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RESUMEN de la tesis que presenta ANA DENISE RE ARAUJO presentada como
requisito parcial para obtener el grado de DOCTORA EN CIENCIAS con Orientacién en
Biotecnologia Marina. Ensenada Baja California, México. Noviembre del 2004.

FISIOLOGiA TERMORREGULADORA, OSMORREGULADORA, Y

ENERGETICA EN EL CAMARON AZUL Litopenaeus stylirostris (STIMPSON})
(CRUSTACEA:PENAEIDAE).

Resumen aprobado por : %

r Fernando Diaz Herrera

Se estudiaron varias respuestas fisiologicas en el camardén azul Litopenaeus stylirostris
expuestos a diferentes combinaciones de temperatura y salinidad. Se determino la
preferencia térmica de juveniles de L. stylirostris aclimatados a un intervalo de salinidades
de 10 a 40%o y a una temperatura de 28 °C. La temperatura preferida por los organismos en
la fase diurna y nocturna simuladas en un ciclo de 24 horas no fue significativamente
diferente (P> 0.05). El preferendum de temperatura de los juveniles de camarén azul
aclimatados a 10, 20, 30, y 40%. no se modificé (P> 0.05) por efecto de la salinidad
determindndose que para el camar6n azul la temperatura preferida se ubicé en 28 °C. La
temperatura critica méxima (TCMax) para los juveniles del camarén azul se determiné en
organismos aclimatados a las salinidades de 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40%o y a las
“temperaturas de 20, 23, 25, 28, 30 y 33 °C. La temperatura de aclimatacién influyo
“significativamente sobre la TCMax de los juveniles ya que conforme se aumento la
temperatura se incrementé el punto final de la temperatura critica méxima, que para el
camarén azul fue la desorientacién total (D.T.) La salinidad no influyo significativamente
en la TCMax. Se determino para L. siylirostris el (RRA) indice de la magnitud de la
aclimatacién térmica, el cual tuvo un intervalo de 0.56 -0.74.

El consumo de oxigeno, la tasa de excrecion de amonio, la presién osmética y capacidad
osmorreguladora del camarén azul fueron determinadas al exponer a los organismos a las
temperaturas de 23, 28 y 33 °C y a las salinidades constantes de 10, 15, 20, 25, 30, 35 y
40%o. El consumo de oxigeno de L. stylirostris expuesto a las salinidades expetimentales se
increment6 en relacion directa con la temperatura, sin embargo en 28 °C la tasa metabélica
s¢ mantuvo constante. La tasa de excrecion de amonio en los juveniles aclimatados a las
temperaturas de 23 y 33 °C se relaciond con el patrén de osmorregulacion ya que cuando
los camarones hiper-regularon se incrementd y disminuyd cuando hipo-regularon, en los
mantenidos en 28 °C la excrecién de amonio permanecié constante. La capacidad
osmorreguladora en los juveniles mostré que fueron hiporreguladores e hiperreguladores
en salinidades por arriba y por debajo del punto isosmético, disminuyendo esta capacidad
en los organismos mantenidos en 33 °C y expuestos a las altas salinidades. El punto
isosmético de los camarones tuvo un intervalo de 676.8-700.4 mmol Kg™! (23.7-24.6%).
Los valores de las pendientes de la relacion entre la concentracion osmotica del medio y la




hemolinfa del camaron aclimatados a 23, 28 y 33 °C fueron 0.25, 0.17 y 0.37, el menor
valor de la pendiente se obtuvo en los juveniles mantenidos en 28 °C, en esta condicion el
camarén azul se caracterizdé como fuerte regulador. En los juveniles de Litopenaeus
stylirostris expuestos a la fluctuacion de la salinidad de 40, 32, 25, 16, 25, 32 y 40%o y a
tres temperaturas 23,28y 33 °C, la tasa de consumo de oxigeno que fue I.121.51 mg 02
h g p.s. para los organismos mantenidos a 23 °C, esta tasa fue de 1.70 a 1.98 mg O, k™'

! p.s. en los aclimatados a 28 °C y se incrementd en un 230% en los expuestos a 33 °C. En
los juveniles de L. stylirostris expuestos a la salinidad de 40%o y achmatados a 23y 28°C
se obtuvo la menor tasa de excrecién de amonio de 0.04-0.08 mg NH,* hi™! ¢ p.s. En los
camarones mantenidos en 33 °C la tasa de excrecidn se incrementd significativamente de
0.18 2 0.35 mg NH," h g p.s. Cuando los organismos fueron expuestos a la fluctuacion
descendente de la salinidad de 40 a 25%o la excrecién de amonio se incrementd. En la
salinidad de 16%o y en las tres temperaturas en que se mantuvieron los camarones, la
produccion de amonio se incrementd en promedio en un 220%. Cuando los organismos se
expusieron a las salinidades ascendentes la excrecion de los camarones disminuyo
significativamente (P < 0.05) . El andlisis de varianza indico que hubo un efecto
significativo de la temperatura y la salinidad sobre la tasa de excrecion de amonio de L.
stylirostris (P < 0.05), pero la interaccion entre la temperatura y la salinidad no fue
significativa (P > 0.05). La osmolaridad de la hemolinfa de L. stylirostris aclimatado a 23,
28 y 33 °C y expuesto a la fluctuacion descendente de 40 a 33%. (1,278-965 mmol Kg™)
fue hiposmética con un intervalo de 873 a 777 mmol Kg” con respecto al medio externo.
En el intervalo de salinidades de 25 a 16%o- (752-556 mmol Kg™) la hemolinfa de los
camarones fue hiperosmética con un imtervalo de 677-770 mmol Kg'. Cuando se
mcremento Ia salinidad de 25 a 40%o la osmolaridad del medio mterno de los camarones

en los camarones expuestos a la ﬂuctuacmn descendente de la sahmdad tuvieron un
intervalo de 726-758 mmol Kg"' (24.9-25.9%o), cuando la salinidad se incrementé este
vario de 751-766 mmol Kg™' (25.7-26.2%u). En los juveniles del camarén azul la capacidad
osmorreguladora {CO) fue de hipo a hiperosmética ya que en las salinidades de (40, 32,
40%s) tuvo un mtervalo de — 417 a ~167, en tanto que en las salinidades de (25, 16, 25%o)
aumento de 18 a 143. En los juveniles de L. stylirostris aclimatados al punto isosmdotica de
25%0 y a la temperatura preferida de 28 °C, asi como a salinidades donde fueron
hiperosmoticos (20%o) € hlposmoucos (30%0) se determinaron los pardmetros del balance
energético expresandose en (J dia'g"p.s.). Ademas se calculo los indices de eficiencia de
asimilacion bruta (K;) y neta (X;). La produceidn de heces, el consumo de oxigeno y la
excrecion de amonio de los juveniles fueron afectados significativamente (P>0.05) cuando
los organismos fueron aclimatados a las salinidades de 20, 25, y 30%.. El menor gasto
energético en el metabolismo de rutina se obtuvo en los organismos mantenidos en 20 y
30%oy la excrecion nitrogenada en la de 25 y 30%o. Sin embargo, las tasas de ingestion de
alimento y el campo de crecimiento determinadas para los camarones mantenidos en fa
salinidad de 20 y 25%o no variaron significativamente con respecto a las obtenidas para
estos procesos en los juveniles expuestos 30%o. Los valores de los indices K; y K; no
fueron significativamente mayores en los organismos que se aclimataron a las tres
salinidades. Para optimizar el cultivo de L. stylirostris en condiciones controladas, se
propone que se realice en salinidades de 25 a 30%. y temperatura de 28 °C estas




condiciones se consideran como optimas, debido a que en estos ambientes los organismos
estdn libres de estrés ambiental y por ende se incrementara el crecimiento.

Palabras clave : Termorregulacion, Osmorregulacién, Bioenergética, camarén azul.




ABSTRACT of the DOCTOR IN SCIENCE ,Thesis presented by ANA DENISE RE
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TERMORREGULATION, OSMORREGULATION AND ENERGETIC
PHYSIOLOGY IN PACIFIC BLUE SHRIMP (Litopenaeus stylirostris)y (STIMPSON)
(CRUSTACEA:PENAEIDAE).

