido a la transferencia de esta molécula

hacia otros tejidos para su uso. En otros trabajos por el contrario se ha observado
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gue en situaciones de estrés a largo plazo hay un decremento en los niveles de
glucosa al someter a los organismos ante perturbaciones como hipoxia moderada
(Hagerman et al., 1990) o temperaturas de 33°C (Pascual et al., 2003b); por lo que
las variaciones en los resultados de la movilizacién de reservas en diversos
estudios, hacen dificil asumir un perfil metabdlico estandar para la especie
(Sanchez-Paz et al., 2007).

En este estudio solo se encontraron diferencias en la concentracion de lactato total
en hemolinfa en el reto agudo de hipoxia. Los invertebrados marinos responden a
condiciones de hipoxia mediante el uso de vias metabdlicas alternas, donde el
lactato es el producto final del metabolismo anaerobio (Hochachka et al., 1992).
En los resultados obtenidos se observa una disminucion en el contenido de lactato
en hemolinfa durante el reto de hipoxia, contrastando con la mayoria de los
resultados obtenidos en otros estudios, sin embargo, se sabe que esto puede
suceder debido a la existencia de dos tipos de hipoxia: la hipoxia ambiental,
considerada como un descenso del nivel de oxigeno a niveles por debajo del nivel
de saturacion del oxigeno en el agua; y la hipoxia funcional o celular, referida
como la concentracion de oxigeno a la cual se observa un incremento de
productos del metabolismo anaerdbico (Magallén-Servin, 2004). De acuerdo con
lo anterior podemos decir que las condiciones de hipoxia para nuestro trabajo
fueron de hipoxia ambiental, ya que la concentracion de oxigeno de 2mg/L, no
representa un evento extremo de disminucién de oxigeno. Al igual que en este
trabajo, ya se ha observado anteriormente que bajo condiciones de hipoxia
ambiental moderada, algunas especies de crustaceos (como Homarus vulgaris) no
presentan ningun efecto en el metabolismo, debido a que presentan estrategias
para mantener su metabolismo aerdbico aun bajo dichas condiciones (Butler et al.,
1978).
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El contenido de lipidos en el musculo presentd un incremento tanto para el reto
agudo, como para el crénico para ambos factores. Sin embargo, este aumento
sélo fue significativo para el reto agudo de oxigeno y en el reto crénico tanto por
temperatura, como por oxigeno. Este comportamiento parece indicar que el
musculo es un tejido que funciona como depdsito de lipidos para los camarones y
también debido a los resultados encontrados en triglicéridos, al parecer se
almacenan en mayor proporcion otras moléculas como los precursores
hormonales y fosfolipidos (Gong et al., 2004). En el caso de los triglicéridos, se
observé un descenso de estos compuestos en el reto agudo de temperatura pero
sin diferencias significativas. En ninguno de los otros retos se observé cambio en
el contenido de triglicéridos. Esto parece indicar que estos compuestos estan
presentes en musculo, pero su papel no parece fundamental ante un estrés
ambiental. En el hepatopancreas, se presentd un incremento de lipidos y de
triglicéridos en todos los retos. Este incremento fue significativo para todos a
excepcion del reto agudo de temperatura. Dado que el hepatopancreas es un
organo de almacén, el hecho de que los lipidos y triglicéridos tiendan a
incrementarse ante el estrés, mientras las proteinas y los carbohidratos se
movilizan para otros Organos, sugiere que los organismos se preparan con
reservas adicionales que soélo se utilizaran en casos mas extremos, es decir,
conservar la energia que representan los triglicéridos y aumentar el contenido de
otros lipidos como los precursores hormonales, las lipoproteinas y los fosfolipidos,
para su posterior utilizacion. La fuente de recuperacion de estas sustancias se da
a partir de la ingesta del alimento utilizado. En el caso de la hemolinfa los niveles
de triglicéridos tendieron a disminuir de forma general en todas las respuestas, sin
embargo no se presentaron diferencias significativas. Esto puede haber sucedido
debido a que los triglicéridos son precursores de hormonas, por lo que su
transporte hacia el hepatopancreas para su almacenamiento pudo haber

