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productivo del camaron blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei cultivado a altas
densidades en laboratorio

Response of metabolites in hemolymph and productive performance of Pacific white
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Abstract.- In shrimp farming, one of the most important challenges is to increase shrimp production, which has encouraged
increased seeding rates. In this study, the response of metabolites in hemolymph and performance of white shrimp
(Litopenaeus vannamei) grown at high densities was evaluated, using total protein, lactate and glucose concentrations as
stress indicators. At the beginning of the bioassay, lactate was high, while growth and specific survival were poorer, which
is inferred as a response to seeding- time stress. At the end of the bioassay was obtained statistical difference in total
protein levels, with an increase of final weight and survival.
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INTRODUCCION

La camaronicultura cada vez es mas intensiva,
realizdndose a altas densidades de cultivo, donde los
organismos estan expuestos a cambios ambientales, que
alteran su condicién de homeostasis, representando un
estado de estrés en los camarones (Lee & Wickins 1992).

Actualmente se utilizan una gran variedad de
parametros bioquimicos en hemolinfa para evaluar y
monitorear las condiciones fisioldgicas de algunas
especies de camarones, tanto del medio natural como bajo
condiciones de cultivo. Entre estos se encuentran el
lactato, la glucosa y las proteinas, los cuales son
indicadores en la evaluacion del estrés. De éstos, el lactato
y la glucosa se han descrito como los mas confiables
indicadores en el estrés producido por la extraccidn
repetida de muestras de hemolinfa e inyeccion de
serotonina (Racotta & Palacios 1998), y la transferencia a
condiciones de laboratorio (Sanchez et al. 2001).

El objetivo del presente estudio fue caracterizar
experimentalmente la respuesta fisioldgica del camardn

blanco (Litopenaeus vannamei) cultivado a diferentes
densidades, a través de indicadores fisiolégicos y
productivos.

MATERIAL Y METODOS

BioEnsayo

Se utilizaron 84 camarones blancos provenientes de una
granja de cultivo comercial con un peso promedio de 5,14
+ 0,36 g, los cuales fueron colocados en tinas ovaladas
de plastico (100 L) con 60 L de agua de mar filtrada (20
um) y se alimentaron a razén del 4% del peso corporal en
2 raciones diarias. El bioensayo tuvo una duracion de 90
dias y éste consté de 3 tratamientos, en los cuales vario
la densidad de organismos por tina, cada uno con 4
réplicas: 1) 3 org/tina; 2) 6 org/tina; 3) 12 org/tina.

Las variables estudiadas fueron: Peso inicial (PI, g),
Peso final (PF, g), Proteina inicial (PTI, mg mL?), Proteina
final (PTF, mg mL™), Glucosa inicial (Gl, mg dL*), Glucosa
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final (GF, mg dL™), Lactato inicial (LI mg dL), Lactato
final (LF mg dL?), Hemoacitos inicial (HI, (# de células
mL1)*1000) y Hemocitos final (HF, (# de células mL:1)*1000).

ANALISIS DE PARAMETROS FISIOLOGICOS

El dia 3 del bioensayo, se tom6 hemolinfa de los sacos
hemolinfaticos ventrales en cada organismo de las réplicas
de los tratamientos utilizando jeringas con anticoagulante
SIC-EDTA (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM,
EDTA 10 mM, pH 7.3) a 4°C, para mantener una proporcion
de 2 volimenes de SIC-EDTA por cada volumen de
hemolinfa (Vargas-Albores et al. 1993). Posteriormente
se diluyeron 50 uL de la mezcla de hemolinfa y
anticoagulante, en 150 uL de formaldehido (4%) y se
almacenaron a 4°C para el conteo de hemaocitos. El resto
de la mezcla, hemolinfa y anticoagulante, se centrifugé a
800 g en 4°C por 4 min y el plasma se almacen6 a -20°C
para después analizar la concentracién los metabolitos
indicadores. Para la determinacién de proteinas, se diluyd
el plasma en relacién 1:100 siguiendo la metodologia
propuesta por Bradford (1976) adaptada a microplaca por
Hernéndez-Lépez & Vargas-Albores (2003) utilizando
albimina sérica de bovino como estidndar. En la
determinacidn de glucosa y lactato, se utilizaron los kits
comerciales (GOD-PAP, Radox) y (PAP, Radox)
respectivamente. El conteo de hemocitos se realiz6
utilizando 20 pL de la mezcla de hemolinfa, anticoagulante
y formaldehido en un hematocitometro (cdmara de
Neubauer) y se utiliz6 un microscopio de luz para el conteo
total de hemocitos.

