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RESUMEN

La camaronicultura es una de las industrias de mayor crecimiento tanto a
nivel mundial como nacional, pero en la ultima década el desarrollo de ésta se ha
visto limitado por la aparicion de enfermedades infecciosas provocadas
principalmente por virus. Existen condiciones fisico-quimicas y biolégicas dentro
de los sistemas de cultivo que pueden provocar estrés y aumentar la
susceptibilidad de los camarones a enfermedades infecciosas. Dentro de las
variables fisico-quimicas, la salinidad es una de las mas importantes, ya que
ademas de influir en las tasas de crecimiento y supervivencia de los camarones,
cambios bruscos pueden ser condicionantes de estrés. Por lo cual, se requiere
ampliar el conocimiento del efecto de la salinidad sobre la fisiologia del organismo
a través del estudio de algunas variables bioquimicas (glucosa y proteina),
inmunologicas (conteo total de hemocitos, proFenoloxidasa y Fenoloxidasa),
fisioldgicas (indice de condicion K de Fulton y indice hepatopancreético) y
productivas (tasa de crecimiento y supervivencia) del camardn Litopenaeus
vannamei. Durante 63 dias se cultivd experimentalmente el camaron en diferentes
concentraciones de salinidad (1, 10, 15, 25, 35 gL™). En cada salinidad se
manejaron tres réplicas y en cada réplica se sembraron 15 camarones con un
peso promedio de 3.5-4.5 g. Para evaluar el comportamiento de las variables
mencionadas, se tomaron muestras de hemolinfa al inicio (dia 1), mediados (dia
30) y al finalizar el experimento (dia 63). En los resultados obtenidos no se
observaron diferencias significativas en las variables bioquimicas, inmunoldgicas,
fisioldgicas y productivas entre los tratamientos de salinidad. Aunque, cuando se
analizé entre tiempos de muestreo si se presentd un efecto negativo en la glucosa,
ya que se incremento al finalizar el experimento. De igual manera, se observo un
efecto negativo en el conteo total de hemaocitos, debido a que éstos tendieron a
disminuir conforme se desarrollo el experimento.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, salinidad, variables bioquimicas,
inmunoldgicas, fisiolégicas y productivas.
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ABSTRACT

Shrimp farming is one of the fastest growing industries both globally and nationally,
but in the last decade the development of shrimp aquaculture has been limited by
the occurrence of infectious diseases mainly caused by viruses. There are physical-
chemical and biological terms within farming systems, that they can cause stress
and accelerate the susceptibility of shrimp diseases. Among the physico-chemical
variables, salinity is one of the most important, as well as influencing the growth
and survival rates of shrimp, sudden changes can be conditions of stress. Hence it
is necessary to amplify the knowledge of salinity about the physiology of the
organism through the response of some biochemical variables (glucose and
protein), immunological (total count of hemocytes, and phenoloxidase
proFenoloxidasa), physiological (condition index K fulton and hepatopancreatic
index) and productive (growth rate and survival) of the shrimp Litopenaeus
vannamei. During 63 days the shrimp was cultivated experimentally in different
concentrations from salinity (1, 10, 15, 25, 35 gL-1). At each salinity were handled
three repetitions, and each one, were cultured 15 shrimp of 3.5 g. To evaluate the
behavior of these variables, hemolymph samples were taken at baseline (day 1),
mid (day 30) and at the end of the experiment (day 63). At the results obtained,
were not significant differences in biochemical variables, immunological,
physiological and productivity between salinity treatments. Although, when
analyzed between sampling times, whether there was a negative effect on glucose
being that was increased at the end of the experiment. Similarly, it observed a
negative effect on total haemocyte count, because it shows a downward trend
during the course of the experiment.

Keywords: Litopenaeus vannamei, salinity, biochemical parameters,
immunological, physiological and productivity.
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ABREVIATURAS

°C Grado centigrado
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GLOSARIO

Ad libitum: alimentacién a saciedad.

ATP: es un nucledtido fundamental en la obtencion de energia celular. Esta
formado por una base nitrogenada (adenina) unida al carbono 1 de un azucar
de tipo pentosa, la ribosa, que en su carbono 5 tiene enlazados tres grupos
fosfatos.

ANOVA (por sus siglas en ingles): andlisis de varianza

Branquias: organo respiratorio de animales acuéticos, compuesto de filamentos
laminares carnosos con extensiones llamadas lamelas. En los camarones,
estas caAmaras branquiales estan situadas a los costados del cefalotérax.

Coagulacion: es una respuesta de defensa muy importante en los crustaceos, ya
gue es un proceso en el cual los crustaceos rapidamente sellan sus heridas del
exoesqueleto previniendo la pérdida de la hemolinfa y evitando el ingreso de
particulas extrafias al organismo

Encapsulacion: es un tipo de respuesta multicelular para eliminar particulas
extrafias que no pueden ser destruidas por los mecanismos humorales.

Enzima: son proteinas complejas que producen un cambio quimico especifico en
otras sustancias, sin que exista un cambio en ellas mismas.

Fagocitosis: es un mecanismo por el cual algunas células (neutrofilos y
macréfagos) rodean con su membrana citoplasmética a un antigeno y lo
introducen al interior celular.

Fotoperiodo: es la exposicion luminosa que recibe un espacio fisico medido en
tiempo y cantidad.

Hepatopancreas: es un 6rgano del aparato digestivo de artropodos, gasterépodos
y peces. Realiza las mismas funciones que en los mamiferos realizan el
pancreas y el higado.

Hemocito: célula de la hemolinfa de los invertebrados.

Hemolinfa: liquido circulatorio de los artropodos, moluscos, etc. analogo a la
sangre de los vertebrados. Su composicion varia mucho de una especie a otra.
Puede ser de diferentes colores o incluso incolora; los pigmentos suelen
proceder de la alimentacion o de los procesos metabdlicos y no tienen ninguna
funcién bioldgica, ya que el transporte de gases es independiente del aparato
circulatorio.

Intermuda: estadio de la ecdisis donde todo el exoesqueleto se engrosa y
endurece. Hay crecimiento de tejidos y acumulacion de reservas.

Glucbogeno: es un polisacéarido de reserva energética de los animales, formado
por cadenas ramificadas de glucosa; es soluble en agua, en la que forma
dispersiones coloidales. Abunda en el higado y en los musculos.
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Melanizacion: es una manifestacion comun en los invertebrados, cuyo proceso
comprende una serie de reacciones enziméticas en cascada conocido como
sistema proFenoloxidasa.

Nodulacién: este es un mecanismo muy eficiente para la eliminacion de
particulas

Patdégeno: es toda aquella entidad bioldgica capaz de producir enfermedad o
dafio en la biologia de un hospedero (humano, animal, vegetal, etc.)
sensiblemente predispuesto. EI mecanismo de la patogenicidad ha sido muy
estudiado y tiene varios factores, algunos de los cuales son dependientes del
agente patdégeno y otros del huésped. Agente especifico causante de
enfermedad; como ciertos virus, bacterias, hongos, protozoarios y gusanos
artrépodos.

Osmorregulacion: es la forma activa de regular la presion osmotica del medio
interno del cuerpo para mantener la homeostasis de los liquidos del cuerpo;
esto evita que el medio interno llegue a estados demasiado diluidos o
concentrados.

PCR (Siglas del ingles Polymerase Chain Reaction o Reaccion en Cadena de
la Polimerasa): metodologia utilizada para producir multiples copias de un
fragmento de DNA especifico que utiliza ciclos de desnaturalizacion del DNA
molde, anillamiento con oligonucleotidos especificos y extension de los mismos
por medio de una DNA polimerasa termotolerante.

K de Fulton: es un factor de condicién que sirve para estimar la condicion,
robustez o estado de bienestar de los peces y crustaceos.

Virus: agente infeccioso a celular, con una organizacion muy simple, formada por
un complejo de proteina, la capside y un solo tipo de &cido nucleico (DNA o
RNA), carece de metabolismo independiente y solo se puede replicar en una
célula hospedera.

Vulnerabilidad: es una caracteristicas de una persona o grupo desde el punto de
vista de su capacidad para anticipar, sobrevivir, resistir y recuperarse del
impacto de una amenaza natural.

Zootecnia: es el conjunto de técnicas para el mejor aprovechamiento de los
animales domésticos y silvestres que son utiles al hombre y cuya finalidad es la
obtencién del maximo rendimiento, administrando los recursos adecuadamente
bajo criterios de sostenibilidad.
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1. INTRODUCCION

La camaronicultura se destaca como una de las actividades de mayor
crecimiento y expansion a nivel mundial. En México, se ha desarrollado
principalmente en los estados del noroeste (Nayarit, Sonora y Sinaloa) debido a su
inmejorable calidad de suelos, agua, clima, disponibilidad de postlarvas e insumos.
En los estados mencionados, durante el afio 2009 se registré una produccion de
alrededor de 128 mil toneladas con un valor aproximado de $9550 millones de
pesos (CONAPESCA, 2009).

La especie que méas se cultiva es el camardén blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei, debido a que su cultivo larvario no presenta mayores
complicaciones y durante la engorda tolera amplios intervalos de temperatura y
salinidad, ademéas de presentar una tasa elevada de crecimiento (Martinez-
Cordova et al., 1999).

En la Ultima década el desarrollo de esta actividad se ha visto afectado por
el impacto de algunas enfermedades infecciosas provocadas principalmente por
virus. El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) ha sido el que mas ha
impactado, causando mortalidades en los cultivos de hasta el 100% (Esparza-Leal
et al.,, 2009). Tanto el impacto del WSSV como el de otros patdgenos se ha
manifestado a la par de la intensificacion de los cultivos; sin embargo, se ha
avanzado mas en la investigacion de la zootecnia que en el area de fisiologia,

inmunologia y ecologia de los camarones (Bachére, 2000).

El impacto de las enfermedades de etiologia infecciosa depende de una
compleja interaccion entre los organismos, el ambiente en el que habitan y los
patbgenos a los que estan expuestos (Lightner y Redman, 1998).
Desafortunadamente, las enfermedades en los camarones se detectan por lo
general en etapas avanzadas, cuando ya es evidente su impacto negativo en el

crecimiento, comportamiento o mortalidad (Perazzolo et al., 2002).
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El ambiente que prevalece en los cultivos de camardn puede generar una
condicion de estrés debido al cautiverio y a las fluctuaciones de los factores fisico-
quimicos del agua (temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad), entre otras
variables. Esta condicion de estrés puede aumentar la vulnerabilidad de los
camarones a los agentes infecciosos y/o oportunistas presentes en el agua (Le
Moullac y Haffner, 2000).

Aparte de la temperatura se considera que el factor abiético que mas
impacta a los camarones es la salinidad, ya que esta variable afecta su
crecimiento y supervivencia (Kumlu et al., 2000). Por lo que se requiere ampliar el
conocimiento con respecto al efecto de esta variable en diferentes niveles de la
condicion de estrés que puede manifestarse bioquimica, inmunolégica o
fisiologicamente, informacibn que puede servir para obtener indicadores
tempranos del estado clinico del camaron y, con ello se pueden fomentar
estrategias que aminoren el impacto de enfermedades infecciosas (Bachére, 2000;
Perazzolo et al., 2002).