Abstract approved for: /

Ph.D. Feritando Diaz Herrera

- The physiological responses of L. stylirostris were studied in a different combination of
temperature and salinity The oxygen consumption was increased in a direct relationship
with temperature, eventhough in 28° C the metabolic rate was steady, obtained a responses
for this condition an responses type I Kinne, (1967). The excretion rate of ammonium of
the shrimp acclimated at the temperatures of 23, 28 and 33°C was increased on the lower
salinities and this was related with the pattern of osmoregulation. When the shrimp were
hyper regulators ammonium increased and decrease when they were hypo regulators,
beside the shrimp needed actively to absorb Nat+ by the operation of interchange pump
Na'/NH4" . Shrimp maintained at 28°C the ammonium rate was steady, osmoregulatory
capacity in the juveniles was typical of many crustaceans which live into lagoon and
estuarine systems. The shrimp was hypo-regulators and hyper-regulators by upper and
under isosmotic point diminish the osmorregulatory capacity in the organism matained at
33°C and exposed to higher salinities. The isosmotic points obtained had a interval of
676.8-700.74 mmol Kg~ (23.7-24.6%0). The values of the slopes between the osmotic
concentration of the medium and the haemolymph of shrimp acclimated to 23, 28 and 33 °C
were 0.25, 0.17, and 0.3, the lower value of the slope of the juveniles of blue shrimp was
obtained at 28°C in this condition they were strong regulators. Juveniles of Lifopenaeus
stylirostris were exposed to the salinity fluctuation as the salinities was changed in
sequence 40, 32, 25, 16, 25, 32 and 40%c and three temperatures 23, 28 and 33 °C. The
oxygen consumption rate in Litopenaeus stylirostris juveniles exposed to fluctuations of
salinity and maintained in 23 °C was 1.1 to 1.51 mg O, k™' g” d.w. This rate was of 1.70 to
1.98 mg O, h'! ¢! d.w. in organisms acclimated to 28 °C and its increased in a 230% in that
exposed to 33 °C. In the L. stylirostris juveniles exposed to salinity of 40%o and acclimated
to 23 and 28 °C was obtained the lower ammonium excretion rate of 0.04-0.08 mg NH; h’
!¢ d.w. In the shrimps maintained in 33 °C the excretion rate increased significative of
0.18 to 0.35 mg NH;" h"' g’ d.w. When the organisms were exposed to descendent
salinities of 40 to 25%o. ammonium excretion increased. In salinity of 16%o and in the three
temperatures in which were maintained the shrimps, the ammonium production increased
in average of 220%. When the organisms were exposed to ascendent salinities the excretion
of the shrimps was reduced significant. Haemolymph osmolarity of L. stylirostris
acclimated to 23, 28 and 33 °C and exposed to salinity fluctuation was related linear




obtained that the slopes had an interval of 0.113 to 0.264 . When salinity reduced of 40 to
33%o (1,278-965 mmol Kg') haemolymph concentration was hypo-osmotic with an
interval of 873 to 777 mmol Kg™ with respect to the external medium. In the interval of
salinities of 25 to 16%o (752-556 mmol Kg') haemolymph of the shrimps was
hyperosmotic with an interval of 677-770 mmol Kg™'. When increased the salinity of 25 to
40%o the osmolality of the internal medium of the shrimps was hypo-osmotic with an
interval of 737-848 mmol Kg™. The acclimation temperature not affected significant (P >
0.01) the values of the isosmotic points of the organisms exposed to salinity fluctuation.
The isosmotic points obtained in the shrimps exposed to salinity fluctuation had an interval
of 726-758 mmol Kg™' (24.9-25.9%.), when salinity increased had an interval of 751-766
mmol Kg? (25.7- 26 2%s). The osmoregulatory capacity (OC) in juveniles of the blue
shrimp was modified significant by salinity (P < 0.05) was hypo to hyper-osmotic since
the salinities of (40, 32, 40%o) had an interval of 417 to 167, while in the salinities of
(25,16, 25%o) increased of 18 to 143 . In the juveniles were determined the parameters of
energetic batance and expressed at (J day ~'g” d.w.) and percentage. Physiological rates for
conswmption food (C), fecal production (F), oxygen consumed (R), increment apparent heat
(IAC), nitrogen excretion (U) and molt (E). Blue shrimp was acclimated at preferred
temperature 28 °C and 20 (hypersmotic), 25 (isosmotic) and 30%o (hyposmotic) conditions.
Also were calculated the assimilation gross (K;) and net ( K;) efficiency ratio. Fecal
production, oxygen consumption and nitrogen excretion were affected significantly (P <
0.05) when the organisms were acclimated to 20, 25 and 30%.. Organism acclimated to 20
and 30%o had the lower expenditure by metabolism process and nitrogen excretion in the 25
and 30%.. However, food ingestion rate, and the scope for growih determined for the
shrimp at 20 and 25%. were not different in relation with those obtained at salinities of
30%o. The gross and net efficiencies ratio had an interval of 74.61 to 80.07 % at organisms
acclimated to the experimental salinities. There were not significant difference (P> 0.05)
among survival, growth rate, and increment of biomass wet or dried registered at the end of
the assays. It was concluded that to optimize the culture of L. stylirostris juveniles under
controlled conditions we proposed that it be cultivated at the preferred temperature (28 °C)
and the salinities of 25 to 30%. considered the optimum conditions because in these

environment the organisms are energetic efficient levels and free of stress and their growth
therefore increase.

Key words: Thermoregulation, osmorregulation, bioenergetics, blue shrimp.
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L- INTRODUCCION

En México el camardén se explota comercialmente en dos regiones el Océano
Pacifico y Golfo de México, las especies de mayor importancia comercial pertenecen a los
géneros clasificados por Pérez—Farfante y Kensley (1997) como Litopenacus (camarén
blanco y azul) y Farfantepenaeus (camarén café y rojo). El camarén azul Litopenaeus
stylirostris se encuentra distribuido en México desde Punta Abreojos, Baja California hasta
Tumbes, Pert (Figura 1). En la porcion central y norie del Goifo de California es la
segunda especie de mayor abundancia y es dominante en las lagunas, estuarios y bahias
desde el norte de Mazatlan hasta el rio Colorado. Habita en aguas costeras entre los 0 y 30
metros de profundidad generalmente vive en fondos fangosos o fango arenosos (Aragon,

2000).

La camaronicultura en los tltimos afios se ha desarrollado a nivel mundial,
alcanzando en 1995 una produccion de 712 000 toneladas métricas de camar6n cultivado
Rosenberry, (1994). Entre los principales productores mundiales de camardén cultivado se
cuentan China, Indonesia, Tailandia y Filipinas. En México esta modalidad productiva se
ha desarrollado en los ultimos afios, sobre todo en las costas del Pacifico; el mayor
productor es Sinaloa, al que le sigue Sonora, y por tltimo Nayarit, los dos primeros

cuentan con laboratorios para producir comercialmente larvas y postlarvas (Rosenberry,
1994).

El camarén a nivel mundial es un recurso pesquero que genera divisas. En México
esta modalidad productiva desde su introduccion en los afios 70s se ha desarroilado de una
manera importante, lo que ha generado fuentes de trabajo y ganancias principalmente en la
region noroeste de lIa costa del Pacifico. La produccion de camarén cultivado para el afio
2002 en Meékxico, fue de 45 000 ton. Lo que represento ingresos de 2700 millones de pesos
en un total de 44861.8 ha. (SEMARNAP, 2002). De las especies de camardén que se

reproducen en cautiverio ocho son consideradas como importantes desde el punto de vista




comercial, sin embargo en Meéxico solo se cultivan dos Lifopenaeus vannamei y L.

stylirostris la primera es la que se ha cultivado mas ampliamente.

Un obstaculo para el futuro desarrollo de esta industria en el noroeste de México es
el régimen climatico. Esta parte esta considerada como semiarida, templada en la cual las
temperaturas del agua de las regiones costera, permanece por abajo de los 20 °C durante
cuatro a cinco meses del afio, limitando esto al cultivo de los camarones a un periodo de

siete a ocho meses (inarzo a octubre).

En el cultivo del camaron hay cuatro factores ambientales que se consideran de
importancia primordial : la temperatura, la salinidad, el oxigeno disuelto y la turbiedad
(concentracion algal). Los dos tltimos dependen de la comunidad biologica de la poza o el
estanque. Con la temperatura y la salinidad se pueden conducir experimentos
independientes para aislar los efectos de estos parametros ambientales sobre las respuestas
fisioldgicas de los organismos (Fast y Lester, 1992). Estos factores son relevantes desde el
huevo hasta el adulto ya que modifican la tasa metabdlica y la excrecién de desechos
nitrogenados (Lemos et al., 2001) Ademas de lo anterior las condiciones de espacio, el
conocimientos de los aspectos de la alimentacion; el estado nutrimental, y el estado

reproductivo se consideran relevantes para el éxito del cultivo de los organismos acuéticos.