ocasionado esta tendencia.
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En el presente trabajo disminuyeron los niveles en la concentracion de colesterol
en los tejidos de musculo y hepatopancreas. En el caso del musculo se observo
un contenido 20% menor tanto en el reto agudo de hipoxia como en el reto
cronico de ambas variables. En el caso del hepatopancreas fue mayor la
disminucién en el contenido de colesterol siendo de aproximadamente un 60% en
el tratamiento agudo de temperatura y en el reto crénico. El colesterol participa en
el transporte de lipidos mediante lipoproteinas y ademas es precursor de la
vitamina D y de hormonas esteroidales, necesarias para la reproduccion (Teshima,
1982; Cahu y Quazuguel, 1989). En el hepatopancreas la mayor disminucion en
contenido de colesterol que en musculo, se puede atribuir a la respuesta hormonal
ante un evento de estrés ambiental, donde este compuesto se manda desde este

tejido para satisfacer las necesidades hormonales de todo el organismo.

Se observé una tendencia a disminuir en la concentracion de carotenoides en
hemolinfa y en musculo, observando diferencias significativas en el reto agudo de
temperatura para la hemolinfa y en el reto agudo de hipoxia y crénico para el
musculo. En el caso del hepatopancreas aumento entre 5 y 10 veces en el reto
agudo de hipoxia y cronico de hipoxia e hipertermia. Algunos de los papeles
biolégicos y nutricionales de importancia que han sido atribuidos a los
carotenoides como la astaxantina, entre otros, son su funcibn como una
provitamina A, sus fuertes propiedades antioxidantes (Miki, 1991), junto con un
papel nutricional en la primera alimentacion en dietas para acuacultura y en la
fecundidad de organismos reproductores (Meyers et al., 2000). Los carotenoides
probablemente son utilizados por el hepatopancreas para responder a los
problemas relacionados con radicales libres debido a condiciones de hipoxia

principalmente (Kurashige et al., 1990).
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EXPRESION

En el presente estudio se encontraron formas de regulacion de la expresion génica
gue estan involucradas en una amplia variedad de procesos celulares
metabdlicos, sin embargo, las tendencias observadas tanto en los retos agudos
como en el crénico hacen evidentes diferencias marcadas tanto entre los tipos de

agentes estresantes, como entre la duracion de la exposicion.

Durante el reto agudo de temperatura se observaron modificaciones en rutas
relacionadas con crecimiento y obtencion de energia. Del total de genes utilizados
para el microarreglo se pudieron identificar el 4.1% como reprimidos y el 6.4%
como sobre-expresados, concordando con los porcentajes obtenidos en otros
trabajos relacionados (Logan y Somero, 2010; Rathburn et al.,, 2013). Las
principales rutas reprimidas fueron organizacion de membrana, organizacion de
cromosomas, organizacion de cromatina, respuesta inmune Yy actividad
metaloendopeptidasa; y las sobre-expresadas fueron actividad transportadora del
ion calcio a través de membrana con actividad ATPasa, unién de nucleétidos,
union del ion magnesio, crecimiento y glucolisis. Podemos observar una
correlacidon entre los efectos de varias de estas rutas para afrontar el estrés, pues
al disminuir la energia utilizada para la degradacion proteica (actividad
metaloendopeptidasa) y la organizacion de membrana, cromosomas y cromatina,
tenemos mas energia aparte de la obtenida de la glucdlisis para la estabilidad de
la célula (Logan y Somero, 2010). Sin embargo el costo resulta ser alto, debido a
gue se suprime la respuesta inmune y se promueve el uso del transporte de calcio
con actividad ATPasa con la finalidad de obtener mayor energia, proceso que
puede provocar activacion de fosfolipasas y proteasas causando apoptosis celular,
procesos también favorecidos por la falta de organizacién en la membrana (Storey
y Storey, 2000).
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En el caso del reto agudo de hipoxia se observlo el incremento en genes
relacionados con rutas de crecimiento, pero en el caso de las rutas suprimidas
hubo mayor énfasis en disminuir el uso de energia y oxigeno. Se puede observar
rutas que apoyan la regulacién positiva de crecimiento como la sintesis de
constituyentes estructurales del ribosoma y la ligadura de nucleétidos, haciendo
énfasis en union de RNA. La actividad oxidorreductasa que involucra donadores
de oxigeno disminuyd, sugiriendo reduccién en el uso de oxigeno en respuesta a
los dafios provocados por la hipoxia (Wu, 2002; Boutilier y Pierre, 2000). Cuatro de
las rutas suprimidas se enfocan en disminuir el uso de energia en procesos
metabodlicos como modificacion de cromatina, modificacion de aminoéacidos y de
neurotransmisores; inclusive hay una disminucion en degradacion de lisina hasta
acetil-CoA y carnitina, promoviendo también el aumento del proceso biosintético
de acidos grasos insaturados y el transporte mediado por vesiculas debido a la

falta de carnitina para su transporte (Li y Brouwer, 2009).