En el presente estudio se investigo el efecto de diferentes salinidades (1,
10, 15, 25 y 35 g L™) sobre el comportamiento de algunas variables bioquimicas
(glucosa y proteina), inmunolégicas (conteo total de hemocitos y fenoloxidasa) y
fisiolégicas (indice de condicion “K” de Fulton e indice hepatopancreatico) del
camaron L. vannamei, con el fin de aportar elementos para desarrollar estrategias
que conlleven a minorar el estrés en los organismos y optimizar sus tasas de
crecimiento; asi como para generar indicadores de condicion, que permitan
detectar con oportunidad cuando los camarones se alejan de su condicién 6ptima

y se acercan a una condicion de susceptibilidad.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estrés en camarones

El estrés es una alteracion fisiolégica que se induce por cambios
ambientales (salinidad, temperatura, pH, entre otras variables) o bioldgicos, que

aumentan la vulnerabilidad de los organismos (Stickney, 2000).

Los organismos bajo cultivo estdn sometidos a una compleja interaccion de
factores de estrés; sin embargo, algunos de éstos estan bajo control durante las
practicas de cultivo (Wedemeyer et al., 1996). Esto implica que mientras un factor
de estrés por si solo pareciera ser inofensivo, la presencia combinada de varios
factores dentro de un mismo lapso de tiempo impide que los organismos tengan
un periodo de recuperacion, afectando consecuentemente su salud (Barton y
Iwama, 1991).

Cuando los estimulos estresantes se presentan en lapsos de tiempo
prolongados o continuos (de varios dias a semanas), aunque no sean
necesariamente intensos, la respuesta al estimulo se conoce como estrés cronico.
En contraste, cuando los estimulos son puntuales (de minutos a horas), la
respuesta se considera como estrés agudo. Las respuestas primarias y
secundarias de ambos son normalmente rapidas y facilmente detectables
(Livingstone, 1985).

2.2. Salinidad

La salinidad es un factor ambiental muy importante en la acuacultura
(Pequeux, 1995), ya que sus fluctuaciones impactan en varios procesos
metabolicos de los organismos marinos (Chen y Nan, 1995). El intervalo éptimo
de esta variable para el crecimiento y supervivencia del L. vannamei fluctia

entre 15y 26 g L™, sin embargo, éste puede ser cultivado exitosamente a bajas
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y altas salinidades (Boyd, 1989; Robertson et al., 1993; Bray et al., 1994). Pérez-
Velazquez et al. (2007) reportaron que los camarones expuestos a salinidades de
2,35y 50 g L™, presentan menor crecimiento en 50 y mayor en 2 g L. Lo que
puede estar relacionado con el incremento en los requerimientos metabdlicos,
modificaciones en la utilizacion de nutrientes, decrecimiento en el uso del
alimento, cambios adversos en la calidad o cantidad del alimento natural, entre

otros factores (Robertson et al., 1993; Rosas et al., 1999).

Uno de los procesos que afectan significativamente la reserva energética de
los organismos, al ser expuestos a diferentes salinidades, es la osmoregulacion.
Este es un proceso importante en la adaptacién ambiental de la mayoria de los
crustaceos (Pequeux, 1995; Tantulo et al., 2007). Por lo que se ha estudiado la
correlacion entre la tolerancia a salinidad y la habilidad para osmorregular durante
la ontogenia y su relacion a adaptaciones ecoldgicas en crustaceos (Charmantier
et al., 1988; Palacios et al., 2004).

La habilidad para osmorregular en términos de la capacidad de
osmoconformar esta determinada por la diferencia entre la osmolalidad de la
hemolinfa y la osmolalidad del medio (Lignot et al., 2000; Tantulo et al., 2007). El
balance osmatico en los camarones se modifica debido a que utiliza mas energia
para la osmoregulacion y canaliza menos energia para el crecimiento. A nivel de
cultivo, los camarones se exponen a variaciones de salinidad debido a la lluvia,
evaporacion o cuando se cultivan en agua de pozo de baja salinidad (Hurtado et
al., 2006).

Cuando los camarones se exponen a bajas salinidades, tienen que
confrontar la pérdida pasiva de iones de Na" y CI, mediante ingreso activo de
iones Na* del agua e intercambiandolo por H* a nivel de la membrana apical de las
células osmorregulatorias (Palacios et al., 2004). Se ha estudiado ampliamente el
balance i6nico de los camarones peneidos debido a que durante un tiempo se

considerd que la salinidad de los estanques de cultivo deberia coincidir con el
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punto isosmoético, para disminuir el costo energético asociado a la regulacion
iGnica y osmatica. Sin embargo, en muchos casos el mejor crecimiento se ha
observado en una salinidad distinta a la de su punto isosmatico, lo cual ha
generado una controversia alrededor del costo energético de los mecanismos

osmorreguladores y su relacion con el metabolismo (Brito et al., 2000).

2.3. Variables bioquimicas

Las variables bioquimicas tales como la glucosa y proteinas pueden indicar
el potencial de crecimiento de los camarones (Castille et al., 1993). Los crustaceos
utilizan los carbohidratos, principalmente glucosa, para obtener energia (ATP), ya
sea a partir de su dieta (absorcion), hidrolizando su reserva de glucdgeno
(glucogenadlisis) y por formacion de glucosa a partir de otras fuentes como glicerol
o aminoacidos (gluconeogénesis), entre otras (Stryer, 1990). También, los
crustaceos tienen la capacidad de sintetizar carbohidratos a partir de proteinas
(Rosas et al., 2001a). Las proteinas no son solo una fuente de energia metabdlica,
sino que son el constituyente relativamente mas abundante en los crustéaceos,
juegan un papel importante en el transporte de otras moléculas, son mediadores y
catalizadores de reacciones quimicas (enzimas) y constituyen el grupo mas
numeroso de hormonas (Stryer, 1990). Tanto el nivel de glucosa (Hall y van Ham,
1998; Racotta y Palacios, 1998; Palacios, 2000), como la concentracién de
proteinas totales (Sanchez et al., 2001; Pascual et al., 2003) se han propuesto

como indicadores de estrés y salud para diferentes especies de crustaceos.

2.4. Variables inmunoldgicas

El sistema inmune incluye un conjunto de mecanismos que permiten el
reconocimiento de lo propio y lo extrafio con el objetivo de proteger la integridad
biologica del individuo. Estos mecanismos involucran el reconocimiento del
invasor, asi como la presencia de un sistema efector que elimina cualquier

elemento que afecte dicha integridad (Bayne, 2003). A consecuencia de esto los
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camarones han desarrollado a lo largo de su evolucion un sistema de defensa
para proteccion, el cual consiste de un sistema inmune innato (Vargas-Albores y
Yepiz-Plascencia, 1998; Roch, 1999; Hoffman y Reichhart, 2002). Este sistema
inmune se llama innato porque consiste en una linea de defensa no especifica
(Mallon et al., 2003; Fujita et al., 2004), que incorpora elementos de diferenciacion
celular, proteccion contra estrés oxidativo y numerosas moléculas que permiten el

reconocimiento cuyo objetivo es eliminar lo no propio (Vorbach et al., 2003).

El sistema inmune innato de los invertebrados ha sido subdividido en celular
y humoral (Smith y Chisholm, 1992; Lavine y Strand, 2002). La defensa celular se
refiere a las respuestas mediadas por los hemocitos (células sanguineas de los
invertebrados) tales como fagocitosis, nodulacion y encapsulacién (Lavine y
Strand, 2002). Mientras que las reacciones humorales comprenden distintas
moléculas solubles, tales como los componentes del sistema proFenoloxidasa
(Soderhall et al., 1996), proteinas involucradas en la coagulacion de hemolinfa
(Sritunyalucksana y Sdderhall, 2000) y moléculas asociadas al reconocimiento de

agentes extrafios (Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000).

En los invertebrados, los hemocitos son los efectores primarios de la
inmunidad celular no especifica. El nimero de hemocitos circulantes puede variar
y disminuir drasticamente durante una infeccion (Soéderhall y Cerenius, 1992), el
estrées ambiental (Johansson et al., 2000) o debido a la actividad endocrina
durante el ciclo de muda (LeMoullac y Haffner, 2000). En los crustaceos, los
hemocitos se producen en el tejido hematopoyético, que esta situado en la porcién
dorsal y dorso-lateral del estbmago, alrededor de la arteria antenal y en la base de
los maxilipedos. Se han caracterizado tres tipos de hemocitos en base a criterios
morfologicos y funcionales: hialinos, semigranulares y granulares (Johansson et
al., 2000).
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En crustaceos, la melanizacion esta regulada por una cascada de
reacciones enzimaticas conocida como sistema proFenoloxidasa (proFo). Este
sistema puede ser activado en forma natural por componentes microbianos tales
como R-glucanos de hongos y los peptidoglicanos y lipolisacéridos bacterianos
(Vargas-Albores, 1995). Durante su activacion, la proFO se convierte en
Fenoloxidasa (FO), por accién de una proteinasa llamada enzima activadora de la
proFenoloxidasa. Esta se encuentra inactiva en el interior de los granulos de los
hemocitos y se activa después de su liberacion en presencia de calcio plasmaético.
La FO promueve la oxidacion de fenoles a quinonas, que se polimerizan de
manera no enzimatica formando depdsitos insolubles de melanina, que pueden
ser observados como manchas oscuras en el caparazon de los camarones. La
melanina también estd implicada en los procesos de esclerotizacién y reparacién

de dafios en la cuticula (Sritunyalucksana y Séderhall, 2000).

2.5. Variables fisiolégicas

Los indices fisiologicos tales como el indice de condicién de K de Fulton
(IC) y el indice hepatopancreatico (IHP) pueden ser indicadores de una condicion
de estrés a nivel biolégico y con ellos se puede evaluar y predecir los efectos que
causan las modificaciones ambientales, antes de que se presente un dafio
irreversible (McCarthy y Shugart, 1990). El IC y el IHP, son indicadores biologicos
que se han adoptado en los dltimos afios para medir el efecto del estrés (Silveira,
2005). En los camarones, el IC lo definieron para establecer comparaciones entre
dos o mas grupos de organismos, su valor puede fluctuar entre 0 y 1 (Ricker,
1975). El IHP lo definieron como la relacién del peso del hepatopancreas con el
peso corporal total, el valor resultante permite inferir el posible estado nutricional
de los organismos; un mayor valor de IHP indica una mejor condicién nutricional

de los camarones (Collins y Anderson, 1995).
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3. JUSTIFICACION

En México, la presencia de las enfermedades en los cultivos de camaron
representa una de las principales limitantes para el desarrollo de camaronicultura
y, estas se potencian cuando los organismos se someten a estrés por diferentes
variables bioticas y abidticas, ya que el estrés juega un papel crucial en la
susceptibilidad de estos a las enfermedades infecciosas y no infecciosas. Por lo
que conocer la variacion de los pardmetros bioquimicos, fisiolégicos vy
inmunoldgicos en condiciones de estrés como respuesta a la exposicion a
diferentes salinidades puede aportar datos para establecer indices de condicién de
salud de los organismos, que permitan detectar con oportunidad cuando los
camarones se alejan de una condicion éptima y se acercan a una condicion de
susceptibilidad. Tal informaciébn es importante para optimizar las tasas de
crecimiento y supervivencia de este crustaceo, que permitan incrementar el

margen de utilidad en la industria camaronicola.
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4. HIPOTESIS

La exposicion del camardén L. vannamei a diferentes concentraciones de
salinidad altera su condicidén bioquimica, inmunoldgica, fisiologica e influye en su

tasa de crecimiento y supervivencia.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de salinidad (1, 10, 15, 25y
35 g L) sobre algunas variables bioquimicas, inmunolégicas, fisiolégicas y

productivas del camardn L. vannamei cultivado experimentalmente.

5.1. Objetivos especificos

5.1.1. Evaluar el comportamiento, a nivel bioquimico, de la glucosa y la

proteina en L. vannamei cultivado a diferentes salinidades.