La temperatura ¢s el factor directriz ya que modifica el metabolismo en cada etapa
del ciclo de vida de los organismos, propicia ademas una serie de condiciones ambientales,
las cuales se les ha denominado como optimas, cuando las respuestas fisioldgicas del
organismos estan en equilibrio y letales cuando al organismo le causan estrés, y disminuyen
la sobrevivencia en exposiciones prolongadas. Los estudios ecofisiolégicos permiten

evaluar estas respuestas en un marco centrado a nivel del organismo (Figura 2).

Las altas temperaturas afectan el funcionamiento de los organismos acudticos, como
consecuencia de disminuir la fasa d¢ ingestion, el crecimiento, asi como se promueve la

proliferacion de organismos patégenos. Las bajas temperaturas propician la disminucion de la




temperatura corporal, de la respuesta inmune, y la actividad natatoria (Jobling, 1981; De la
Lanza Espino, 1998).

Figura.l.- Distribucion del genero Litopenaeus stylirostris en el Pacifico.




En nuestro pais muchas de las granjas de produccion de camarén estan localizadas
en estados donde existen fluctuaciones térmicas y salinas. El manejo de las condiciones del
cultivo de camarén es atin muy deficiente y los cambios ambientales son dificilmente
contrarrestados, por lo que los organismos se ven afectados en su fisiologia cuando hay
sequias prolongadas o por el contrario inundaciones que los exponen a cambios térmicos
asi como salinos (Fast y Lester, 1992). Los factores ambientales mas importantes que

afectan la vida de los peneidos eurihalinos son, la temperatura del agua y la salinidad (Chen
ef al, 1995.)
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Kinne (1967) resalto la importancia de evaluar el efecto combinado de la temperatura y la
salinidad sobre el crecimiento de los organismos marinos. De acuerdo a Clark (1992) la
capacidad adaptativa de los camarones peneidos es especifica y esta determinada por un

numero de factores que han causado que las especies de camarones se distribuyan

diferencialmente en el gradiente marino-estuarino.

Las especies que viven en ambientes heterogéneos deben ser fisiologicamente
tolerantes a los cambios de temperatura ya que han adaptado sus funciones metabolicas
para convertir el alimento en energia 0itil para crecer y reproducirse (Hutchison y Maness,
1979). Desde un punto de vista fisiologico el comportamiento termorregulador que se ha
determinado en los organismos acudticos puede ser utilizado como un mecanismo
homeostatico, el cual tiende a mantener una temperatura interna favorable que les permita a
los organismos una optimizacion de los procesos fisioldgicos y bioquimicos (Reynolds,
1979, Reynolds y Casterlin, 1979a).

La termorregulacion es una respuesta que los organismos utilizan para mantener sus
funciones fisiologicas relativamente estables e independientes de los cambios ambientales
de temperatura (Lagerspetz, 1974). Las respuestas de preferencia y evitacion son aspectos
inseparables del comportamiento termorregulador de los organismos en condiciones
naturales, y ellos pueden ser modificados por factores internos, antropogénicos,
ambientales, por la edad y tamafio de los organismos y pueden cambiar de acuerdo a las
horas del dia (Giattina y Garton, 1982, Nichelman, 1983). Los intervalos de temperatura en
los cuales los organismos se congregan o pasan la mayor parte del tiempo, son definidos
opéracionalmente como temperatura preferida o preferencias térmicas (Reynolds y
Casterlin, 1979b). Para obtener una determinacion precisa se han propuesto dos métodos a
partir de la definicion bipartita propuesta por Fry (1947), el método agudo y el
gravitacional. En el agudo la preferencia térmica generalmente se determina durante las
siguientes dos horas que los organismos fueron introducidos al gradiente y es influenciada
por la temperatura de aclimatacion. En el gravitacional el preferendim se determina

solamente después que los organismos se les permite gravitar libremente el tiempo




suficiente para que se ubiquen en la region de la temperatura preferida (Jobling, 1981:

Reynolds y Casterlin, 1979a).

Se han realizado pocos trabajos del comportamiento termorregulador en crusticeos
de ambientes marinos. Entre estos destacan en Homarus americanus (Reynolds y Casterlin,
1979b; Crossin et al., 1998; Jury y Watson III, 2000), Palaemonetes vulgaris (Casterlin y
Reynolds, 1979), Panulirus argus (Reynolds y Casterlin, 1979c), Farfantepenaeus
duorarum (Reynolds y Casterlin, 1979d); F. chinensis (Miao y Tu, 1995), Penaecus
monodon (Chen y Chen, 1999), Panulirus interruptus (Diaz Iglesias ef al, 2004).

De las especies de crustdceos de agua dulce que han sido estudiadas para conocer su
comportamiento termorregulador destacan los realizados en Orconectes obscurus (Hall et
al, 1978, Mathur et al, 1982); Procambarus spiculifer (Taylor, 1990); Macrobrachium
rosenbergii (Diaz et al., 1993; Diaz y Biickle, 1993); Procambarus clarkii (Espina et al.
1993; Buckle er al., 1994, Biickle ef al., 1996); Macrobrachium tenellum Hernandez et al.,
(1996), Macrobrachium acanthurus (Diaz et al., 2002) y Cherax quadricarinatus (Diaz. ef
al., 2004) quienes han obtenido una relacion entre el comportamiento termorregulador y la
temperatura optima para algunas funciones fisiologicas como el metabolismo, reproduccion

y crecimiento.

A continuacion de la zona de folerancia se encuentra la de resistencia, que se caracteriza
por la interaccién entre la temperatura y el tiempo de exposicién de los animales a ella
(Paladino et al., 1980) €l limite superior e inferior de esta zona esta representado por la
temperatura critica maxima (TCMax) y minima (TCMin) que fueron introducidas por
Cowles y Boggert (1944), modificadas por Lowe y Vance (1955) y estandarizadas por
Hutchison (1981). Las cuales se definen segun Cox (1974) como la media aritmética de los
puntos térmicos en los que la actividad locomotora de los organismos comienzan a
desorganizarse y pierden la habilidad de escapar de condiciones que los llevaran
rapidamente a la muerte cuando son calentados o enfriados a una tasa constante desde una

temperatura previa de aclimatacion.




El conocimiento de la temperatura critica minima y maxima proporciona un indicador
ecologico relevante, ya que el camardén azul en su habitat natural puede encontrar tanto
temporal como espacialmente esas temperaturas como fluctuaciones agudas fuera de sus
limites de tolerancia. (Lutterschmit y Hutchison, 1997 a y b) mencionan que la temperatura
critica maxima ocurre en diferentes temperaturas asi como en diferentes especies, las
respuestas de comportamiento son las mismas para una diversidad de taxas, ya que
conforme la temperatura se incrementa, los animales generalmente muestran una secuencia
de respuestas que incluyen la primera perdida de equilibrio (PPE), la aparicion de espasmos
musculares (EM) y finalmente ¢l rigor al calor, coma o muerte. Paladino ef al., (1980)
mencionan que en las practicas acuiculturales es de fundamental importancia conocer la
TCMin. y la TCMax. ya que son buenos indicadores de la resistencia térmica de los
organismos. Son métodos no destructivos que permiten identificar las temperaturas en las
que ocurren los primeros sintomas de estrés en los animales. Por estas razones la TCMax.
es un excelente indice para evaluar los requerimientos de la fisiologia térmica de los

organismos acudticos de importancia comercial.

De acuerdo a Claussen (1977) la relacién de la respuesta de aclimatacion (RRA) es
un indice de la magnitud de la aclimatacién térmica de los organismos, los datos existentes
para la RRA para diferentes especies de crusticeos sugicren que las especies que habitan en
regiones frias y templadas tienen valores bajos comparados con los subtropicales y
tropicales que tienen valores altos, indicando que esos valores son dependientes del
gradiente geografico térmico en donde se distribuyen los organismos (Diaz et al., 2002;

Pérez et al., 2003; Diaz et al, 2004)

Mathur ef al. (1980) y Jobling (1981) han dirigido sus investigaciones a aspectos de
tolerancia térmica pues existe un gran interés de colocar granjas piloto en diferentes zonas
donde se ubican termoeléctricas y aprovechar los efluentes para el cultivo de peces y

crusticeos. Sin embargo los estudios fisiologicos no estan a la par de las necesidades




especificas de las areas de cultivo; por lo que se requiere de mayor informacién de

estudios fisiolégicos y de comportamiento para lograr encarar con €xito su crianza.