Al termind del reto cronico se observo una reduccion en el uso de energia
mediante la supresion de varias rutas relacionadas con sintesis de proteinas y
glucdlisis; en el caso de estrés por temperatura aumentan rutas que utilizan
obtencién de energia usando aminoacidos o NAD; y en el de hipoxia aquellas que
involucran compuestos organicos y la membrana mitocondrial. Existe claramente
una disminucion del uso de energia al suprimir la glucolisis en ambas condiciones
de estrés, asi como la sintesis proteica al reprimir la regulacién de crecimiento,
ribosoma, constituyente estructural del ribosoma en el caso de la temperatura; y
regulacion positiva de crecimiento, regulacién positiva de la tasa de crecimiento,
actividad helicasa de DNA y ribosoma en el caso de hipoxia, para conservar rutas
mas esenciales en funcionamiento (Lutz y Prentice, 2002; Rathburn et al., 2013).
En exposicion a hipertermia los genes que se sobre-expresan influyen en el uso
de NAD como cofactor para diversos procesos de Oxido-reduccién (dominio de
unién NAD (P), actividad 6xidorreductasa con donador CH-CH y aceptor NAD (P)),

la degradacién de proteinas (actividad endopeptidasa) y la biosintesis de péptidos

99



no ribosomales para la obtencién de energia alternativa o la rotacién para el mejor
aprovechamiento de ATP (Lutz y Prentice, 2002). Por otra parte en el caso de
estrés por hipoxia aumentan su actividad rutas en obtenciébn de energia por
oxidacién de compuestos organicos debido a que la glucolisis esta reprimida y
aquellas involucradas en organizacion de membranas (focalizacién de proteinas
hacia la membrana, organizacion interna de la membrana mitocondrial,
importacion de proteinas hacia el interior de la membrana mitocondrial) por el
dafio causado en el equilibrio osmético y dafio oxidativo del organismo debido a
hipoxia (Storey y Storey, 2000).

RELACIONES ENTRE RESPUESTAS

La temperatura alta como estresor durante una exposicion aguda, modifica el uso
de energia en los camarones. Encontramos que en el reto agudo de temperatura,
el aumento en el potencial de crecimiento y disminucién en excrecion de amonio
estan relacionados con la sobreexpresion de la glucdlisis y la represion de la
actividad metaloendopeptidasa (degradacion de proteinas); y el incremento de
carbohidratos, con wuna disminucion en el almacén (glucogeno en
hepatopancreas), implicando entonces, que el incremento son monosacaridos que
sirven de energia inmediata; lo cual tiene sentido al observar el aumento en la
glucdlisis. La disminucion en la excrecidon de amonio, indica al igual que la
represion de la actividad metaloendopeptidasa la disminucién del uso de proteinas
como fuente de energia, ya que tanto la degradacion como el uso de proteinas o
aminoacidos es metabdlicamente mas costoso. Sin embargo, esto también puede
estar relacionado con la disminucién en la tasa de ingestion, ya que los
organismos al ingerir menos alimento necesitan utilizar de forma mas eficiente la
energia y no degradar compuestos que son clave para su metabolismo (como las
enzimas) y al mismo tiempo tener combustibles metabdlicos disponibles para su
uso inmediato. Por otro lado, también se observé la relacidén entre la represion de

la ruta de organizacién de membrana celular y la modificacion del contenido de
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lipidos y triglicéridos, indicando probablemente que son mantenidos en las
membranas, debido al dafio ocasionado por la temperatura, y utilizados para la
formacién de nuevas células como se explica a continuacion. También existe la
relacion del uso de la energia libre indicada en el potencial de crecimiento,
orientado hacia el crecimiento del organismo; al observar, un aumento en la ruta
de regulacién positiva de crecimiento (replicacién celular), junto con otras
intrinsecamente relacionadas, como son la unién de nucleétidos (ARN) y de Mg?*
(estabilizador de la estructura del ADN y ARN); y en todo caso la disminucién de
las rutas de organizacion de cromatina y cromosomas; para favorecer la
replicacion celular y hacer frente a la condicion estresante de hipertermia; aunque,
estas modificaciones resultan costosas para el organismo, pues la expresion
relacionada con la respuesta de defensa (inmune) se ven reprimidas, haciendo al

mismo tiempo a los organismos mas susceptibles a enfermedades.