ANALISIS DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS Y CALIDAD DE
AGUA

Al inicio y al final del bioensayo se determiné la cantidad
de amonio presente en el agua de cada una de las tinas
experimentales mediante la técnica descrita por Strickland
& Parsons (1972). Para la toma de cada muestra de agua
se utilizd una botella de pléastico de boca ancha de 250
mL. La botella se sumergi6 a una profundidad media de la
tina, quitando la manguera de aireacion.

ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron las variables estudiadas mediante el
procedimiento GLM del programa estadistico SAS (2001)
utilizando el siguiente modelo:

Yij pt Di+8ij
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donde: Y= variable dependiente (PI, PF, PTI, PTF, G, GF,
LI, LF, HI yHF), u= media general, D = efecto de la i-ésima
densidad de cultivo, ¢, = error experimental.
Posteriormente, se estimaron las medias de minimos
cuadrados y se compararon utilizando la prueba de
minima diferencia significativa.

La variable supervivencia fue analizada con el
procedimiento FREQ (SAS 2001) utilizando una prueba
de Chi cuadrado con nivel a= 0,05.

La tasa de crecimiento especifico (TCE)= [(In Wf - In
WO) / T)] x 100 donde T es la duracién del experimento,
WO es el peso de los animales al comienzo del experimento,
y Wf es el peso final de los animales al final del ensayo.

El factor de conversidn alimenticia fue calculado
mediante la siguiente formula (FCR) =F / (Wf - WO0), donde
F es el peso de la alimentacién suministrada a los
camarones durante el ensayo. WO es el peso de los
animales al comienzo del experimento, y Wf es el peso
final de los animales al final del mismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

VARIABLES METABOLICAS

En la Tabla 1, se muestra el concentrado de todas las
variables evaluadas durante el desarrollo del bioensayo.
Al analizar los resultados de las mediciones de proteina
inicial (PI), no se encontraron diferencias significativas
(P > 0,05) en las concentraciones de proteina inicial entre
los tratamientos, sin embargo, las concentraciones de
proteina final (PF) si mostraron diferencias significativas
(P < 0,05) entre los tratamientos 1 y 3. Perazzolo et al.
(2002), mencionan que los niveles de proteina son buenos
indicadores para monitorear la salud de los camarones.
En el presente estudio se observaron niveles de proteinas
totales en hemolinfa que van desde 236,18 + 21,03 mg
mL* hasta 632,38 + 29,65 mg mL* para los muestreos inicial
y final respectivamente, encontrdndose dentro del amplio
rango reportado para niveles de proteinas circulantes (de
702700 mg mL™) (Sanchez et al. 2001, Rosas et al. 2002).

En las mediciones de glucosa, no se observaron
diferencias significativas (P > 0,05) para ninguno de los
tratamientos y tiempos de muestreo. Un aumento de la
glucosa en la hemolinfa de los camarones peneidos como
respuesta al estrés es bien conocido y fue demostrado en
relacion a muestreos repetidos de hemolinfa (Racotta &
Palacios 1998), y sometidos al estrés en los tanques de



Tabla 1. Medias de minimos cuadrados y error estandar de las variables fisiolégicas de camarén blanco sometido
a diferentes densidades de cultivo / Least squares means and standard error of physiological variables of white

shrimp subjected to different culture densities

Indicador 3 org/tina

6 org/tina 12 org/tina Valor de P

Proteina Inicial (PTI, mgmL™)
Proteina Final (PTF, mgmL™)

Glucosa Inicial (GI, mg dL™") 1,25+0,06
Glucosa Final (GF, mg dL™) 1,39 +0,02
Lactato Inicial (LI, mg dL™) 2,28 +0,28°
Lactato Final (LF, mg dL™") 3,37 40,24