La medicién del consumo de oxigeno en los organismos acuaticos es un método
valido para evaluar las respuestas del efecto de factores externos como la temperatura, la
salinidad, Ia intensidad luminosa y la concentracién de oxigeno disuelto, ya que permite
determinar la extension del estiés fisioldgico que estas combinaciones le imponen a los

organismos (Kinne, 1970; Villarreal, 1993; Villarreal-Ocampo, 1993; Brown et al., 1999).

Los experimentos para medir la tasa metabolica que se han llevado a cabo en varias
especies acudticas, involucran tanto factores térmicos como salinos los cuales han sido
experimentalmente confrontados separados o combinados. En funcion del increment6 en la
temperatura y su exposicion a las bajas salinidades, los organismos utilizan una mayor
cantidad de energia para mantener su condicién fisiolégica estable (Bishop ef al, 1980;

Gaudy y Sloane, 1981; Kurmaly ef al., 1989; Rosas et al., 1997).

En general se puede decir que cuando la temperatura aumenta se aumenta la tasa de
consumo de oxigeno en los crustaceos como en P. indicus (Kutty ef al., 1971). Por otra
parte si el cambio en la salinidad es brusco también se observa un incrementd en el

consumo de oxigeno como el descrito en P. japonicus por Dalla Via (1986).

En varias especies de crustaceos como P. monodon (Kurmaly ef al; 1980),
Palaemon serratus (Yagi ef al, 1990), L. vannamei (Martinez-Palacios ef al., 1996), L.
setiferus (Rosas ef al, 1997) se midié la tasa metabdlica en condiciones combinadas
térmicas y salinas obteniéndose tasas altas. Por otra parte cuando las condiciones no son
extremas o se acercan a los intervalos 6ptimos de temperatura los organismos presentan
consumos de O, estables como lo encontraron para Palaemonetes vulgaris (McFarland y

Pickens, 1965), F. aztecus (Bishop et al., 1980) y F. schmitti (Rosas et al., 1997).
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La excrecién de amonio en los crusticeos es afectada por factores intrinsecos como
el tamafio corporal, el estadio del ciclo de muda y por factores extrinsecos como la
temperatura, la salinidad, y el oxigeno disuelto (Needham, 1957). El amonio representa del
40 al 90% del nitrégeno total excretado por los crusticeos el cual es C(.)ntinuamente liberado
a través del epitelio branquial (Harstein, 1970; Kinne, 1976; Regnault, 1987). Una
decremento de la concentracion osmotica ambiental da como resultado una disminucion en
los aminodcidos en los tejidos con un consecuente incrementé en la excrecion de amonio de
los organismos (Lange, 1972). Se han cuantificado el efecto de la salinidad y la temperatura
sobre la excrecidn nitrogenada en algunas especies de crustaceos de importancia comercial
como en Macrobrachium rosenbergii (Nelson et al., 1977, Stern ef al., 1984; Diaz et al.,
1993); Fenneropenaeus indicus (Gerhardt, 1980), F. chinensis (Chen y Lin, 1992, 1995);
Marsupenaeus japonicus (Chen y Lai, 1993); Penaeus monodon (Chen et al., 1994);
Farfantepenaeus aztecus (Hemandez y Diaz, 1995); Litopenaeus vannamei (Jiang et al.,

2000; Diaz et al., 2001).

La funcidn del amonio en los procesos de osmorregulacion ha sido estudiado en dos
aspectos, como un constituyente de los aminoacidos libres para la regulaciéon osmotica
intracelular (Bishop ef al., 1980) y como un ion de intercambio para la regulacion del Na*

en la hemolinfa de los crustaceos (Mangum et al., 1976; Pressley et al., 1981).

En la fisiologia de los organismos acuéticos, la salinidad desempefia un papel
importante, porque determina su distribucién y sobrevivencia (Ponce Palafox ef al., 1997,
Diaz et al, 2001). La manera en que estos organismos responden a estas variaciones es
adaptandose al ambiente, al desarrollar mecanismos de osmorregulacion que les permitan
regular su medio interno; éste proceso se realiza en la hemolinfa y el intercambio se
obtiene a través del tejido branquial y el tracto digestivo principalmente (Stern ef al., 1984;
Eckert ef al., 1990; Cheny Lin, 1994; Pequeux, 1995).

La preferencia por aguas de baja salinidad es un factor importante en Ja migracion

de los camarones peneidos del mar hacia las zonas de crianza, como estuarios, bahias y
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lagunas costeras. Los peneidos tienen por esto una preferencia por aguas de salinidades
menores al agua de mar. La mayoria de los estudios sobre osmorregulacion han sido
enfocados con adultos y solo unos pocos trabajos se han realizado en postlarvas y
juveniles (Charmantier ef al., 1988). Esta informacion es relevante para el manejo exitoso
de los cultivos de peneidos ya que permitirian un adecuado traslado de las postlarvas de los
laboratorios o de los centros de acopio a los criaderos, asi como delimitar las condiciones

adecuadas de salinidad para cultivarios.

La variacién ambiental de la salinidad desorganiza el balance osmdtico en los
peneidos, causando que los organismos reajusten la concentracidn osmdtica de su
hemolinfa. En los crustaceos decipodos la habilidad para osmorregular fue evaluada por
Charmantier ef al., (1988, 1989 a, b) a través de la capacidad osmorreguladora (CO), la
definieron como la diferencia entre la osmolaridad de la hemolinfa y la del medio externo a
una salinidad determinada. L.a CO es una prueba 1til para evaluar la condicion fisiologica
de los camarones asi como para detectar los efectos subletales del estrés en los sistemas del

cultivo (Lignot ef al., 2000).

Se ha demostrado que cuando los camarones juveniles son expuestos a cambios
ambientales hay una modificacion en el balance idnico y osmoético (Williams, 1960;
Castille y Lawrence, 1981; Hernandez y Diaz, 1995; Diaz er al, 2001; Lemaire ef al.,
2002) de la actividad respiratoria (Dalla Via, 1986; Villarreal ef al, 1994; Chen y Lin,
1995; Rosas et al., 1997, 2001; Villarreal et al., 2003) el crecimiento (Bray ef al., 1994,
Wyban et al.,,1995; Ponce-Palafox et al., 1997; Kumlu ef al., 2001; Coman et al., 2002).
Estos estudios han proporcionado evidencias que los camarones peneidos estan adaptados a
tolerar las fluctuaciones naturales de los factores ambientales. EI monitorear la condicién
fisiologica de los crusticeos mediante la osmorregulacién, puede tener un uso potencial
como biomarcador asi como para ser considerado en la acuacultura, para la deteccion
temprana de las condiciones de cultivo adversas incluyendo la calidad del agua
(Charmantier ef al., 1989a; Lignot e al., 2000). La osmorregulacion es un mecanismo

importante de adaptacién ambiental en especies acuéticas particularmente en los crustaceos
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(Pequeux, 1995). Actualmente hay una necesidad de los acuacultores de camaron para
desarrollar mediciones individuales de parametros fisiologicos y bioquimicos para evaluar
el estado fisiologico de los camarones y por lo tanto predecir el efecto del estrés, los

contaminanies, asi como para conocer las condiciones optimas para su cultivo (Lignot et
al., 1999; Brito et al.,, 2000).

Durante las ultimas cuatro décadas, la fisiologia osmorreguladora de diferentes
especies de peneidos ha sido estudiada para evaluar las condiciones optimas para su
cultivo: Farfantepenaeus aztecus (Bishop et al., 1980; Castille y Lawrence, 1981; Howe et
al., 1982; Hernandez y Diaz, 1995); en Litopenaeus setiferus, L. stylirostris y L. vannamei
(Williams, 1960; Castille y Lawrence, 1981; Rodriguez, 1981; Re ef al., 2004) en P.
esculentus, Fenneropenaeus merguensis y Metapenaeus bennettae (Dall, 1981) en F
indicus (Parado-Estepa et al., 1987) en P. monodon (Cawthorne ef al., 1983; Ferraris et al.,
1986) y P. semisulcatus Clark, (1992). Sin embargo los procesos de osmorregulacion en
estos organismos fueron estudiados en regimenes de salinidad constante. Mientras que los
sistemas lagunares-estuarinos en donde normalmente habitan estos crustidceos, son
inestables y presentan marcadas fluctuaciones en la temperatura, Ia salinidad y el oxigeno

disuelto a lo largo del afio (Salvato ef ai., 2001)

Con respecto a las decisiones para seleccionar sitios de cultivo se debe considerar el
ahorro energético que tendran los organismos cuando no se encuentran bajo estrés osmotico
ya que la energia se podra canalizar a crecimiento (Pannikar, 1968). Este tipo de trabajos
ayudan a conocer las ventajas adaptativas que tienen las especies y asi se tendrd un mayor
éxito al elegir la especie mas adecuada al entorno o al tipo de cultivo (extensivo, intensivo

o de alto rendimiento).