Durante la exposicion aguda a hipoxia la tasa de ingestion y la tasa respiratoria
disminuyen como una respuesta comun a la deficiencia de oxigeno en el
ambiente, lo cual provoca que el organismo organice una serie de cambios como
los observados a nivel de expresion al reducir la actividad oxidorreductasa con
donadores de dos atomos de oxigeno, ya que asi se reduce el uso de oxigeno
reduciendo la actividad de los donadores de oxigeno. Por otra parte, una
reduccion en el proceso metabdlico celular de aminas biogénicas
(neurotransmisores) y la modificacion de aminoacidos, disminuye el uso de
aminoacidos a nivel funcional, que puede relacionarse con su funcion a nivel
estructural y energético, puesto que se disminuye la modificacién de cromatina y
se aumentan las rutas de replicacion celular, union de nucleétidos y constituyente
estructural del ribosoma; significando que hay interés en el organismo por seguir
creciendo. Lo anterior, también esta relacionado con las demdas respuestas
fisiol6gicas y bioquimicas, pues observamos que hay aumento en la excrecion de
amonio y una disminucion de proteinas en el hepatopancreas (uso energético),

mientras en el musculo se mantiene la concentracién de proteinas (crecimiento).

101



En las branquias, el reprimir la ruta de degradacion de lisina, al ser éste un
aminoacido clave para el transporte de lipidos, incrementa el transporte mediante
vesiculas para también aumentar el consumo de lipidos en la mitocondria; y
ademds al ser un aminoacido cetogénico (se degrada a acetil-CoA) una menor
degradacion de lisina, provoca no generar acetil Co-A para su uso en el ciclo de
Krebs, provocando la degradacién de &cidos grasos hasta acetil-CoA y la
necesidad en la expresion de biosintesis de acidos grasos insaturados, lo cual
puede observarse en relacion con la respuesta en contenido bioquimico por la

disminucion de lipidos en las branquias.

En el caso de la hipertermia durante el reto crénico se observdé una doble
respuesta, una estrategia de uso de energia debido al agotamiento por la
exposicion prolongada y otra de almacenamiento de combustibles metabdlicos. Se
observo una relacion entre las respuestas fisiologicas, puesto que, como producto
de una menor eficiencia de absorciéon y un aumento en el consumo de oxigeno,
disminuye el potencial de crecimiento (energia libre); esto, también esta
relacionado con las respuestas a nivel de compuestos bioquimicos, ya que
podemos observar la disminucion de proteinas en hepatopancreas y musculo,
compuestos cuyas funciones son estructurales y de catélisis de reacciones, por lo
gue el déficit en la eficiencia de absorcion puede deberse a la falta de las enzimas
necesarias y el gasto energético que conlleva la degradacion y absorcion de
nutrientes de la dieta; lo anterior, también relacionado con la expresion, ya que se
incrementan las rutas de degradacion de proteinas (actividad endopeptidasa) y las
relacionadas con intermediarios en el metabolismo energético (biosintesis de
cofactores, el dominio de union para NAD(P), actividad redox usando NAD(P)); lo
cual, no solo indica la degradacién de proteinas y el incremento de cofactores para
mantener la eficiencia enzimatica, sino que también, al tener coenzimas capaces
de incluirse en la fosforilacién oxidativa, se promueve el aumento en el uso de
oxigeno justificando el aumento en la tasa respiratoria. Por otra parte, hay una

relacion clara entre respuestas en el almacenamiento de nutrientes para la
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conservacion de energia, ya que el aumento de carbohidratos y lipidos en
hepatopéancreas y musculo, aumenta en la exposicion prolongada una vez que se
reprimen las rutas de glucolisis y de actividad fosfofructoquinasa, claves en el
catabolismo de los carbohidratos.