5.1.2. Evaluar el comportamiento inmunolégico (conteo total de hemocitos,
proFenoloxidasa y Fenoloxidasa) en el camardon L. vannamei cultivado a

diferentes salinidades.

5.1.3. Evaluar el comportamiento fisiol6gico (indice de condicion de k de
Fulton e indice hepatopancreatico) en el camardn L. vannamei cultivado a

diferentes salinidades.

5.1.4. Evaluar las tasas de crecimiento y supervivencia del camarén L.
vannamei en diferentes concentraciones de salinidad y su relacion con

indicadores de condicion.
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6. METODOLOGIA

6.1. Disefio experimental

Con el fin de determinar el efecto de diferentes concentraciones de
salinidad, sobre el comportamiento de algunas variables bioquimicas,
inmunoldgicas, fisiolégicas y productivas, en condiciones de temperatura y
fotoperiodo natural, se cultivé experimentalmente camarén L. vannamei durante
63 dias, bajo cinco condiciones: T =1g L™ T,=10gL™* T3=15gL™*, T,=25gL

1y Ts=35g L™, con tres réplicas por tratamiento (Fig. 1).

4

TRATAMIENTOS ]
T1 T2 T3 Ta T5
1gL" 10g L 15g L 259 L1 35¢ L1
I — - I - - L
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R2 R2 R2 Rz R2

Fig. 1. Disefio experimental utilizado en el presente trabajo.

6.2. Organismos experimentales y aclimatacion
Se obtuvieron 700 organismos juveniles de L. vannamei de una granja
comercial (3.0+0.5 g), libres del virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV).

Los animales se sembraron en una tina (4000 L) con recirculacion semicerrada,
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aireacion constante y alimentacion ad libitum (dos veces por dia: 08:00 y 16:00 h)
hasta que alcanzaron un peso promedio de (4.0+1.0 g). Una vez alcanzado este
peso, los organismos se aclimataron a las salinidades (1, 10, 15, 25 6 35 g L) en
lotes de 60 organismos por salinidad. La razén de aclimatacion fue de 2 g L™,
disminuyendo la salinidad cada media hora hasta llegar a la salinidad deseada.
Una vez realizada la aclimatacion se les did un reposo por 24 horas para

posteriormente ser usados en bioensayo.

6.3. Desarrollo experimental

Una vez aclimatados, los camarones se sembraron a razon de 15
organismos por réplica (manejando tres réplicas por tratamiento). La unidad
experimental para cada réplica fue un recipiente de plastico de 100 L de capacidad
con 70 L de agua. El peso de los organismos sembrados fluctu6 entre 4.5+0.5 g.
Los organismos se mantuvieron nueve dias en el sistema experimental previo a la
primera toma de muestra. Durante el desarrollo experimental, los camarones se
alimentaron dos veces por dia (08:00 y 16:00 h) con alimento comercial
(Camaronina® 35%) al ad libitum iniciando con el 10% de su biomasa,
disminuyendo o incrementando dicho valor en respuesta al consumo. Como cada
unidad experimental se manejo sin recirculacion de agua, para mantener una
buena calidad de ésta, se mantuvo con aireacion constante y cada 8 dias se les
realizd una limpieza por sifoneo y recambio de agua del 30%. Ademas,
diariamente se monitore6 la concentracion de oxigeno disuelto (OD), la
temperatura y el pH. Cada 15 dias se tomaban muestras por cada réplica para
evaluar la concentraciébn de amonio, nitritos y nitratos, utilizando las técnicas

propuestas por Strickland y Parson (1972).
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Fig. 2. Unidades experimentales utilizadas en el presente trabajo.

6.4. Toma y andlisis de muestras para evaluar la condicién bioquimica,

inmunoldgicay fisioldgica de los camarones expuestos a diferente salinidad.

Se realizaron tres tomas de muestras de los camarones contenidos en las
réplicas de cada uno de los tratamientos: al inicio del trabajo experimental (dia 1,
muestreo 1), a mediados (dia 30, muestreo 2) y al finalizar (dia 63, muestreo 3).
Para evaluar la condicion bioquimica e inmunoldgica se obtuvo hemolinfa de los

organismos experimentales de acuerdo al siguiente procedimiento:

Cuando los organismos tenian 12 horas de ayuno, se tomaron dos
camarones de cada una de las réplicas de los tratamientos. Al primer organismo
de cada réplica se le extrajo 100 yL de hemolinfa con jeringas para insulina (1 mL,
27G x 13 mm) de la parte ventral que comprende el primer segmento de los
pledpodos, ligeramente anterior al poro genital. Previo a ser usadas, las jeringas
se lavaron y se les adicioné como anticoagulante SIC-EDTA (NaCl 450 mM, KCI
10 mM, Hepes 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.3), previamente enfriado a 4 °C, para
mantener una proporcion de dos volumenes de SIC-EDTA por cada volumen de

hemolinfa (Vargas-Albores et al., 1993). Al extraer la hemolinfa, se evité la
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formacion de burbujas en la jeringa, ya que éstas aceleraran el proceso de
coagulacion y con ello pueden ocasionar una alteracion de sus componentes.
Posteriormente, a los dos camarones se les cort6 el ultimo segmento del abdomen
junto con los urépodos para identificar el estadio de muda a través de la
observacion directa del crecimiento de setas (Robertson et al., 1987) con ayuda de

un microscopio optico.

Una vez extraida la hemolinfa, ésta se colocé en tubos Eppendorf de 1500
ML de capacidad pre-enfriados a 4 °C, éstos se colocaron en una hielera que
contenia hielo molido. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 800 g por 4
min a 4 °C, después el plasma se pasé a otro tubo con el fin de utilizarlo para
evaluar la Fenoloxidasa (FO) y el sobrante se almacend a -20 °C para analizar
posteriormente la concentracion de proteinas. La pastilla de hemocitos se utilizé
para obtener el sobrenadante del lisado de hemocitos (SLH) y realizar el andlisis
de la actividad de la Fenoloxidasa por activacion de la proFenoloxidasa (proFo)

contenida en los granulos citoplamaticos.

El segundo camar6n de cada réplica se utilizé para realizar el conteo total
de hemocitos y analizar la concentracion de glucosa. Se extrajeron 100 uL de
hemolinfa como en el parrafo anterior. La hemolinfa se coloc6 en tubos Eppendorf
y se mezcld para tomar 50 pL con el fin de realizar el conteo total de hemocitos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 800 g por 4 min a 4 °C y el
plasma se paso a otro tubo donde fue almacenado a -20 °C para después analizar

la concentracion de glucosa.

6.4.1. Andlisis de las variables bioquimicas

La concentracion de glucosa se determind de acuerdo al método GOD-PAP
(Randox, Crumlin, Reino Unido) utilizando el procedimiento descrito en el kit
comercial, el cual consiste en la oxidacién enzimética (glucosa oxidasa) de la

glucosa con la liberacion de peroxido de hidrégeno que a su vez reacciona con
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fenol y 4-amino fenazona en presencia de una peroxidasa, dando un cromégeno
rojo violeta de antipirilquinonimina, que es proporcional a la cantidad de glucosa
contenida en la muestra. Para dicho analisis se colocaron 20 del plasma sin
diluir en una microplaca. Posteriormente, se agregaron 200 yL de la &oluci
reactiva, mismas que se dejaron reaccionar por 30 min a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de reaccion, las microplacas se colocaron en un lector de
microplacas (Stat Fax® 2100 awareness technology, USA) y las absorbancias se
midieron a una longitud de onda de 490 nm. La curva de calibracion se elaboro a
partir de una solucién estandar que tenia una concentraciéon de 100 mg dL™ (5.5
mmol L™). Para elaborar la curva de calibracién, se utilizaron las siguientes
concentraciones: 100.00, 50.00, 25.00, 12.50, 6.25, 3.12, 1.56, 0.17 mg dL™.
Como solucion blanco se utilizo la solucién salina isoténica para crustaceos SIC-
EDTA (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.3; Vargas-
Albores et al., 1993).

La concentracion de proteinas se determiné de acuerdo al método de
Bradford (1976) adaptado a microplaca (Racotta y Palacios, 1998). Este método
se basa en la reaccion de los grupos amino libres con el azul de Comassie en
presencia de acido fosférico y etanol produciendo un compuesto colorido.
Primeramente, se realiz6 una dilucién 1:200 del plasma con SIC-EDTA. A partir de
esta dilucion se colocaron 50 uL en una microplaca. Posteriormente, se agregaron
200 pL de la solu@i n reactiva de Bradford (Bio-Rad, 500-0006; Hercules, CA,
USA), mismas que dejaron reaccionar por 10 min a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de reaccion, las microplacas se colocaron en un lector de
microplacas (Stat Fax® 2100) y las absorbancias se midieron a una longitud de
onda de 595 nm. La curva de calibracion se realizdé a partir de una solucion de
albumina sérica bovina (Sigma, A-3912; St. Louis, MO, USA) con las siguientes
concentraciones: 1.000, 0.500, 0.250, 0.125, 0.062, 0.031 mg mL™. Como solucién
blanco se utilizé SIC-EDTA.
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6.4.2. Variables inmunoldgicas

Se us6 la hemolinfa extraida del segundo organismo de cada réplica para
realizar el conteo total de hemocitos, utilizando una camara de Neubauer (Hausser
Scientific, Horsham, PA, USA) que tiene una reticula de 0.01 mm. Se tomaron 50
uL de hemolinfa y se mezclaron con 150 yL de una solucién de formol al 4%. A
partir de esta dilucién, utilizando un microscopio Optico, se realizaron 2 conteos de

hemocitos por cada caso.

Para determinar la actividad de la FO, se uso el plasma de la hemolinfa del
primer camarén de cada réplica de los tratamientos, que se obtuvo después de la
centrifugacion a 800 g por 4 min a 4 °C. En cada caso, el paquete celular que se
formd en el fondo, se lavo con 1 mL de SIC-EDTA. Posteriormente, cada muestra
lavada se centrifugd a 800 g por 4 min a 4 °C y el sobrenadante se deseché. Al
paquete celular, se le adicionaron 300 pL de cacodilato de sodio (10 mM, pH 7)
enfriado en hielo y, se centrifugé a 14,000 g por 10 min a 4 °C, para romper las
células y obtener el SLH. El SLH y el plasma se mantuvieron en hielo (4°C) para

realizar los anélisis de la actividad de la FO.