Si existe un buen equilibrio o balance energético adecuado es decir que el
organismo cuenta con suficientes recursos energéticos este podra crecer y reproducirse. La

energia es un componente indispensable para el mantenimiento de los procesos vitales
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como son el metabolismo celular, el crecimiento, la reproduccion y otros (Tacon, 1987,
Lucas, 1996).

La alimentacion y la nutricidn son necesidades de los seres vivos, que involucran
aspectos anabolicos y catabolicos. En la dieta se involucran cerca de 50 substancias
especificas, que en forma general se pueden dividir en cinco grupos: carbohidratos, lipidos
(acidos grasos), proteinas (aminoécidos), vitaminas y minerales. Se ha destacado la
importancia que tiene la temperatura en los aspectos nutricionales y fisioldgicos ya que
determina que las tasas de alimentacion y de utilizacion de la energia se modifiquen
conforme este factor se incrementa o se disminuye. Las respuestas fisiologicas de un
organismo en funcién de los cambios dietéticos pueden ser medidos, al utilizar parametros

fisiologicos integrados como el metabolismo, la excrecion y las tasas de crecimiento (Rosas
et al., 2000).

Los estudios de energética nutricional en crusticeos estin menos desarrollados que
los realizados en mamiferos, pero las investigaciones con enfoque bioenergético y los
modelos predictivos pueden ser de gran beneficio para el desarrollo de la acuicultura de
organismos acuéticos. Los balances energéticos pueden ser definidos en periodos cortos de
tiempo y permiten hacer una rapida y razonable prediccidon de los efectos de factores
bidticos como abidticos, dictas y condiciones de cultivo. El objetivo de los experimentos de
crecimiento en los crusticeos de importancia comercial debiera ser el aislamiento y la
optimizacion de aquellos factores como la temperatura, la salinidad y los nutrientes ya que
tienen un efecto sinergistico y afectan ia tasa de crecimiento de los organismos cuitivados

(Clifford y Brick, 1979).

La bioenergética de un orgamismo heterotrdfico (camardn, langostino o acocil)
puede ser definida a través de la construccion de un balance energético en el cual la entrada
de nutrientes es dividida en dos componentes metabolismo y crecimiento (Calow, 1977).
Las respuestas metabolicas para varios componentes alimenticios son importantes para

determinar los procesos fisiologicos, que proveen la energia proveniente de los nuirientes y
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que dan en los organismos un indice de la eficiencia y utilizacidon asi como del potencial
promotor del crecimiento de una dieta especifica (Capuzzo, 1982). Los procesos
fisiologicos que componen el balance energético de un organismo (ingestion, absorcion,
respiracion, excrecion, crecimiento somatico y reproductivo) se encuentran funcionalmente

unidos y cualquier cambio que experimente uno de ellos afectara a todos los demds
(Jobling, 1994)

Una manera de determinar ¢l gasto y la distribucion de la energia en un organismo
que es destinada para cubrir sus requerimientos metabolicos, es realizando un balance
energético; debido a que permite conocer la eficiencia metabdlica de los organismos, asi
como los requerimientos, utilizacion y transferencia de la energia obtenida en el alimento
consumido (Lucas, 1996). La distribucion de la energfa para ¢l metabolismo y crecimiento
en los organismos se puede describir, mediante la ecuacién energética propuesta por
Klekowski y Duncan (1975).

C=P+R+F+U )

Donde (C) es la energia incorporada a través del alimento consumido, (P) es la
fraccion de la energia que corresponde al campo de crecimiento en los 0rganismos
juveniles o produccidon de gametos en los adultos, (R) es la porcién de la energia que se
canaliza en los procesos de respiracion y la locomocion entre otros, (F) es la porcién de
energia ingerida que se pierde por las heces y (U) es la parte de la energia asimilada, que se

excreta como productos nitrogenados.

Algunos investigadores, como Beamish y Trippel (1990) han incluido un nuevo
componente a la ecuacién I, el cual es conocido como incrementd de calor (IC); este se
refiere a la medicion del costo metabélico de los procesos siguientes a la absorcion de los
componentes del alimento ingerido. Sin embargo, debido a que es muy dificil separar este

requerimiento energético del ocasionado por los aspectos mecanicos de la alimentacion, es
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que se opto por llamarlo incrementd de calor aparente (ICA). Por lo que partiendo de la
ecuacion 1 se incorporo este termino:

C=P+R+U+F+ICA (2)

Al convertir las tasas fisiolégicas a sus equivalentes energéticos, pueden ser usadas

en la ecuacién de balance energético para calcular la energia potencial de crecimiento o

campo de crecimiento de los organismos acuaticos de importancia comercial.

En los crustidceos decipodos se han realizado balances energéticos en larvas de
Mennipe mercenaria (Mootz y Epifanio, 1974); Homarus americanus (Logan y Epifanio,
1978; Sasaki er al., 1986); Rhitropanopeus harrisi (Levine y Sulkin, 1979); Cancer
irroratus (Johns, 1982); Carcinus maenas (Klein-Breteler, 1975; Dawirs, 1983) y Penaeus
monodon (Kurmaly ef al., 1989). En juveniles de Macrobrachium rosenbergii (Nelson ef
al., 1977; Clifford y Brick, 1979; Diaz-Herrera ef al., 1992; Pérez-Cruz ef al., 1995, Sicrra
y Diaz, 1999); Metapenaeus monocerus (Ramadhas et al, 1979); Farfantepenaeus
brasiliensis (Zaniga-Romero, 1983), Procambarus clarkii (Sanguaruang, 1988; Bardn
Sevilla et al, 1994; Gutiérrez—Yurrita y Montes, 2000); Cherax tenuimanus (Villarreal,
1991, 1998) Callinectes sapidus (Guerin y Stickle, 1992); Callinectes similis (Guerin y
Stickle, 1997); Panulirus argus (Diaz-Iglesias et al., 2001 a,b,c,} y Litopenaeus vannamei
(Rosas et al., 1988; Zhu et al., 2004; Rosas ef al., 2004). En adultos de Chionectes bairdi
(Paul y Fuji, 1989; Callinectes rathbunae (Rosas et al., 1993), Farfantepenaeus notialis
(Rosas ef al., 1993); Procambarus clarkii (Sierra et al., 1997).

Los estudios ecofisioldgicos en el camardn azul son escasos por lo que es necesario
investigar el efecto de la temperatura y la salinidad sobre la fisiologia, crecimiento y
reproduccién, asi como de aquellos aspectos que permitan a los acuacultores de camaron un
mejor manejo en condiciones controladas. Este estudio retine las respuestas fisiologicas
mas importantes para predecir las condiciones optimas para la acuacultura del camardn

azul.
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IL.- OBJETIVOS

Evaluar el efecto de la temperatura y la salinidad sobre diferentes respuestas

fisiologicas tanto simples como compicjas en los juveniles del camardn azul

Litopenaeus stylirostris (Stimpson) que permitan determinar las mejores condiciones

ambientales de cultivo e inferir las dreas geograficas optimas donde se le puede cultivar,

asegurandose que los organismos estaran libres de estrés ambiental.

>

Se determinara el efecto combinado de la salinidad sobre la temperatura preferida y

verificar si esta corresponde a la temperatura Optima de crecimiento.

Cuantificar el efecto de la temperatura y la salinidad sobre la tolerancia térmica
representada por la temperatura critica maxima (TCMax) y calcular la relacién de la

respuesta de aclimatacion (RRA) en los juveniles de Litopenaeus stylirostris.

Determinar el consumo de oxigeno, excrecion de amonio, patron de
osmorregulacién asi como los puntos isosméticos en camarones mantenidos en
diferentes temperaturas y expuestos a salinidades constantes y fluctuantes para

obtener las combinaciones optimas donde se pueden cultivar.

Evaluar el balance encrgético y la capacidad osmorreguladora de los juveniles de
L. stylirostris mantenidos en la temperatura preferida y expuestos a diferentes
salinidades fijas para determinar en que condiciones de salinidad se optimiza el

crecimiento de los organismos.