Hemocitos Inicial (HI, # cel mL'l)*IOOO 12219,00 + 5590,53

Hemocitos Final (HF, # cel mL™")*1000  17467,92 +2755,17

236,18 +21,03
632,38 £29,65°

274,70 +21,03 240,80 £21,03 (>0,05)

556,88 + 29,65 409,78 +66,31° (<0,05)

1,39+ 0,06 1,44 0,06 > 0,05)
1,44 0,02 1,36+ 0,04 > 0,05)
3,70 £0,28" 3,23 £0,.28% (<0,05)
3,17+0,24 3,45+0,54 (> 0,05)

13086,00 £ 5590,53  16224,00 +5590,53 (> 0,05)

15724,80 £2755,17  16236,00 +6160,00 (> 0,05)

Superindices distintos indican diferencias significativas (P < 0,05). Promedio + error estandar

plastico (Mercier et al. 2006). Bajo condiciones de estrés
crénico, ningin aumento significativo o incluso una
disminucion de glucosa ha sido reportada para Penaeus
monodon mantenidos 4 semanas a altas densidades de
cultivo (Hall & van Ham 1998) y para L. setiferus silvestres
mantenidos 7 dias bajo condiciones de laboratorio
(Sanchez et al. 2001). Todo lo anterior indica que el
aumento en las concentraciones de glucosa durante un
estrés cronico puede no ser tan pronunciado como el que
ocurre durante un estrés agudo y se ve confirmado por
los resultados en los anélisis obtenidos en los cuales no
existio diferencia significativa entre los niveles iniciales
y finales del bioensayo.

En el muestreo inicial de lactato, se encontraron
diferencias significativas (P < 0,05) entre los tratamientos
1y 2. En el muestreo final no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. Los niveles
obtenidos de lactato en hemolinfa fueron menores que
los niveles basales reportados para L. vannamei bajo
condiciones experimentales (Racotta & Palacios 1998,
Racotta & Hernandez-Herrera 2000, Racotta et al. 2002,
Mercier et al. 2006), encontrando diferencias solo en la
toma de muestras inicial con respecto a las diferentes
densidades de cultivo pero no al final del bioensayo para
ninguna de las densidades con lo cual queda demostrado
un nivel de adaptacion al estrés por parte de los
organismos.

En el conteo de hemocitos, no se observaron
diferencias significativas (P > 0,05) para ninguno de los
tratamientos y tiempos de muestreo. En los camarones,
como en otros invertebrados, los hemocitos son
indicadores importantes de pardmetros inmunolégicos
que pueden ser usados como indicadores de salud en los
organismos (Zhang et al. 2009). En el presente analisis,
no se observaron diferencias en los conteos iniciales ni
finales.

DESEMPERO PRODUCTIVO

En el muestreo inicial de peso (g), se obtuvieron
diferencias significativas (P < 0,05) en el tratamiento 2
con respecto a los demas tratamientos. Para el peso final,
se mostraron diferencias significativas (P < 0,05) entre
los tratamientos 1 y 3 (Tabla 2). Esto coincide con
Balakrishnan et. al. (2011) y Mercier et al. (2006) los cuales
mencionan que el estrés crénico de manipulacion tiene
algunos efectos negativos sobre los camarones, ya que
en experimentos realizados, los camarones sometidos a
estrés tuvieron un menor crecimiento.

La tasa de crecimiento especifico de los organismos
presentd diferencias significativas (P < 0,05) entre los 3
tratamientos, mostrando una mayor tasa de crecimiento
especifico para el tratamiento 1 en comparaciéon con los
tratamientos 2 y 3, esto coincide nuevamente con Mercier
et al. (2006) donde se obtuvieron mejores resultados de
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Tabla 2. Medias de minimos cuadrados y error estandar del desempefio productivo de camarén blanco sometido a
diferentes densidades de cultivo. Porcentajes de supervivencia y prueba de Chi cuadrado con un nivel a= 0,05 / Least
squares means and standard error of the productive performance of white shrimp subjected to different culture
densities. Survival percentages and Chi-square test with a level o= 0.05