La medicion de la actividad de la FO en plasma y FO en SLH (proFO) se
realizé utilizando la técnica descrita por Hernandez-Lépez (2001). La actividad de
la FO en plasma se midié espectrofotométricamente por la formaciéon de
dopacromo a partir de L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa), utilizando el siguiente
procedimiento: a 50 pL de muestra se le adicionaron 50 pL de bufer de cacodilato
(10 mM, pH= 7) y 50 pL de L-Dopa (3 mg mL™ en agua destilada). Esta solucién
se incub6 durante 30 min a 37 °C, en un lector de microplacas (Stat Fax® 2100) se
determiné la absorbancia a 492 nm. Para evaluar la actividad de la FO en SLH
(proFO), a 50 pL de la muestra de SLH se le afiadieron 50 pL de tripsina (0.1 mg
mL™? en agua destilada) para activar la proenzima (proFO) y convertirla en FO

(procedimiento ya descrito) y realizar el analisis espectrofotométrico. En cada caso
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analizado, se utilizé6 una solucién blanco utilizando en lugar de la muestra agua
destilada. La actividad de la FO se midi6 como se describié anteriormente y se
expresé como el cambio en la absorbancia a 492 nm x min x la concentracién de
proteina en mg. La actividad de la FO y la proFO disponible en cada muestra se

calculo de la siguiente forma:
FO total = FO + FO activada con tripsina
proFO = FO total - FO

6.4.3. Andlisis de las variables fisioldgicas

Para los organismos de cada réplica, se determiné el indice de condicion K
de Fulton (Richer, 1975) y el indice hepatopancreatico (IHP; Collins y anderson,
1995). Para el primer caso, se utilizé el peso y longitud total de todos los
organismos, cuyos valores se obtuvieron mediante el uso de una balanza
granataria (Ohaus AS200 FL, USA) y una regla, respectivamente. El indice se
determiné usando la siguiente formula:

K de Fulton = (Peso total / longitud total del camarén *%) x 100

Para evaluar el IHP, de cada réplica de los tratamientos se tomaron dos
camarones a los cuales se les extrajo el hepatopancreas para pesarlo. Para

calcular el indice se utilizé la siguiente férmula:

IHP= (peso del hepatopancreas / peso total del camarén) x 100
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6.5. Andlisis de las variables productivas

Semanalmente, se registré el peso y longitud total de los organismos de
cada tratamiento, para determinar la tasa de crecimiento y relacion longitud-peso
utilizando las siguientes formulas:

Tc = (PF—P| / t)

Donde T. es la tasa de crecimiento, Pr y P, es el peso promedio final e

inicial, respectivamente, y t es el tiempo.

La relacion total de longitud-peso para las diferentes longitudes se calculé
usando el siguiente modelo potencial:

Po- a (Lt)®
Donde P, es el peso del organismo en g; L; es la longitud total encm, ayb
son los coeficientes de ajuste que sirven para determinar si el crecimiento es
isométrico o alométrico en la relacién talla-peso.
La supervivencia se calculé usando la siguiente formula:

S= (T, / Te)*100

Donde S es la supervivencia, T, y Tg son igual a la cantidad de organismos

iniciales y finales, respectivamente.
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6.6. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA™ 7,
utilizando un nivel de significancia de P < 0.05. Las variables bioquimicas,
inmunologicas, fisioldgicas y productivas se analizaron con un ANOVA vy
estadistica descriptivas, comparando los resultados entre las diferentes

salinidades y diferentes tiempos de muestreo.
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7. RESULTADOS

7.1. Variables fisico-quimicos del agua
7.1.1. Temperatura, OD, pH, nitritos, nitratos y amonio

El presente estudio se realizé bajo condiciones ambientales del laboratorio,
y durante el desarrollo experimental no se presentaron diferencias significativas
entre la temperatura de los tratamientos (P > 0.05). La temperatura promedio
general del agua fue de 27.25+0.14 °C, en lo que corresponde al comportamiento
de la concentracién de OD y pH durante el desarrollo experimental desde el inicio
del experimento los niveles de OD se mantuvieron constantes manteniéndose en
un promedio de 5.0 + 0.07 mg L™, al igual que el pH que se mantuvo en un
promedio de 7.9 £ 0.1. No se presentaron diferencias significativas entre
tratamientos (P > 0.05) (Tabla 1).

Durante el desarrollo experimental no se presentaron diferencias
significativas en la concentracion de nitritos, nitratos y amonio entre las diferentes
concentraciones de salinidad, ni entre muestreos (P > 0.05). La concentracion
promedio de nitritos, nitrato y amonio fue de 0.02 + 0.005, 1.23 + 0.01y 0.007 +
0.002 mg L, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Variables fisico-quimicas del agua en cultivo de el cultivo de Litopenaeus vannamei a
diferentes concentraciones de salinidad.

1gL? 10gL" 15gL" 25qgL" 35gL” S

Temperatura 26.84+2.04  26.92+2.01  26.72+1.91  26.824¢2.02  27.00:2.10 NS
Oxigeno disuetto 5.00£0.04 5.04+0.07 4.98+0.05 4.89:0.09 4.89:0.07 NS
pH 8.01£0.11 7.9840.08 7.9740.11 7.91£0.09 7.8740.12 NS
Nitritos 0.02£0.02 0.03£0.02 0.02£0.01 0.02£0.01 0.02£0.01 NS
Nitratos 1.24+0.18 1.22+0.18 1.23+0.19 1.24+0.19 1.23+0.19 NS
Amonio 0.01+0.00 0.01+0.00 0.010.00 0.01+0.00 0.01+0.00 NS

Resultados del ANOVA (diferentes salinidades: S), NS: no significativo. Se muestran los valores
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7.2. Variables bioquimicas

En la figura 5 se presenta la concentracion de glucosa y proteina de los
diferentes niveles de salinidad para cada uno de los tres muestreos. No se
presentaron diferencias significativas en la concentracion de glucosa y proteina en
hemolinfa entre las concentraciones de salinidad para ninguno de los muestreos
(P > 0.05). La concentracion de glucosa fluctu6 de 9.46 + 4.60 (muestreo 2 en 1 g
L) a 23.77 + 5.83 mg dL™* (muestreo 3 en 10 g L") y la de proteina de 89.65 +
20.00 (muestreo 1 en 1 g L™) a 239.27 + 35.38 mg mL™ (muestreo 3 en 25 g L™Y).
En el andlisis para los diferentes tiempos de muestreo, si se presentaron
diferencias significativas entre la concentracién de glucosa en el muestreo 1y 2 (P
< 0.05), asi como entre el 2 y 3 (P < 0.05). De igual manera, la concentracion de
proteina presenté diferencias significativas entre el muestreo 1 conel 2y 3 (P <
0.05) (Fig. 6).

35
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Fig. 3. Concentracion de glucosa y proteina en hemolinfa del camar6n Litopenaeus vannamei
cultivado en diferente salinidad. Barras de error = promedio + desviacion estandar.
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Fig. 4. Concentracidn de glucosa y proteina a diferentes tiempos de muestreo (1 = 1 dia, 2 = 30
dias y 3 = 63 dias) en hemolinfa del camarén Litopenaeus vannamei cultivado en diferente niveles
salinidad (1, 10, 15, 25 y 35 g LY. Barras de error = promedio + desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas.

7.3. Variables inmunoldgicas

En figura 5 se presenta un resumen de los valores promedio de las
variables inmunoldgicas. No existen diferencias significativas en el conteo total de
hemocitos, la actividad de la FO, proFo y Fo total entre las concentraciones de
salinidad para ninguno de los muestreos (P > 0.05). Cuando se realizé un analisis
entre los diferentes tiempos de muestreo, si se presentaron diferencia
significativas en el conteo total de hemocitos entre el muestreo 1 conel 2y 3 (P <
0.05), pero no se presentaron diferencias en la actividad de la FO, proFO y FO
total (P > 0.05; Fig. 6). El conteo total de hemocitos fluctué entre 9.18 + 2.43
(muestreo 3 en 10 g L) y 20.86 + 4.34 células x 10°m L™ (muestreo 1 en 25 g L’
Y: la actividad de la FO entre 0.005 + 0.000 (muestreo 2 en 10 g L) y 0.022 +
0.003 (muestreo 1 en 35 g L™): la actividad de la proFO entre 0.039 + 0.008
(muestreo 2 en 10 g L) y 0.053 + 0.017 (muestreo 3en 1 g L) y la de la FO total
entre 0.038 + 0.009 (muestreo 2 en 10 g L") y 0.076 + 0.025 (muestreo 3 en 35 g

LY.
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Fig. 5. Variables inmunolégicas en hemolinfa del camarén Litopenaeus vannamei cultivado a
diferente de salinidad. Barras de error = promedio * desviacién estandar.
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7.4. Variables fisiolégicas

El indice de condicion e IHP del camardon L. vannamei no presentaron
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de salinidad (P >
0.05; Tabla 2). El menor valor del indice de condicion se registré en la salinidad de
10 g L™ (0.69+0.06) y el mayor en la de 1 g L™ (0.73+0.06), El menor valor en el
IHP se presentd en la salinidad de 10 g L™ (3.26+0.35) y el mayor en lade 25 g L™
(3.99+0.25).

Tabla 2. Valores de las variables fisioldgicas y productivas del camar6n Litopenaeus vannamei
cultivado a diferente salinidad durante 63 dias.

Variables 1gL* 10gL* 15gL* BglL’ BHgL’ S

indice de condicion
0.7310.06 0.690.07 0.700.02 0.720.10 0.7240.02 NS

Fisiologicas -
Indice
hepatopancreatico 3.50+0.53 3.2640.35 3.32+0.06 3.9910.25 3.87+0.49 NS
Tasa de crecimiento
. 0.7810.1 0.53+0.2 0.56+0.0 0.67+0.1 0.61£0.1 NS
Productivas

Peso promedio final

10.74+0.1 9.20£0.7 9.6740.6 10.22+1.27 9.8740.5 NS

Resultados del ANOVA (diferentes salinidades: S), NS: no significativo. Se muestran los valores
promedio *+ desviacion estandar.

7.5. Variables productivas

En la tabla 2 se presentan los resultados de las tasas de crecimiento de L.
vannamei . No se registraron diferencias significativas entre los tratamientos (P >
0.05). La menor tasa de crecimiento se presenté en la salinidad de 10 g L™

(0.53+0.2 g semana) y la mayor enlade 1 g L™ (0.78+0.1 g semana™).

En la tabla 2 y figura 7 se presentan los resultados del crecimiento en peso
oromedio final deL. vannamei. No se registraron diferencias significativas entre los
tratamientos (P > 0.05). El menor peso promedio se presento6 en la salinidad de 10

g L™ (9.20+0.7 g semana™) y el mayor en lade 1 g L™ (10.74+0.1 g semana™).
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Fig. 7. Crecimiento en peso de Litopenaeus vannamei cultivado a diferentes concentraciones de
salinidad durante 9 semanas. Se indica el peso promedio.

La supervivencia promedio de L. vannamei se muestra en la figura 8.
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Fig. 8. Supervivencia de Litopenaeus vannamei cultivado a diferentes concentraciones de
salinidad durante las 9 semanas del experimento.

Como se muestra en la figura 8, la menor supervivencia de L. vannamei

se presento en la salinidad de 10 g L™, con una mayor supervivencia en 25y
35gL™

En la figura 9 se muestran, en el modelo potencial, los valores del
coeficiente de determinacion (R?) para la relacion longitud-peso, mostrando, con el

ajuste apropiado, una tendencia similar a la presentada en la tasa de crecimiento,
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segun la variabilidad observada en cada salinidad. El valor minimo optenido fue
0.970 (10 g L™ y el valor maximo de 0.990 (1 g L™). En lo que corresponde al
exponente (b) no presenté una tendencia similar a la tasa de crecimiento,
presentando un crecimiento isométrico con un valor de 3.042 (t=2.06; 15 g L) y
3.014 (t=0.93; 25 g L™), un crecimiento alométrico positivo de 3.054 (t=4.32; 1 g L°
1y, 3.088 (t=3.39; 10 g L™) y 3.250 (t=13.31; 10 g L ™).
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8. DISCUSION

8.1. Variables fisicoquimicas del agua

El comportamiento de las variables fisico-quimicas del agua fue similar
entre los tratamientos, sin observarse diferencias significativas. Los valores de
temperatura registrados se encuentran dentro del intervalo éptimo para el cultivo
de camaron de acuerdo a lo reportado por Brock y Main (1994), quienes
mencionan que L. vannamei puede crecer y sobrevivir adecuadamente en la
temperatura de 23 a 30 °C. Durante el desarrollo experimental, la concentracion
de OD fue de aproximadamente 5.0 mg L™, la cual esta reportada como adecuada
para la especie estudiada (Martinez-Palacios et al., 1996). De igual manera, las
concentraciones de pH (promedio = 7.9), nitritos (0.02 mg L™), nitratos (1.23 mg L’
1Y y amonio (0.007 mg L'1) registradas estan dentro del intervalo 6ptimo para el
cultivo de camardn blanco ya que éste puede crecer y sobrevivir adecuadamente
en un intervalo de pH de 5.5 a 8.5 (Boyd y Tucker, 1998). Por otro lado, la
concentracion letal media (LCsp) de nitritos es de 9 (Gross et al.,, 2004), la de
nitratos de 3,400 mg L™ (Tsai y Chen, 2002) y la de amonio de 70.9 mg L™ (Frias-
Espericueta et al., 1999).