17

III MATERIALES Y METODOS

Los camarones experimentales de Lifopenaeus stylirostris (n = 5000) provinieron
de granjas camaronicolas de los estados de Sinaloa y Sonora (Laboratorios: Aquanova en
Sinaloa, y de la granja y laboratorio de produccion “Camarén Dorado”, en Huatabampo,

Sonora).

Durante la fase de mantenimiento los organismos se colocaron en 3 estanques
ovalados de 3 ton provistos con aireacion constante, recambio continuo de agua de mar de
35%0 y a una temperatura de 28 °C & 1 °C. Se alimentaron diariamente con alimento
comercial Rangen@ (Tabla I) en dos raciones diarias al 8% de su peso hamedo.
Posteriormente los juveniles se trasladaron (n = 500) al laboratorio y se colocaron en 4
estanques circulares de 500 1 y fueron aclimatados por 15 dias a una temperatura (28 °C) y

a las 4 salinidades experimentales (10, 20, 30, y 40%o).

Tabla I. Composicion proximal del alimento balanceado Rangen® proporcionado a los
juveniles de L. stylirostris. ‘

Componente Nivel (%)
Proteina (Minimo) 40.0
Lipidos (Minimo} 8.0
Carbohidratos (Méximo) 4.0
Cenizas (Maximo) 15.0
Fosforo (Minimo) 1.0

Composicion de la Dieta Rangen (animal): Granos procesados, calamar seco,
aceite de pescado, lecitina de soya.. Vitaminas: C, biotina, cloruro de colina, acido félico,
niacina, acido pantotenoico, piridoxina, riboflavina, tiamina, B12, A, D3, E, K3. Sales:
sulfato de cobre, sulfato de potasio, fosfato de sodio, ioduro de potasio, cloruro de sodio,
sulfato de zinc, ethoxyquina, acido propiénico, cido ascorbico.
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Los experimentos que se disefiaron para el camar6n azul comprendieron aspectos de
termorregulacion, metabolismo respiratorio, osmorregulacion, excrecién nitrogenada y

bioenergética.

IIL 1.- Preferéndum de temperatura

Los organismos (N=150) se mantuvieron en cuatro estanques de 500 1 a una
temperatura de 28 °C se alimentaron dos veces al dia con una dieta comercial (Rangen) y se
fueron aclimatando gradualmente a las diferentes salinidades experimentales 10, 20, 30 y
40%o en esas condiciones permanecieron 30 dias. Para la determinacién de la tempesatura
preferida se utilizo un gradiente horizontal térmico de forma cilindrica, de 4.00 m de
longitud, y 0.20 m de didmetro, que cuenta con 20 segmentos en los que se colocaron 20
termoémetros digitales a intervalos regulares que permitié la quici()n continua de la

temperatura, (Diaz et al, 2000).

El gradiente estuvo provisto con un calentador de 1000 watts en el lado izquierdo
controlado por un regulador térmico Medusa, en el extremo derecho se coloco un
termorregulador Neslab (modelo HX 100) que inyecto agua a 7 °C. El gradiente una vez
formado tuvo un intervalo de 10 a 33 °C. En la parte superior se coloco un espejo (0.30 m
x 4.00 m) en un angulo de 45 ° y una cortina obscura con ventanillas rectangulares que
permitieron la observacion de los organismos evitando que estos sean molestados por el
observador (Figura 3). La estratificacion de la columna de agua, se elimino mediante el uso
de piedras de aireacion, mismas que se dispusieron a lo largo del fondo del gradiente
horizontal, para proporcionar un intervalo de oxigeno disuelto de 529 mg . La tasa de

recambio de agua en el gradiente fue de 180 - 200 ml min.".
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Se utilizo el método gravitacional (McCauley, 1977) para cuantificar el efecto de la
salinidad sobre la preferencia térmica de L. stylirostris. Los organismos, fueron marcados
24 h previas a ser introducidos en el gradiente con una marca plastica circular de 1.5 cm de
didgmetro adherida al cefalotdrax. Se introdujeron al gradiente térmico en grupos de 15, se
simulo un ciclo diurno y nocturno de 12 h de tuz y 12 h de obscuridad. A lo largo del
gradiente horizontal térmico se coloco una linea de 5 focos de luz incandescente y dos
lamparas de luz fluorescente, las cuales estuvieron encendidas en el dia, y por la noche fue
encendida una linea con focos rojos ya que la luz roja no es captada por los crustaceos.
Durante la fase diurna y nocturna del ciclo se registro la intensidad luminosa con un
irradiémetro (Bioespherical Instruments Inc. QSL-100). Para la fotofase la intensidad
luminosa fue de 46.66 a 73.33 pE m™ s y para la escotofase fue de 1.66 a 5.00 uE m?* st
Las observaciones de la posicién de los organismos y de la temperatura en cada uno de los
segmentos, se hizo a intervalos de 60 min. para cada condicion experimental se bicieron

dos repeticiones.
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Las temperaturas registradas en cada segmento del gradiente cada hora fueron
ordenadas en una hoja de calculo, y posteriormente se realizd una regresion lineal, con el
programa Sigma Stat. para comprobar la linealidad del gradiente térmico durante los

experimentos siendo y =9.32 + (1.94 x) r = 0.997.

Posteriormente, en otra hoja de céalculo se ordenaron los datos de la temperatura y
del numero de organismos que se localizaron en los diferentes segmentos. Se probo la
normalidad, y homocedasticidad de los datos mediante el programa Sigma Stat como no
cumplieron con estos supuestos se utilizo una prueba no paramétrica de Mann-Whitney
para contrastar el preferendum diurno y nocturno para cada condicidon experimental. Las
temperaturas preferidas de los camarones aclimatados a las diferentes salinidades fueron

comparadas mediante un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal- Wallis.

Las temperaturas preferidas se graficaron en cajas en paralelo (Tukey, 1977) para
cada uno de los grupos, asi como los intervalos de confianza de las medianas utilizando la

siguiente formula:

1.C=Mz(1.58AH)/n
Donde:
1.C. = Intervalo de confianza
M = Mediana
1.58 = Constante
AH = Es la amplitud de la caja y corresponde a la diferencia entre (cuartil 75% —
cuartil 25%)

Raiz n = numero de organismos
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III.2.- Temperatura critica maxima (TCMax).

Para la evaluacién de la temperatura critica maxima (TCMax), se utilizaron 1000
organismos que se aclimataron a las temperaturas de 20, 23, 25, 28, 30 y 33 °C y a las
salinidades de 10,15, 20, 25, 30, 35 y 40%0 (factorial de 7 x 6), por un periodo de tres
semanas, en estanques circulares de 500 I con aireacion constante y recambio continuo de
agua, se les proporciono alimentacion diaria en una racion equivalente del 8% del peso

himedo corporal promedio .

Al finalizar el periodo de aclimatacién, se tomaron 20 camarones de cada
combinacion de salinidades y temperatura, previamente marcados y se colocaron en
acuarios, con el agua a la temperatura de aclimatacion y de la salinidad de donde provenian
los organismos y permanecieron por 30 minutos bajo estas condiciones para eliminar el
efecto de la manipulacion Pérez er al., (2003), los acuarios estuvieron provistos con un
calentador de 1000 watts y sujetos a una piedra de aireacién esto con el fin propiciar la
difusion del calor de forma uniforme mantener una concentracion de oxigeno disuelto

adecuado.

Para la determinacién de la temperatura critica maxima (TCMax) se utilizo una
tasa de calentamiento del agua de un grado centigrade por minuto para permitir que la
temperatura del cuerpo se acople a las temperaturas de prueba sin que se produzca un
retraso entre la temperatura del medio y el cuerpo de los organismos (Criales y Chung,

1980, Lutteschmidt y Hutchison, 1977).

Se anoto la temperatura en la que sec observo la respuesta de comportamiento
considerada como indicadora del estrés térmico, que de acuerdo a Nelson y Hooper (1982)
fue la desorientacion total (DT) que fue considerada como el punto final del TCMax para
los camarones. 1.os organismos fueron usados una sola vez y los datos de los animales que

no se recobraron después de que fueron regresados a las combinaciones de temperatura y
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salinidad de donde provenian se descartaron. Se realizaron dos repeticiones para los

organismos provenientes de cada temperatura y salinidad experimental.