En el caso de exposicion a hipoxia crénica hay disminucién en la expresion de
rutas relacionadas con la generacion y uso de energia. La glucdlisis es un proceso
importante para obtener energia, pero al estar reprimida, funciona como reserva
energética ya que en lugar de degradar los carbohidratos estos tienden a ser
almacenados y esto podemos observarlo al hacer la relacion con la respuesta de
contenido bioquimico ya que se almacenan carbohidratos en tejidos como las
branquias y el musculo. Por otro lado, también en el caso de la expresion se
hicieron cambios en la distribucion de energia, ya que se conoce que la sintesis de
proteinas y el crecimiento somatico, son procesos metabdlicos que consumen
mucha energia, por lo que al reprimirlos la energia va hacia procesos como el
desarrollo de genitales (fundamental para la preservacion de la especie), la
importacion de proteinas hacia la membrana mitocondrial y la organizacion de la
membrana mitocondrial; aparte de aumentar también la oxidacién de compuestos
organicos; y esto podemos relacionarlo directamente con las respuestas de
contenido bioquimico implicadas en estas rutas, como el aumento de lipidos y
triglicéridos en hepatopancreas usados para la formacion de hormonas y la
disminucién de lipidos en branquias, los cuales pueden ser usados como energia
durante la exposicion a hipoxia. Estas respuestas son importantes debido a que
gracias a esto, la célula puede mantener la energia mediante la optimizacién de la
obtencién de ATP en la mitocondria aunque no se utilice la glucdlisis, ayudando a
mantener iguales las respuestas fisioldégicas de tasa de ingestion, tasa respiratoria
y potencial de crecimiento, pues no se necesita aumentar o disminuir la cantidad
de oxigeno o alimento usado en el metabolismo, ya que el uso de energia es el

mismo, pero se utiliza de diferente forma.
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CONCLUSIONES

Los juveniles de camardn blanco tienen la capacidad de modificar sus tasas
fisiolégicas para compensar el estrés ambiental provocado.

Los cambios en los cambios ambientales provocan diferencias importantes
en las tasas fisioldgicas, observando una estrecha relacion entre los
cambios ambientales y el potencial de crecimiento de los organismos.

El estrés provocado fue subsanado por el uso de los combustibles
metabdlicos y las sustancias usadas en primer orden fueron las proteinas y
posteriormente los carbohidratos, ambos obtenidos del musculo y el
hepatopancreas. En las branquias se recurrio al uso tanto de los
carbohidratos como de lipidos.

Como una respuesta conservadora musculo y hepatopancreas tendieron a
almacenar lipidos; y el hepatopancreas, particularmente almacena una
mayor proporcion de triglicéridos.

En la exposicion hipertermia los juveniles mostraron un aumento en
expresion para rutas de crecimiento y glucolisis en la exposicion aguda, que
son reprimidas cuando el estrés es sostenido a largo plazo.

Durante el reto agudo de hipoxia se redujo el uso de rutas que aumentan el
uso de energia (modificacion de cromatina, modificacion de aminoacidos),
para mantener aquellas rutas que apoyan la reparacion celular (sintesis
constituyentes del ribosoma, ligadura de nucledtidos).

En la exposicion crénica de hipoxia, los organismos hacen uso de rutas
para la reparacion de membranas, suprimiendo rutas de regulacion de
crecimiento.

Se encontrd que las respuestas fisioldgicas, de contenido bioquimico y de
expresion, se relacionan entre si, formando una respuesta integral a nivel

energético para hacer frente al estrés.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar un estudio integral de las proteinas y lipidos en los
tejidos durante la exposicidn a estrés, para bucar establecer una correlacion
entre los diversos tipos de proteinas (como enzimas, gluco-proteinas y
hemocianina) y lipidos (fosfolipidos, &cidos grasos insaturados, ente otros)
involucrados en el metabolismo e interaccidn fisiol6gica de los camarones
estresados por estos dos factores ambientales, para tener mas indicadores
de estrés.

Contrastar los resultados de expresion obtenidos por los microarreglos
heter6logos, con resultados de expresion de un microarreglo de L.

vannamei.

Se recomienda aplicar el uso de los resultados obtenidos en la gendmica
funcional junto con técnicas moleculares modernas (como el RNA de
interferencia o qPCR, entre otros), a fin de observar cambios mas finos en
la expresion génica, para incursionar en el uso de nuevas herramientas que

sirvan de apoyo para la industria del camarén.

En los estanques de cultivo se recomienda mantener niveles de oxigeno por
arriba de 2 mgO,/L y hacer recambios para mantener la temperatura por
debajo de 30°C.
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