8.2. Variables bioquimicas
Glucosa

Durante los 63 dias de cultivo, la concentracion de glucosa en la hemolinfa
de los camarones no presentd diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos de salinidad. Aunque, se observé un mayor nivel de glucosa cuando
los organismos se mantuvieron en una salinidad de 10 g L™, presentando su
menor concentracion en los camarones expuestos a 1 g L™. Los valores
registrados fluctuaron entre 9.46 y 23.77 mg dL, los cuales son similares a los

reportados por Mercier et al. (2006), quienes encontraron que las concentraciones
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de glucosa en L. vannamei sometido a manipulacion crénica varian entre 8.5 y
17.1 mg dL*. Ademas, se encuentran dentro de los valores basales de L.
vannamei (15 mg dL™), cuyo valor puede elevarse hasta 60 mg dL™ cuando los
organismos se estresan (Carrefio et al.,, 1999). Aunque, los datos obtenidos en
nuestro estudio son menores a lo reportado por Pascual et al. (2003) para
camarén L. vannamei sometido a estrés agudo (24.8 a 58.2 mg dL™) y crénico
(29.5 a 59.6 mg dL™). Existen reportes que muestran que en la hemolinfa de los
camarones se incrementan los niveles de glucosa cuando los organismos se
estresan e incrementan su demanda energética (Van Aardt, 1988; Racotta y
Palacios, 1998; Hall y Van Ham, 1998; Racotta et al., 2002). Lo cual indica en
nuestro estudio, que cuando los camarones se mantuvieron a 10 g L™ de salinidad
presentaron un mayor gasto energético, ya que en éste se registraron las mayores
concentraciones de glucosa. En la salinidad de 1 g L™ se observé la menor
concentracion de glucosa en hemolinfa, esta respuesta de hipoglicemia es similar
a la observada en trabajos de estrés a largo plazo, ya que la glucosa circulante fue
utilizada para compensar la condicion de estrés (Pascual et al., 2003), inclusive
Joseph y Philip (2007) determinaron que al someter Penaeus monodon a 0 g L™
de salinidad, la glucosa disminuyo significativamente con respecto a los
camarones cultivados a 15 g L. Lo anterior indica un mayor costo fisiolégico

para el proceso de osmorregulacién en un ambiente hiposalino.

Aunque no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
de salinidad, un analisis para los tiempos de muestreo (1 = 1 dia, 2 =30diasy 3 =
63 dias), mostré diferencias significativas, encontrando una tendencia de la
glucosa a incrementarse conforme paso transcurrio el experimento. Aunque dicha
tendencia se interrumpio en el segundo muestreo (dia 30), ya que en éste se
presentd el menor nivel de glucosa. La tendencia en el incremento de la glucosa
concuerda con lo reportado por Mercier et al. (2006) quienes indican que el nivel
de glucosa en los camarones tiende a incrementarse cuando los organismos se
someten a estrés por manejo a largo plazo, al igual que cuando éstos se exponen

a cambios bruscos de salinidad en cortos periodos de tiempo (Joseph y Philip,
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2007). Nuestros resultados tambieén muestran que la salinidad pudo afectar
levemente, pero de manera crénica, en todos los tratamientos, ya que en todos los
casos permanecié la tendencia hacia el incremento, pero con valores de glucosa
inferiores a los reportados por otros autores para estrés crénico, como es el caso
de Pascual et al. (2003) quienes reportaron concentraciones de 29.5 a 59.6 mg
dL™.

Proteina

La concentracion de proteina total en la hemolinfa de los camarones, en los
diferentes tratamientos de salinidad estudiados, no presentd diferencias
significativas. Los valores fluctuaron de 89.65 a 239.27 mg mL™. Los cuales se
encuentran dentro del intervalo reportado para niveles de proteina circulante en
hemolinfa de camarén L. vannamei (70 a 700 mg mL™) (Sanchez et al., 2001;
Rosas et al., 2002). La menor concentracion de proteina se registrd en los
organismos mantenidos en la salinidad de 1y la mayor en la de 25 g L. Existen
reportes que indican que la salinidad 6ptima para el camardn esta asociada al
metabolismo de proteinas debido a la participacion de los aminoacidos libres en la
regulacion y mantenimiento del volumen celular (Claybrook, 1983). Ademas,
cuando el camarén se expone en salinidades diferentes a las de su punto
isosmotico, el costo de la osmorregulacion es alto, lo que se traduce en un mayor
gasto energético, donde las proteinas se utilizan como una de las fuentes de
energia disminuyendo con ello su concentracion en la hemolinfa (Claybrook, 1983;
Chen et al., 1994; Racotta y Palacios, 1998; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000;
Sanchez et al., 2001; Rosas et al., 2001; Perazzolo et al., 2002).

Se encontraron diferencias significativas en la concentracién de proteina
total en la hemolinfa de los camarones, cuando se realiz6 un analisis entre
tiempos de muestreo (1 = 1 dia, 2 = 30 dias y 3 = 63 dias), presentdndose una
tendencia de incremento de la concentracion conforme avanzo el cultivo. Lo cual

puede indicar que al inicio del estudio los camarones utilizan a la proteina como
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una fuente de energia ante la demanda energética por el costo de la
osmorregulacién, mientras logra estabilizar su sistema osmorregulatorio a la
condicion de salinidad, como ya ha sido reportado por otros autores (Charmantier
et al., 1994; Lignot et al., 1999; Lignot et al., 2000; Rosas et al., 2002; Perazzolo et
al., 2002). Ademas, se corrobora lo anterior con los datos que se presentaron en el
tratamiento de salinidad de 25 g L™, que se encuentra alrededor del punto
isosmaético (Castille y Lawrence, 1981), donde se presentaron las mayores
concentraciones de proteina, debido a un menor estrés que repercutio en menor
gasto energético, dado que se ha reportado una disminucion en la concentracion
de proteina en la hemolinfa de L. vannamei cuando se expone a estrés agudo
(Racotta y Palacios, 1998).

8.3. Variables inmunoldgicas

Conteo total de hemocitos (CTH)

No se presentaron diferencias significativas en el CTH entre los organismos
expuestos a diferentes salinidades. Los valores registrados fluctuaron entre 9.18 y
20.86 x 10° células mL™. En esta misma especie se han reportado valores desde
7.91 x 10° células mL™ hasta 16.40 x 10° células mL™ cuando los organismos se
han expuesto a condiciones bajas de hipoxia y cuando se encuentran infectados
con el virus del taura (Song et al., 2003; Magallon-Servin, 2004). El CTH puede
variar dentro de una misma especie debido a que es una variable que se ve
afectada por el sexo, muda, desarrollo, estado reproductivo, nutricién,
temperatura, pH, OD, amonio y salinidad, entre otras variables ambientales (Le
Moullac et al., 1998; Sanchez et al., 2001; Cheng et al., 2002; Cheng et al., 2003;
Pascual et al., 2003; Pascual et al., 2004).

En el analisis para los diferentes tiempos de muestreo (1 =1 dia, 2 =30diasy 3 =
63 dias) si se registraron diferencias significativas y, el CTH presentdé una

tendencia de decremento conforme avanzoé el desarrollo experimental en todos los
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tratamientos de salinidad, lo cual puede indicar que los organismos estuvieron
sometidos a un estrés cronico por salinidad, ya que el mayor CTH se registro en
la salinidad de 25 g L™, la cual esta cerca del punto isosmoético de la especie
estudiada (Castille y Lawrence, 1981). Es importante mencionar que una
disminuciéon prolongada en el CTH en camarones expuestos a algun estresor
fisiologico o ambiental, puede conducir a una inmunodepresion que incrementa a
su vez el riesgo de infecciones por microorganismos (Perazzolo et al., 2002). Una
tendencia de decremento en el CTH ya se ha reportado para esta misma especie,
como signo de estrés, por ejemplo, el CTH se ve reducido cuando es sometido a
un efecto de hipoxia (Mikulski et al., 2000), de igual manera, en esta misma
especie se ha observado una disminucion del numero de hemocitoscuando los
camarones estan infectados por el virus del taura (Song et al., 2003). En
Farfantepenaeus paulensis, el CTH fue menor a baja salinidad (Perazzolo et al.,
2002). En Penaeus stylirostris se ha demostrado que cuando esta especie es
expuesta a condiciones hipoxicas, el CTH se ve reducido hasta en un 7.6% (Le
Moullac, et al., 1998). Mientras que en L. setiferus se ha observado una
disminucién en el CTH ante un incremento en la temperatura (Pascual et al., 2003)
y en la misma especie, Sanchez et al. (2001) reportan un decremento en el CTH

por efecto de la aclimatacion.

Sistema de la proFenoloxidasa

Durante los 63 dias de cultivo experimental no se presentaron diferencias
significativas ni en la actividad de la proFO, FO y FO total entre los tratamientos de
salinidad ni entre los tiempos de muestreo; aunque, se observo una tendencia a la
disminucidon en las salinidades mas bajas. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Lamela et al. (2005), donde tampoco encontraron diferencias
significativas en la actividad FO cuando sometian al camarén L. schmitti a
diferentes salinidades (8, 18 y 35 g L™), encontrando de igual manera una

tendencia a disminuir en las salinidades mas bajas.
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Varios autores han encontrado en esta misma especie, el efecto que tienen
las diferentes variables ambientales en la disminucion del sistema de la
proFenoloxida, Liu y Chen (2004) reportan que se incrementa la susceptibilidad a
V. alginolyticus cuando es expuesto a un incremento en la concentracion de
amonio en el agua, afectandose la respuesta inmune a causa de una reduccion en
la actividad fagocitica, y una disminucion en la actividad de la FO. Tseng y Chen
(2004) han demostrado que una alta concentracion de nitritos disminuye su
resistencia y la actividad de la FO. Liu y Chen (2004) y Tseng y Chen (2004),
encontraron que existe una relacién entre los cambios ambientales y el sistema
proFO.

En otras especies también se han encontrado el efecto de las variables
ambientales sobre su disminucién del sistema inmune, encontrando que la
actividad de la FO disminuye ante temperaturas bajas y altas, teniendo un impacto
en la funcion inmune de L. setiferus (Sanchez et al., 2001). En Macrobrachium
rosembergii un incremento en el pH, la temperatura y una reduccion en la
salinidad afecta la funcién inmune de esta especie disminuyendo la actividad de la
FO (Cheng y Chen, 2000). También se conoce que el estrés por amonio en esta
especie disminuye la actividad de la FO y el estallido respiratorio, reduciendo la
resistencia inmune e incrementando la susceptibilidad de esta especie a
Enterococcus (Cheng y Chen, 2002). En Farfantepenaeus paulensis se ha
demostrado que el estrés por captura disminuye la actividad de la FO total y
especifica (Perazzolo et al., 2002). Estos resultado resultados concuerdan también
con el trabajo realizado por Cheng et al. (2002) donde se evalud el efecto de la
hipoxia en la funcion inmune de Macrobranchium rosenbergii cuando éste es
infectado por Enterococcus, encontrando una reduccion en la supervivencia de los
organismos, cuando éstos fueron expuestos a una concentracion de oxigeno de
1.75 mg L™. Por lo tanto, la disminucion de la actividad del sistema de la proFO en
salinidades mas bajas puede causar un dafio inmune en los camarones,

aumentando el riesgo de infecciones en los microorganismos oportunistas.
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8.4. Variables fisiolégicas

indice de condicion (IC) K de Fulton

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en el
indice de condicion entre los diferentes tratamientos de salinidad, lo que significa
gue los organismos mantuvieron una buena condicion en todas las salinidades, ya
que los valores en dicho indice fluctuaron entre 0.63 y 0.79. Se ha reportado que
entre mas se acerque el valor del indice de condicion a 1, es un reflejo de buena
condicion de salud, ya que éste indice se calcula con los datos de peso y longitud
(Bagenal y Tesch, 1978).