Indicador 3 org/tina 6 org/tina 12 org/tina Valor de P
Peso Inicial (PT) (g) 5,03+0,07 539+0,07° 4,93 +0,12° (<0,05)
Peso Final (PF) (g) 11,44 +1,02° 9,06+ 1,10® 6,86+ 1,58° (<0,05)
Tasa de Crecimiento Especifica (g) 1L,11? 0,76" 0,79 (<0,05)
Supervivencia (%) 83,30° 41,66 4,15° (<0,05)
Factor de Conversion Alimenticia (FCA) 8,40+ 0,97* 22,14 + 5,76b 3642 +11,56° (<0,05)

Superindices distintos indican diferencias significativas (P < 0,05). Para Peso Inicial, Peso Final, Tasa de Crecimiento

Especifica, Promedio + error estandar

Tabla 3. Promedios de parametros fisicoquimicos del agua durante el bioensayo / Average of physicochemical parameters

of the water during the bioassay

Indicador OPTIMO 3 org/tina 6 org/tina 12 org/tina  Valor de P
Oxigeno Disuelto (OD, mg mL™) 4,0a10,0 6,04+0,16 5,86 +0,27 6,19+£0,16 >0,05
Temperatura (T, °C) 23 a30 30,0 +£0,57 30,3+0,26 30,0 £0,17 >0,05
pH (UpH) 8,1a9,0 8,2+0,05 8,2+0,02 8,2+0,04 >0,05
Salinidad 15 a35 35+0,00 35+0,00 35+0,00 >0,05
AMONIO (mg mL™") 0,0al,0 0,54+0,29 0,50 +0,10 0,44 +£0,14 >0,05

Promedio + error estandar

crecimiento en tanques con menor densidad de
organismos cultivados.

La supervivencia de los organismos, resultd
significativamente afectada por los cambios de densidad
de cultivo (Tabla 2). A este respecto, Mercier et al. (2006)
mencionan que el estado de salud se ve reflejado en una
disminucion de la supervivencia de los organismos
sometidos a diversos tipos de estresores tales como
densidad de cultivo y manipulacion.

En el factor de conversion alimenticia la diferencia
significativa (P < 0,05) fue observada entre todos los
tratamientos (Tabla 2). Esto coincide con Sookying et al.
(2011) que obtuvieron factores de conversion alimenticia

Rubio-Gastélum et al.
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significativamente més altos en densidades de cultivo
mayores que en las menores densidades en su estudio en
el que evaluaron los efectos de la densidad de cultivo de
L. vannamei alimentado con harina de soya. De igual
manera, Zarain-Herzberg et al. (2010), mencionan factores
de conversion alimenticia menores a los obtenidos en
nuestro estudio, esto puede deberse a que en condiciones
de cultivo comercial los organismos se alimentan de
productividad primaria de los sistemas de cultivo, lo que
no ocurrié en este sistema de bioensayo ya que el agua
fue desinfectada y tratada previamente al montaje del
bioensayo y con esto se elimind la productividad
existente.



Se observé un mejor desempefio productivo (mayor
peso, mayor tasa de crecimiento especifico y menor tasa
de conversidn alimenticia) en los organismos cultivados
a menor densidad.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los parametros fisicoquimicos (Tabla 3) se mantuvieron
dentro de los intervalos 6ptimos para el cultivo del
camaron blanco durante el desarrollo del experimento,
los cuales, de acuerdo con Brock & Main (1994), son:
oxigeno disuelto de 4,0 a 10,0 mg L; temperatura de 23 a
30°C, pHde 8,1a9,0; salinidad de 15 a 35 y amonio de 0,1
al,0mgmL™.

Por lo tanto, de acuerdo con los datos obtenidos en
esta investigacion se demuestra que el estrés ocasionado
en cultivos a altas densidades altera los parametros
fisioldgicos iniciales de los organismos vy afecta el
crecimiento de los mismos, con lo cual se ve directamente
disminuida la produccion en sistemas de cultivo. Se
sugiere realizar mediciones de pardmetros fisiolégicos en
cultivos comerciales, asi como un mayor namero de
bioensayos con diferentes densidades.
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