Los datos de la temperatura en las cuales se determino la DT fueron graficadas en
cajas en paralelo (Tukey, 1977) (Sigma Plot), asi como los intervalos de confianza de las
medianas utilizando la formula mencionada en la seccion anterior. A los datos de DT se les
aplicaron pruebas de normalidad y homocedasticidad de varianza, como no se cumplieron
los supuestos se utilizo la prueba de analisis de varianza de una via no-paramétrica de
Kruskal-Wallis (Zar, 1999), se realizaron comparaciones miltiples con el método de Dunn,
para determinar en que combinaciones de temperatura y salinidades se obtuvieron los

principales efectos. Se utilizo el paquete estadistico, Sigma Stat.

En los camarones se determino la relacion de la respuesta de aclimatacion (RRA)
por dividir el cambio en la tolerancia térmica por el cambio total en la temperatura de

aclimatacion en los organismos provenientes de cada salinidad de acuerdo a Claussen
(1977, 1980).

III.3.- Consumo de Oxigeno, Excrecion de Amonio y Osmorregulacion en
salinidades constantes y fluctuantes. ‘

Un lote de 1500 animales se subdividid en 6 grupos de 250 que se colocaron en
estanques de 500 1 para aclimatarlos a las temperaturas experimentales de 23, 28 y 33 °C
durante 21 dias, tres grupos se destinaron a salinidades constantes y otros tres grupos a
salinidades fluctuantes. Se llevo a cabo primero la aclimatacién de los organismos a las
salinidades constantes de 10,15, 20, 25, 30, 35, 40%o, se colocaron 20 organismos ¢n
recipientes de 20 1 realizandose dos repeticiones para cada condicion experimental, las
salinidades menores a 35 %o se obtuvieron mediante diluciones con agua de la llave
previamente desclorada y la de 40%o se obtuvo al adicionar sales Instant Ocean. La tasa de
disminucién e incrementé de la salinidad fue de 5% por dia, una vez obtenida las

salinidades experimentales los camarones permanecieron en estas condiciones durante siete
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dias, tiempo suficiente para que se estabilizara su medio interno (Castille y Lawrence,
1981; Rosas ef al, 2001).

De cada condicion experimental se seleccionaron 20 organismos en estadio de
intermuda, el estadio del ciclo se identifico de acuerdo al procedimiento descrito por Huner
y Colvin (1979), 12 h antes de iniciar las mediciones se introdujeron individualmente a un
respirometro semi abierto como el descrito por Diaz et al., (1989) el cual consta de 21

camaras respirometricas de 1 1

Figura 4.- Sistema respirometrico con 20 camaras experimentales de acrilico y un control.

Para los experimentos con salinidades fluctuantes los organismos (N= 730) asi
como el resto de los camarones que permanecicron en los estanques estuvieron expuestos
durante 4 horas en un ciclo de 28 horas al efecto de la fluctuacién ascendente y
descendente de la salinidad de 40, 32, 25,16, 25, 32, y 40%o de acuerdo con la metodologia

de Vanegas et al., (1988). Para obtener las salinidades inferiores a 35%o se realizaron
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de Vanegas ef al., (1988). Para obtener las salinidades inferiores a 35%o0 se realizaron
diluciones mediante el uso de agua dulce y para la salinidad de 40%o se recurri6 a la adicion
de sales sintéticas de mar Instant Ocean. Los camarones no se alimentaron 24 h antes de
iniciar las determinaciones de consumo de oxigeno, excrecion de amonio y la presion

osmotica de la hemolinfa.

El consumo de oxigeno y la excrecion de amonio de los camarones en las diferentes
combinaciones de temperatura y salinidades constantes y fluctuantes fueron medidos en un
sistema respirémetrico semi abierto como el descrito por Diaz et al (1989) el cual consiste
en 21 camaras de 1 1 (Figura 4). De manera individual 20 camarones {ueron introducidos en

las camaras respirométricas 24 h antes de iniciar las mediciones, estas se realizaron enire
las (9:00 ~- 13:00).

Antes de cerrar el flujo se tomaron dos muestras de agua para medir la
concentracién inicial de oxigeno disuelto con un oximetro YSI-50B provisto de un sensor
polarografico y la concentracién inicial de amonio medido con el método de
{fenolhipoclorito (Rodier,1979) se cuantifico colorimétricamente con un espectrofotometro
ELIPTICA modelo ELY 2000 a una longitud de onda de 640 nm. Las camaras
permanecieron cerradas durante una hora, ya que de acuerdo a Stern ef al., (1984) es el
tiempo adecuado para que el oxigeno disuelto no disminuya por debajo de 30% y no cause
estrés en el organismo. Antes de que el flujo en las cAmaras se restableciera se tomaron dos
muestras de agua para medir la concentracién final del oxigeno disuelto y del amonio
producido. La camara 21 fue usada como control para medir el consumo de oxigeno y la
produccién de amonio por los micreorganismos y hacer las correcciones necesarias. Se

realizaron dos repeticiones de cada prueba.

Inmediatamente al finalizar los experimentos, los camarones fueron muertos por
inmersién en agua caliente, se secaron en una estufa de 60 °C, se colocaron en un desecador
durante dos horas y se pesaron en una balanza (Oahus Explorer) para determinar el peso

seco. Los resultados del consumo de oxigeno y de la excrecién de amonio de los
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camarones expuestos a las salinidades fijas y fluctuantes se expresaron en mg O, h'g” p.s

de peso secoy mg NHy ht gt p.s.

Los datos obtenidos de consumo de oxigeno, excrecion de amonio de los camarones
expuestos a las diferentes combinaciones experimentales, se procesaron utilizando la hoja
de calculo "EXCEL" (version 6.0). El consumo de oxigeno y la excrecion nitrogenada
fueron graficadas en cajas en paralelo (Tukey, 1977). Dentro de las cajas el 50% de los
datos se distribuyo alrededor de la mediana y en los intervalos de confianza. El otro 50% se
distribuyo en cada barra. Se utilizo un andlisis de varianza de dos vias (Sigma Stat) para
determinar el efecto de la temperatura y las salinidades fijas y fluctuantes sobre el
consumo de oxigeno, y la excrecién nitrogenada de L. stylirostris, previa verificacion de la

normalidad y homocedasticidad de los datos.

II1.4.- Presion Osmdtica del camaron azul en salinidades constantes y
Sluctuantes.

En los organismos expuestos a la fluctuacion de la salinidad. Antes de cada cambio
de salinidad se extrajeron 15 camardnes al azar del estanque antes de cada cambio de
salinidad. A cada organismo proveniente de las salinidades constantes como fluctuantes se
les extrajo una sola muestra de 10 pl de hemolinfa mediante el uso de una pipeta
automética, directamente de la membrana toraco abdominal (previamente secada con papel
absorbente). Las osmolaridades de la hemolinfa y del medio externo fueron medidas con un

osmometro de vapor Wescor 5520 Jos datos se expresaron en mmol kg *,

Para describir el efecto de las salinidades constantes y fluctuantes sobre la
osmolaridad de la hemolinfa de los camarones a las diferentes temperaturas se utilizo una
regresi6n linear (Sigma-Stat). Los puntos isosmoticos (donde la osmolaridad de la
hemolinfa es igual a la osmolaridad del medio) fueron determinados al usar la formula

propuesta de Ferraris ef al. (1986). La capacidad osmorreguladora (CO), en el camar6n azul
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fue calculada de acuerdo con lo propuesto por Lignot ef al. (2000) como la diferencia entre
la osmolaridad de la hemolinfa y la del medio externo. Se utilizo un analisis de varianza de
dos vias (Sigma Stat) para determinar el efecto de la temperatura y la exposicion a las
salinidades constantes y fluctuantes sobre la concentracion osmética de la hemolin{a del

camardn azul,

1IL.5.- Bioenergética del camaron azul a la y temperatura preferida y
expuesto a tres salinidades constantes.

Para determinar los diferentes parametros de la ecuacion del balance energético,
los organismos se mantuvieron durante 7 semanas, en seis estanques de 500 | se colocaron
los camarones individualmente en 20 cubetas de plastico de 3 1. La temperatura se mantuvo
a 28 °C obtenida de los estudios de termorregulacion y considerando la salinidad optima de
25%o0 pﬁnto isosmoético a partir de los experimentos de osmorregulacion, se utilizaron tres
salinidades (20, 25 y 30%o). Se hizo un recambio diario de agua del 100% en los estanques
por medio de una tasa de 35 ml min” con la salinidad designada. El fotoperiédo se mantuvo
a 12 h luz/12 h oscuridad. Durante 45 dias los organismos fueron alimentados con una dieta

comercial para camarén con 40% de proteina.