El mayor valor del factor de condicion se presentd en el tratamiento de
salinidad de 1 g L*, lo cual indica que los camarones pueden ser cultivados
exitosamente a bajas salinidades. Sin embargo, requieren un mayor gasto
energético para mantener la capacidad osmorregulatoria y demas funciones, ya
que en este tratamiento la hemolinfa de los organismos mantuvo los menores
niveles de glucosa y proteina; que es un reflejo de hipoglucemia (Pascual et al.,
2003; Joseph y Philip, 2007), producto del estrés cronico que aceleré el consumo
de la glucosa para compensar la condiciéon de estrés, en el primer caso. De igual
manera, en el segundo caso, la baja concentracion de proteina refleja
posiblemente un mayor gasto energético, debido a que las proteinas se utilizan
como una de las fuentes de energia disminuyendo con ello su concentracion en la
hemolinfa (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Sanchez et al., 2001; Rosas et al.,
2001; Perazzolo et al., 2002).

indice hepatopancreatico (IHP)
En el presente estudio el IHP no mostré diferencias significativas entre los

tratamientos de salinidad, presentando valores que fluctuaron entre 3.26 y 3.99. El

mayor valor se registré en la salinidad de 25 g L?, lo cual indica que en esta
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salinidad el camardn no hizo gasto de sus reservas energéticas, debido a que se
encontraba alrededor de su punto isosmotico (Castille y Lawrence, 1981), también
significa que bajo todos los tratamientos los organismos se mantuvieron en buena
condicién nutricional, ya que se ha reportado que valores elevados IHP es un
indicativo de una mejor condicion general, esto debido a que el hepatopancreas,
ademas de ser una glandula secretora, es un érgano de reserva de minerales y
sustancias organicas tales como los lipidos, las proteinas y el glucégeno (Collins y
Anderson, 1995; Gibson, 1982).

Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado por Li et al. (2007)
guienes tampoco encontraron diferencias significativas en L. vannamei cuando lo
sometieron a salinidades de 3, 17 y 32 g L™, encontrando valores en un intervalo
de 3 a 4 del IHP. Asi mismo estos resultados también concuerdan con lo reportado
para Peneus muelleri donde la ablacion no afecta el peso relativo del
hepatopancreas (Diaz et al., 1997) y para Penaeus setiferus donde tampoco

encontraron diferencias significativas en este indice Lawrence et al. (1979).
8.5. Variables productivas
Tasa de crecimiento

Los resultados de las tasas de crecimiento no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos de salinidad. Aunque éstas fluctuaron entre
0.53 y 0.78 g semana, son similares a lo reportado para L. vannamei por Van
Wyk et al. (1999), pero inferiores a las publicadas en otros estudios, donde se
indica que bajo condiciones de salinidad de 0.5 g L™, estos organismos alcanzan

de 1.17 a 1.23 g semana™ (Samocha et al., 2004; Sowers y Tomasso, 2006).

En éste estudio se presentdé una mejor tasa de crecimiento en la salinidad
de 1 g L™, lo que concuerda con lo reportado por Van Wyk et al. (1999), quienes

observaron un buen crecimiento (0.57 y 0.40 g semana™) cuando cultivaron L.
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vannamei en una salinidad de 0.5 g L™. De igual manera, Williams et al. (1996)
reportaron tasas de crecimiento de 0.50 a 0.95 g semana™ en ensayos con agua
salobre a densidades de camarén de 100 organismos m™. Otros autores también
han reportado que L. vannamei presenta un mayor crecimiento en salinidades de
5,15y 25 g L™, que cuando se cultiva a 35 g L™ (Lawrence et al., 1991; Bray et al.,
1994). Resultados similares también han sido encontrados en otros peneidos, tal
como lo reportan Rosas et al. (1997) quienes observaron que el mejor crecimiento
de P. setiferus y P. schmitti se obtiene en las salinidades de 5, 15y 25 g L™
Ademas, Robertson et al. (1993) confirmaron que los niveles de crecimiento de L.
vannamei en bajas salinidades (12 g L™) son superiores a los obtenidos a 45 g L™.
Por lo tanto, una mayor tasa de crecimiento a baja salinidad pudiera tener una
relacion con lo reportado por Boyd (1990), quien indica que un buen crecimiento
en baja salinidad tiene relacion con los aspectos fisiolégicos propios de la especie,

ya que su etapa juvenil la desarrolla en aguas de baja salinidad.

Supervivencia

En este estudio la menor supervivencia se presento en la salinidad de 10 g
LY (85%), en este tratamiento fue donde las variables bioguimicas del
metabolismo como la glucosa presentd la concentracion mas alta y en lo que
corresponde a la proteina esta presentd su concentracion mas baja. Por otro lado,
también en esta salinidad las variables inmunolégicas y fisiologicas fueron

menores que en las demas salinidades.

Cabe destacar que el tratamiento de salinidad de 1 g L™ presentd un 95%
de supervivencia, lo cual coincide con lo reportado por otros autores, quienes en
condiciones de salinidad de 2 a 5 g L™ obtuvieron entre 94 y 98% de supervivencia
en L. vannamei (Boyd, 1989; Samocha et a., 1998), lo que refuerza lo mencionado
por Boyd (1990) sobre la capacidad de ésta especie para la adaptacion a bajas

salinidades.
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Estos resultados son muy favorables, debido a que en la salinidad mas baja
(1 g L") se encontré un porcentaje de supervivencia del 95%, casi similar a lo
encontrado en las salinidades (25 y 35 g L), encontrando el 100% de
supervivencia en ambas. Lo cual pudiera estar correlacionado por lo reportado por
Pérez-Velazquez et al. (2007), quienes encontraron que tanto a salinidades
dentro de su punto isosmético (25 g L™) y en salinidades mas bajas (2 g L)

el porcentaje de supervivencia es similar, mas no en salinidades mas altas.

Relacién longitud-peso

Los resultados encontrados en el modelo potencial para la relacion longitud-
peso, el exponente (b) fue mayor a 3 en todas las diferentes salinidades en este
experimento, lo cual es similar a lo reportado para diversas especies de peneidos
(Dall et al., 1990). Enin (1994) declar6 que cuando el exponente (b) es igual a 3 el
crecimiento es isométrico y cuando es inferior o superior a 3 es alométrico. Sin
embargo, Wootton (1992) fue més especifico en el crecimiento, declarando que es
alométrico positivo cuando el peso aumenta mas que la longitud, y alométrico

negativo cuando la longitud aumenta mas que el peso de un organismo.

Murphy et al. (1991) declar6 que cuando el exponente es menor a 3, su
crecimiento es alométrico, teniendo problemas en las condiciones de cultivo
reflejandose en la alimentacién en el sistema de cultivo. Sin embargo, cuando su
crecimiento es isométrico este parametro puede ser considerado como un buen
indicador de condicidn fisiolégica en una poblacién, dadas las condiciones en un

determinado entorno (Pauly, 1984).

Por lo tanto, en este experimento, segun lo reportado por estos autores, su
crecimiento fue isométrico con un valor de 3.042 (t=2.06; 15 g L™) y 3.014 (t=0.93;
25 g L™), un crecimiento alométrico positivo de 3.054 (t=4.32; 1 g L™), 3.088
(t=3.39; 10 g L) y 3.250 (t=13.31; 10 g L™). Los organismos cultivados fueron de

menor peso en relaciéon a la longitud obtenida en el crecimiento isométrico.
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9. CONCLUSIONES

La salinidad no afecté los niveles de glucosa y proteina del camarén L.
vannamei. Aunque, en el tiempo de muestreo si se observaron diferencias
significativas, presentando ambas variables su mayor valor al finalizar el
trabajo experimental (dia 63). Indicando por la glucosa un nivel de estrés un
poco elevado y en las proteinas un buen estado fisioldgico nutricional y de
salud.

No se presentaron diferencias significativas en el conteo total de hemocitos,
actividad de la proFenol y Fenoloxidasa entre los tratamientos de salinidad.
Sin embargo, en el tiempo de muestreo si se observaron diferencias
significativas en la concentracion total de hemocitos, tendiendo a

disminuirconforme se desarroll6 el trabajo experimental.

La salinidad no afectd el indice de condicion K de fulton e indice
hepatopancreatico de L. vannamei.

No se presentaron diferencias significativas en el crecimiento de L.

vannamei entre los tratamientos de salinidad.

La supervivencia se vié afectada por la salinidad. Presentando la menor
sobrevivencia en la salinidad de 10 g L™ y lamayorenlade 25y 35g L™,
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10. RECOMENDACIONES

Controlar la temperatura en experimentos posteriores para no inducir un
efecto de estrés asociado, debido a que en este experimento se manejé

con la temperatura ambiente.

Contemplar en futuros experimentos relacionados con diferentes
salinidades, otras variables bioquimicas ademas de las medidas en el
presente trabajo, como lo son el lactato, hemocianina y glucégeno, para

corroborar su relacién con las ya analizadas.

Se recomienda realizar este tipo de experimentos a mayor tiempo, para
saber si las variaciones de las variables medidas en este experimento

tienen fluctuaciones durante el cultivo.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
39



11. BIBLIOGRAFIA

Bacheére, E., 2000. Shrimp immunity and disease control. Aquaculture 191: 3-11.

Bagenal, T.B. y Tesch, F.W., 1978. Age and growth, p.101-136. In T. Bagenal
(ed.). Methods for assessment of fish production in fresh waters. Blackwell,
Oxford.

Barton, B.A. y Iwama G. K., 1991. Physiological changes in fish from stress in
aquaculture with emphasis on the response and effects of corticosteroids,
Annual Rev. of Fish Diseases, 3-26.

Bayne, Ch.J., 2003. Origins and Evolutionary Relationships Between the Innate
and Adaptive Arms of Immune Systems. Integrative Comparative Biology.
43: 293-299.

Boyd, C.E., 1989. Water quality management and aereation in shrimp farming.
Fisheries and allied aquacultures departmental series No.2. Alabama
Agricultura 1 Experiment Station, Aubum University, Aubum, Al, USA 83 pp.

Boyd, C., 1990. Water quality in ponds soil analyses for aquaculture. Auburn, AL:
Auburn University/Alabama Agricultural Experiment Station.

Boyd, C.E. y Tucker, C.S., 1998. Pond Aquaculture Water Quality Management.
Kluwer Academic Publishers, Boston, EE.UU. 155 pp.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-Dye binding.
Analytical Biochemistry. 72:248-254.

Bray, W., Lawrence, A., Leung-Truijillo, J., 1994. The effect on growth and survival
of Penaeus vannamei, with observations on the interaction of IHHN virus
and salinity. Aquaculture 122: 133-146.

Brito, R., Chimal, C., Rosas, C., 2000. Effect of salinity in survival, growth y osmitic
capacity of early juveniles of Farfantepenaeus brasiliensis (decapoda;
penaeidae). Journal Experimental Marine Biology y Ecology 244: 253-263.

Brock, J. y Main, K.L., 1994. A guide to the common problems and diseases of
cultured Penaeus vannamei. World Aquaculture Society, Baton Rouge,
Louisiana, USA. 242 pp.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
40



Carrefio, D., Dumas, S.E., Racotta, I.S., 1999. Respuestas metabdlicas del
camaroén blanco (Penaeus vannamei) al estrés inducido por distintas formas
de manipulaciéon experimental. XLII Congreso Nacional de Ciencias
Fisiolégicas, Zacatecas, México.

Castille, F.L. y Lawrence, A.L., 1981. The effect of salinity in the osmotic, sodium,
and chloride concentrations in the hemolymph of euryhaline shrimp of the
genus Penaeus. Comp. Biochem. Physiol. 106 B, 293-296.

Castille, F.L., Samocha, T.M., Lawrence, A.L., He, H., Frelier. P., Jaenike, F.,
1993. Variability in growth and survival of early postlarval shrimp (Penaeu
vannamei Boone 1931). Aquaculture 113: 65-81.

Charmantier, G., Charmantier-Daures, M., Bouaricha, N., Thuet, P., Aiken, D. E,
Trilles, J. P., 1988. Ontogeny of osmoregulation and salinity tolerance in two
Decapod Crustaceans: Homarus americanus and Penaeus japonicus. Biol.
Bull. Mar. Biol. Lab. Woods Hole 175: 102-110.

Charmantier, G., Soyes, C., Aquacop., 1994. Effect of moult stage and hypoxia on
osmoregulatory capacity in the peneid shrimp Penaeus vannamei. J. EXp.
Mar. Ecol. 178, 223-246.

Chen, J. y Nan, F., 1995. Oxygen consumption and ammonia-N excretion of
Penaeus chinensis (Osbeck, 1765) juveniles at different salinity levels
(Decapoda: Penaeidae). Crustaceana 68: 712 - 719.

Chen, J.C., Cheng, S.Y., Chen, C.T., 1994. Changes of hemocyanin, protein and
free aminoacid levels in the hemolymph of Penaeus japonicus exposed to
ambient ammonia. Comp. Biochem. Physiol. 109A, 339-347.

Cheng, W. y Chen, J., 2000. Effect of pH, temperature and salinity on immune
parameters of the freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii. Fish and
Shellfish Immunology. 10: 387-391.

Cheng, W., Liu, Ch., Hsu, J., Chen, J., 2002. Effect of hypoxia on the immune
response of giant freshwater prawn Macrobranchium rosenbergii and its
susceptibility to pathogen Enterococcus.Fish and Shellfish Immunology. 13:
351-365.

Cheng, W., Juang, F., Li, J., Lin, M., Liu, Ch., Chen, J., 2003. The immune
response of the giant freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii and its
susceptibility to Lactococcus garvieae in relation to the moult stage.
Aquaculture. 218: 33-45.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
41



Claybrook, D.L., 1983. Nitrogen metabolism. In: The Biology of Crustacea: Internal
Anatomy and Physiological Regulation. L. Mantel, eds. Academic Press,
New York. 163-214.

Collins, A.L. y Anderson, T.A., 1995. The regulation of endogenous energy stores
during starvation and refeeding in the somatic tissues of the golden perch. J.
Fish Biol. 47:1004-1015.

CONAPESCA., 2009. Comision nacional de acuacultura y pesca.
http://www.conapesca.sagarpa.qob.mx/wb/cona/05 de octubre de 2009
mexico df.

Dall, W., Hill, B.J., Rothlisberg, P.C., Staples, D.J., 1990. The biology of the
Penaeidae. Advances in marine biology. Academic Press, London. 489 pp.

Diaz, A.C., Petriella-Fenucci, A.M., Lino, Jorge., 1997. efecto de la ablacion
peduncular en la maduracion gonadal de pleoticus muelleri. Rev. bras.
oceanogr., 45(1/2):53-60.

Enin, U., 1994. Length—weight parameters and condition factor of two West African
prawns. Rev. Hydrobiol. Trop. 27, 121-127.

Esparza-Leal, H.M., Escobedo-Bonilla, C.M., Casillas-Hernandez, R., Alvarez-
Ruiz, P., Portillo-Clark, G., Valerio-Garciac, R.C., Hernandez-Loépez, J.,
Méndez-Lozano, J., Vibanco-Pérez, N., Magallon-Barajas, F.J., 2009.
Detection of white spot syndrome virus in filtered shrimp-farm water
fractions and experimental evaluation of its infectivity in Penaeus
(Litopenaeus) vannamei. Aquaculture, 292: 16-22.

Frias-Espericueta, M.G., Harfush-Melendez, M., Osuna-Lépez, J.I., P4ez-Osuna,
F., 1999. Acute Toxicity of Ammonia to Juvenile Shrimp Penaeus vannamei
Boone. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 62, 646-
652.

Fujita, T., Endo, Y., Nonaka, M., 2004. Primitive complement system: recognition
and activation. Molecular Immunology. 41: 103-111.

Gibson, R., 1982. Feeding and digestion in decapods crustaceans. In: Pruder, G.
D.; Langdon, C. J. & Conklin, D. E. eds Proc. 2nd Int. Conf. Aq. Nutrition. p.
59-70.

Gross, A., Abutbul, S., Zilberg, D., 2004. Acute and chronic effect of nitrite to
shrimps, Litopenaeus vannamei, at low salinity water. Journal of the World
Aquaculture Society. 35:315-321.

Hall, M.R., Van Ham, E.H., 1998. The effects of different types of stress on blood
glucose in the giant tiger prawn Penaeus monodon. J. World Aquacult. Soc.
29, 290-299.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
42


http://www.conapesca.sagarpa.gob.mx/wb/cona/05_de_octubre_de_2009_mexico_df�
http://www.conapesca.sagarpa.gob.mx/wb/cona/05_de_octubre_de_2009_mexico_df�

Hernandez-Lépez, J., 2001. “Disefio de técnicas para la cuantificacion de
moléculas plasmaticas de camardon”. Tesis para obtener el Titulo de
Doctorado en Ciencias. CIBNOR, La Paz. Mexico. 58 p.

Hoffman, J. y Reichhart, J., 2002. Drosophila innate immunity: an evolutionary
perspective. Nature. 5 (2): 121-126.

Hurtado, M.A., Racotta, I.S., Arjona, O., Hernandez-Rodriguez, M., Goytortua, E.,
Civera, R., Palacios, E., 2006. Effect of hypo-and hypersaline conditions on
osmolarity and fatty acid composition of juvenile shrimp Litopenaeus
vannamei (Boone, 1931) fed low- and high-HUFA diets. Aquaculture
Research 37: 1316-1326.

Johansson, M.W., Keyser, P., Sritunyalucksana, K., Sdderhall, K., 2000.
Crustacean haemocytes and haematopoiesis. Aquaculture 191: 45-52.

Joseph, A. y Philip, R., 2007. Acute salinity stress alters the haemolymph
metabolic profile of Penaeus monodon and reduces immunocompetence to
white spot syndrome virus infection. Aquaculture, 272, 87-97.

Kumlu, M., Eroldogan, O.T., Aktas, M., 2000. Efect of temperature and salinity on
larval growth, survival and development of Penaeus semisulcatus.
Aquaculture 188,1677173.

Laria, L.R., Silveira, C.R., Cruz, Q.Y., Martinez, M., 2005. Phenoloxidase and
peroxidase activity in the shrimp Litopenaeus schmitti, Pérez-Farfante and
Kensley (1997) exposed to low salinity. Aquaculture Research, 2005, 36,
129371297.

Lavine, M.D. y Strand, M.R., 2002. Insect hemocytes and their role in immunity.
Insect Biochemistry and Molecular Biology. 32: 1295-1309.

Lawrence, A.L., Ward, D., Missler, S., Brown, A., Mc Vey., Middleditch, B.S., 1979.
Organ indices and biochemicallevels of ova from penaeid shrimp maintained
in captivity versus those captured in the wild. Proc. World Maricult. Soe.,
10:453-463.

Lawrence, A., Castille, F.,, Samocha, T., Bray, W., Robertson, L., 1991. Shrimp
culture Research at Texas A&M university: 1989 to 1991.

Le Moullac, G., Soyez, C., Saulnier, D., Ansquer, D., Avarre, J.C., Levy, P., 1998.
Effect of hypoxic stress on the immune response and the resistance to
vibriosis of the shrimp Penaeus stylirostris. Fish Shellfish Immunol. 8, 621-
629.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
43



Le Moullac, G. y Haffner, P., 2000. Environmental factors affecting immune
responses in Crustacea. Aquaculture 191: 121-131.

Li, E., Chen, L., Zeng, C., Chen, X., Yu, N., Lai, Q., Qin, J., 2007. Growth, body
composition, respiration and ambient ammonia nitrogen tolerance of the
juvenile white shrimp, Litopenaeus vannamei, at different salinities.
Aquaculture 265 (2007) 385-390.

Lightner, D.V. y Redman, R.M., 1998. Shrimp diseases and current diagnostic
methods. Aquaculture 164, 201-220.

Lignot, J.H., Cochard, J.C., Soyez, C., Lemaire, P., Charmantier, G., 1999.
Osmoregulatory capacity according to nutritional status, molt stage and
body weight in Penaeus stylirostris. Aquaculture 170, 79-92.

Lignot, J.H., Spanings-Pierrot, C., Charmantier, G., 2000. Osmoregulatorya
capacity as a tool in monitoring the physiological condition and the effect of
stress in crustaceans. Acuaculture 191, 209-245.

Liu, Ch. y Chen, j., 2004. Effect of ammonia on the immune response of white
shrimp Litopenaeus vannamei and its susceptibility to Vibrio alginolyticus.
Fish and Shellfish Immunology. 16: 321-334.

Livingstone, D.R., 1985. Biochemical measurements. En: Bayne, B.L. (ed.). The
effects of stress and pollution on marine animals. Praeger, New York, NY,
USA, 81-132.

Magallon-Servin, A., 2004. Evaluacién de moléculas asociadas al sistema inmune,
bajo condiciones agudas de hipoxia en camardén blanco Litopenaeus
vannamei, Boone, 1931. Tesis de maestria. CIBNOR, La Paz. Mexico. 56 p.

Mallon, E.B., Loosli, R., Schmid-Hemple, P., 2003. Specific versus nonspecific
immune defense in the bumblebee Bombus terrestris L. Evolution. 57: 1444-
1447.

Martinez-Cordova, L., Villareal, C.H., Cortés, J.E., 1999. Capitulo 1: Biologia del
camaron. En: Martinez Cérdova L. (Ed.). Cultivo de camarones pendidos,
principios y practicas, AGT Editor S.A., D.F., México, 1-20.

Martinez-Palacios, C.A., Ross, L.G., Jimenez, V.L., 1996. The effects of
temperature and body weight on the oxygen consumption of Penaeus
vannamei, Boone 1931. Journal of Aquaculture in the Tropics 11, 59-65.

McCarthy, J.F. y Shugart, L.R., 1990. Biomarkers of Environmental Contamination.
En: Biomarkers of Enviromental Contamination J. F. McCartily y L. R.
Shugart (editors), Lewis Pub. 3-14 pp.

CERVANTES -CERVANTES.C. M. 2011 O
44



Mercier, L., Palacios, E., Campa-Cordova, A., Tovar-Ramirez, D., Hernandez-
Herrera, R., Racotta, I.S., 2006. Metabolic and immune responses in Pacific
whiteleg shrimp Litopenaeus vannamei exposed to a repeated handling
stress. Aquaculture, 258,633-640.

Mikuslki, Ch., Burnett, L., Burnett, K., 2000. The effects of hypercapnic hypoxia on
the survival of shrimp challenged with Vibrio parahaemolyticus. Journal of
Shellfish Research. 19 (1): 301-311.

Murphy, B.R., Willis, D., Springer, T.A., 1991. The relative weight index in fisheries
management. Status and Need Fisheries, vol. 16, pp. 30-48.

Palacios, E., 2000. Tissue biochemical composition in relation to multiple spawning
in wild and pond-reared Penaeus vannamei broodstock. Aquaculture 185,
no 3 4, 185, 353-371, 25

Palacios, E., Bonilla, A., Luna, D., Racotta, I.S., 2004. Survival, Na+/K+- ATPase
and lipid responses to salinity challenge in fed and starved white pacific
shrimp (Litopenaeus vannamei) postlarvae. Aquaculture 234: 497— 511.

Pascual, C., Gaxiola, G., Rosas, C., 2003. Blood metabolites and hemocyanin of
the White shrimp, Litopenaeus vannamei: the effect of culture conditions
and a comparison with other crustacean species. Mar. Biol. 142: 735-745.

Pascual, C., Zenteno, E., Cuzon, G., Sanchez, A., Gaxiola, G., Tabeada, G.,
Suarez, J., Maldonado, T., Rosas, C., 2004. Litopenaeus vannamei
juveniles energetic balance and immunological response to dietary protein.
Aquaculture. 236: 431-450.

Pauly, D., 1984. Fish population dynamics in tropical waters: a manual for the use
with programmable calculators. ICLARM, Studies and Reviews. 325 pp.

Pequeux, A., 1995. Osmotic regulation in crustaceans. J. Crustacean Biol. 15, 1—
60.

Perazzolo, L.M., Gargioni, R., Ogliari, P., Barraco, M.A.A., 2002. Evaluation of
some hemato-immunological parameters in the shrimp Farfantepenaeus
paulensisvsubmitted to environmental and physiological stress. Aquaculture
214, 19-33.

Pérez-Velasquez, M., Gonzdalez-Félix, F., Jaimes-Bustamante, L.R., Martinez-
Cérdova., Trujillo-Villalba, D.A., 2007. Investigation of the Effects of Salinity
and Dietary Protein Level on Growth and Survival of Pacific White Shrimp,
Litopenaeus vannamei Jour. of the World Aquaculture Society Vol. 38, No. 4
:475-485 p.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
45



Racotta, 1.S. y Palacios, E., 1998. Hemolymph metabolic variables in response to
experimental manipulation stress and serotonin injection in Penaeus
vannamei. J. World Aquacult. Soc. 29, 351-356.

Racotta, |.S., Hernandez-Herrera, R., 2000. Metabolic response of the white
shrimp, Penaeus vannamei, to ambient ammonia. Comp. Biochem. Physiol.
125A, 437-443.

Ricker, W.E., 1975. Computation and interpretation of biological statistics of fish
populations. Fisheries Research board of Canada. 191:1-382.

Robertson, L., Bray, W., Leung-Trujillo, J., Lawrence, A., 1987. Practical molt
staging of Penaeus setiferus and Penaeus stylirostris. J. World Aquacult.
Soc. 18, 180-185.

Robertson, L., Lawrence, A., Castille, F., 1993. Interaction of salinity and feed
protein level on growth of Penaeus vannamei. Journal of Applied
Aquaculture 2: 43-53.

Rosas, C., Sanchez, A., Das-Iglesia, E., Brito, R., Martinez, E., Soto, L., 1997.
Critical dissolved oxygen to Penaeus schimitti postlarvae (PL 10-18)
exposed to salinity changes. Aquaculture 152: 259-272.

Rosas, C., Martinez, E., Gaxiola, G., Brito, R., S.nchez, A., Soto, L., 1999. The
effect of dissolved oxygen and salinity on oxygen consumption, ammonia.
Marine Ecology Progress Series 174: 67-75.

Rosas, C., Cuzon, G., Taboada, G., Pascual, C., Gaxiola, G., Van Wormhoudt, A.,
2001. Effect of dietary protein and energy levels on growth, oxygen
consumption, haemolymph and digestive gland carbohydrates, 77 nitrogen
excretion and osmotic pressure of Litopenaeus vannamei (Boone) and L.
setiferus (Linné) juveniles (Crustacea, Decapoda, Penaeidae). Aquaculture
Research 32: 531-547.

Rosas, C., Cuzon, G., Gaxiola, G., Le, Priol. Y., Pascual, C., Rossignyol, J.,
Contreras, F., Sanchez, A., Van, Wormhoudt. A., 2001a. Metabolism and
growth of juveniles of Litopenaeus vannamei: effect of salinity and dietary
carbohydrate levels. J. Exp. Mar. Biol. Ecol., 259, 1-22.

Rosas, C., Cuzon, G., Gaxiola, G., Pascual, C., Taboada, G., Arena, L., Van,
Wormhoudt. A., 2002. An energetic and conceptual modelo f the
physiological role of dietary carbohydrates and salinity on Litopenaeus
vannamei juveniles. J. Exp. Mar. Biol. Ecol., 268, 47-67.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
46



Samocha, T., Lawrence, A., Pooser, D., 1998. Growth and survival of juvenile
Penaeus vannamei in low salinity water in a semi-closed recirculation
system. The lIsraeli Journal of Aquaculture-Bamidgeh Vol. 50 No.2 , pp 55-
59.

Samocha, T., Addison, M., Lawrence, L., Craig, A., Collins, F.L., Castille, W.A.,
Bray, C.J., Davies, P.G., Lee, G., Wood, F., 2004. Production of the Pacific
white shrimp, Litopenaeus vannamei, in high-density greenhouse-enclosed
raceways using low salinity groundwater. J. Appl. Aquac. 15, 1-19.

Sanchez, A., Pascual, C., Sanchez, A., Vargas-Albores, F., Le Moullac, G., Rosas,
C., 2001. Hemolymph metabolic variables and immune response in
Litopenaeus setiferus adult males: the effect of acclimatation. Aquaculture
198, 13-28.

Silveira, C.R., 2005. Indices hematolégicos y celulares como bioindicadores de
estrés en Oreochromis aureus Steindachner (tilapia) de cultivo. Tesis de
maestria de maestria. CIBNOR. La Paz, Mexico. 200 p.

Smith, V. y Chisholm, R.S., 1992. Non-cellular immunity in crustaceans. Fish and
Shellfish Immunology. 2: 1-31.

Soderhall, K. y Cerennius, L., 1992.Crustacean immunity. Annu. Rev. Fish. Dis. 2:
3-23. Soldérzano, L. 1968. Determination of ammonia in natural waters by the
phenolhypochlorite method. Limnology and Oceanography. 14 (5): 799-781.

Soderhall, K., Cerenius, L., Johansson, M.W., 1996. The prophenoloxidase
activating system in invertebrates. En: Séderhéll K., Iwanaga S., Vasta G.R.
(Eds.), New directions in invertebrate immunology. SOS Publications, Fair
Haven, N.J., pp. 229-253.

Song, Y., Yu, Ch., Lien, T., Huang, Ch., Lin, M., 2003. Haemolymph parameters of
Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) infected with Taura syndrome
virus. Fish and Shellfish Immunology. 14: 317-331.

Sowers, A.D y Tomasso, J.R., 2006. Production characteristics of Litopenaeus
vannamei in low-salinity water augmented with mixed salts. J. World Aquac.
Soc. 37, 214-217.

Sritunyalucksana, K. y Séderhéll, K., 2000. The proPO and clotting system in
crustaceans. Aquaculture 191: 53-69.

Stickney, R., 2000. Encyclopedia of Acuaculture. Ed. John Wiley and Sons.
Wedemeyer, G., 1996. Physiology of fish in intensive culture systems. Ed.
Chapman and Hall. 5-8.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
47



Strickland, J.D.H. y Parsons, T.R., 1972. A Practical Handbook of Sea Seawater
Analysis. Supply and Services Canada, Ottawa, Canada KIA 059. The Alger
Press Ltd, 310 pp.

Stryer, L., 1990. Bioquimica. Reverte. 5a Edicion. Venezuela. 976 pp.

Tantulo, U. y Fotedar, R., 2007. Osmoregulation and ionic regulation of black tiger
prawn (Penaeus monodon Fabricius 1798) juveniles exposed to K+ deficient
inland saline water at different salinities. Comparative Biochemistry and
Physiology, Part A 146: 208-214.

Tsai S.J. y Chen, J.C., 2002. Acute toxicity of nitrate on Penaeus monodon
juveniles at different salinity levels. Aquaculture 213, 163-170 pp.

Tseng, I. y Chen, J., 2004. The immune response of white shrimp Litopenaeus
vannamei and its susceptibility to Vibrio alginolyticus under nitrite stress.
Fish and Shellfish Immunology.

Van Aardt, W.J., 1988. Lactate metabolism and glucose patterns in the river crab,
Potamonautes warreni calma, during anoxia and subsequent recovery.
Com. Biochem. Physiol. Part A: Physiology, 9, 299-304.

Van Wyk, P., Davis-Hodgkins, M., Laramore, C.R., Main, K.L., Mountain, J.,
Scarpa, J., 1999. Farming marine shrimp in recirculating freshwater
systems. FDACS contract M520. Florida Department of Agriculture and
Consumer Services, Tallahassee, Florida, USA.

Vargas-Albores, F., Guzman, M.A., Ochoa, J.L., 1993. An anticoagulant solution
forhaemolymph collection and prophenoloxidase studies of penaeid shrimp
(Penaeus californiensis). Comp. Biochem. Physiol. 1062: 299-303.

Vargas-Albores, F., 1995. The defense system of brown shrimp (Penaeus
californiensis): humoral recognnition and cellular responses. J. Mar.
Biotechnol., 3, 153-156.

Vargas-Albores, F. y Yepiz-Plascencia, G., 1998. Shrimp Immunity. Trends in
Comparative Biochemistry and Physiology. 5: 195-210.

Vargas-Albores, F y Yepiz-Plascencia, G., 2000. Beta glucan binding protein and
its role in shrimp immune response. Aquaculture. 191, 13-21.

Vorbach, C., Harrison, R., Capecchi, M., 2003. Xanthine oxidoreductase is central
to the evolution and function of the innate immune system. Trends in
Inmmunology. 24 (2): 512 517.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
48



Wedemeyer, G.A., Barton, B.A., McLeay, D.J., 1996. Stress and acclimation.
Pag.451-489 In: B.C. Schreck and B.P Moyle. Ed. Methods for fish biology.
American Fisheries Society. U.S.A.

Williams, A.S., Davis, D.A., Arnold, C.R., 1996. Density-dependent growth and
survival of Penaeus setiferus and Penaeus vannamei in a semi-closed
recirculating system. J. World Aquac. Soc. 27, 107-112.

Wootton, R. J. 1992. Fish ecology: tertiary level biology. Blackie, London. 212 pp.

CERVANTES -CERVANTES, C. M. 201 O
49



	01-PORTADA
	TESIS
	QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

	02-SIP´S
	03-DEDICATORIA_Y_AGRADECIMIENTOS
	04-INDICE
	05-RESUMEN_Y_MAS......
	EDTA Ácido etilendiaminotetraacético

	06-TESIS