IL5.1.- Determinacion del Alimento consumido (C).

Diariamente se¢ peso el alimento para cada organismo mantenido de manera
individual en cada cubeta (0.2 a 0.4 gr) y se administro a las 9:00 a.m. y después de dos
hora se recolecto el alimento remanente, mediante una manguera conectada a una malla de
75 micras de (10 x 10) cm previamente secada y pesada. Cada muestra se lavo con formiato
de amonio al 4% y agua destilada y se seco a 60 °C por 24 horas, para después pesarlo en
una balanza analitica. El alimento consumido (C) se cuantifico mediante el método
gravimétrico como la diferencia entre el proporcionado menos el remanente. Se realizaron

por triplicado pruebas de solubilidad, se coloco 1 g de alimento en las cubeta sin organismo
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durante dos horas, posteriormente se recolecto y peso. Los datos obtenidos del alimento
consumido por los camarones en cada condicién de salinidad fueron corregidos por el

factor de dilucién de la dieta.

1I1.5.2.- Determinacion de la produccion de heces (F).

Las heces producidas (F) por los camarones en cada salinidad se recolectaron
diariamente de las cubetas a las 8:30 y a las 4:00 de la tarde y al dia siguiente antes de dar
el alimento, para evitar su reprocesamiento por los organismos el procedimiento se hizo
como el descrito para la recolecta del alimento remanente con una malla de 75 micras y por
medio de un sifén, estas posteriormente fueron lavadas con formiato de amonio y agua
destilada. Después de secarse por 24 h. se pesaron y la cantidad recolectada, se guardo en

un recipiente hermético y se colocaron en refrigeracion.

Las mudas (M) se recolectaron de las cubetas para los organismos provenientes de
cada condicion experimental, se etiquetaron y se colocaron en una estufa a 60 °C durante 24

horas para obtener ¢l peso seco.

IT1.5.3.- Medicion del consumo de oxigeno de rutina y el incremento de
calor aparente.

Para medir el consumo de oxigeno de rutina ( R ) de los camarones provenientes de
cada condicién experimental, los juveniles se colocaron individualmente en camaras de
acrilico de 1 1 conectadas a un sistema respirométrico semi abierto como el descrito  por
Diaz et al. (1989) 12 horas antes de realizar las mediciones. Para evitar variaciones en el
consumo de oxigeno debidas al estatus nutricional los camarones fueron mantenidos sin
alimentar 48 horas antes de las mediciones. Se tomaron muestras iniciales de agua de 10
ml de cada una de las camaras de acrilico por medio del desplazamiento de agua al inflar un
globo en el interior de cada cdmara a través de un sistema de mangueras conectado a un
dispositivo cerrado herméticamente para evitar variaciones en el contenido de oxigeno

disuelto: la concentracién inicial del gas se midié con un oximetro YSI 52 provisto de un
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sensor polarogrifico, posteriormente las cdmaras permanecieron cerradas durante dos horas
va que de acuerdo con Stern ef al (1984) es el tiempo adecuado para que el oxigeno
disuelto no disminuya por debajo de 30% y no cause estrés en los organismo, al termino de
las cuales se tomaron nuevamente muestras de agua de cada camara para medir la
concentracion final de oxigeno disuelto. La diferencia entre la concentracidn inicial y final
del gas tue el consumo de oxigeno de los organismos y se expreso en mg O, consumido h™

gldep.s.

El incrementd de calor aparente (ICA), se midié como la diferencia entre el
consumo de oxigeno de organismos recién alimentados y los mantenidos sin alimentacion

durante 48 horas.

Al finalizar los experimentos de respirometria los organismos se pesaron para
obtener su peso humedo, se sacrificaron, se etiquetaron y se colocaron en una estufa a 60 °C
durante 6 dias, posteriormente se pesaron para obtener su peso seco. El consumo de
oxigeno de rutina y el incrementé de calor aparente se transformaron en unidades de
energia mediante el uso del equivalente oxicalorico de 3.53 cat mg’ de O consumido

(Elliot y Davison, 1975).

I11.5.4.- Medicion de la excrecion nitrogenada.

Para medir la excrecién de amonio (U) de los camarones manienidos en las
salinidades experimentales se tomaron muestras iniciales y finales de 10 ml de agua de cada
una de las camaras del sistema respirométrico de la misma forma que se describio para el
consumo de oxigeno por medio de mangueras. La determinacion del contenido de amonio
de las muestras se realizo por el método de azul de indofenol descrito por Rodier (1979), en
donde la intensidad de este compuesto leido a una longitud de onda de 640 nm en un
espectrofotémetro ELIPTICA 2000 fue directamente proporcional a la conceniracién de
amonio, que s¢ exXpreso en mg NHs" hlg? p.s. La excrecion de amonio se transff)rmo en el

equivalente nitrocalorico de 5.73 cal mg de NH," excretado (Clifford y Brick, 1979).
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Durante esta fase experimental se mantuvieron 2 camaras control sin organismo,
para medir el consumo de oxigeno y produccidon de amonio de los microorganismos

presentes en el sistema respirdmetrico para hacer las correcciones pertinentes.

II1.5.5.- Medicion del Contenido Energético.

El contenido energético del alimento suministrado, las heces y las mudas de los
organismos provenientes de todas las condiciones experimentales se determinaron en una
bomba calorimétrica semimicro (PARR 1425) calibrada previamente con acido benzoico,

cada andlisis se Hevo a cabo por triplicado.

II1.5.6.- Calculo del campo del crecimiento.

El campo de crecimiento (P) de los camarones expuestos a las condiciones
experimentales se calculo como la diferencia entre la energia contenida en el alimento
ingerido y la suma de la energia utilizada en el consumo de oxigeno, produccion de heces,

excrecion de amonio, incrementé de calor aparente y mudas (ecuacion 3).
P=C-(R+F+U+ICA+M) ' 3)

El alimento consumido, la produccion de heces, el consumo de oxigeno de rutina, el
incrementp de calor aparente, la excrecion de amonio y las mudas de los organismos
provenientes de cada condicién experimental, se transformaron a Joules con el factor de

conversién de 1 caloria = 4.1840 Joules (Gnaiger, 1983) se expresaron en J dia 1ol ps.

A los datos de los diferentes parametros de la ecuacion del balance energético
medidos en los camarones y expuestos a las diferentes condiciones experimentales se les
aplicaron pruebas de normalidad y homocedasticidad de varianza, como no se cumplieron
los supuestos se utilizo la prueba de analisis de varianza de una via no-paramétrica de

Kruskal-Wallis (Zar, 1999), se realizaron comparaciones miltiples con el método de Dunn
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IV RESULTADOS

1V .1 Termorregulacion

IV.1.1.- Preferendum de temperatura.

Los juveniles de L. stylirostris aclimatados a 28 °C y a las diferentes salinidades
tuvieron diferentes temperaturas preferidas (Figura 5 a la 8). Los organismos al ser
introducidos al gradiente presentaron el siguiente comportamiento, al inicio se dispersaron
a lo largo del gradiente, y después de dos horas se empezaron a ubicar alrededor de la

temperatura preferida. Este patron se presento tanto en la fase diurna como en la nocturna.

La temperatura preferida durante el dia por los juveniles de L. soylirostris
mantenidos a 10%o fue de 26.0 £1.3 y el nocturno 26.1 = 0.9 °C. Debido a que no se
encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre la temperatura preferida por los
organismos durante el dia y la noche el preferendum global para los camarones aclimatados
a 10%o fue de 26.0 £1.14 (Tabla I y Figura 5). '

En los camarones mantenidos a 20%e prefirieron temperaturas de 26.742.4 durante
el dia y de 28.1+1.8 en el transcurso de la noche. Al comparar ambos preferendum no se
obtuvieron diferencias significativas (P> 0.05) siendo la temperatura preferida por los

juveniles de camar6n azul en esta salinidad de 27.942.0 (Tabla Il y Figura 6).

Los camarones mantenidos en la salinidad de 30%» tuvieron un preferendum diurno
de 28.4+1.3 y durante la noche prefiriecron una temperatura de 27.6+2.4 °C. No se
apreciaron diferencias significativas (P> 0.05) en la temperatura preferida durante el dia y
la noche por lo que el preferendum global para esta condicién fue de 28.1+1.5 °C (Tabla II,

Figura 7).
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para cada uno de los pardmetros de la ecuacidn, para determinar en que salinidades se

obtuvieron mejores resultados. Se utilizo el paquete estadistico, Sigma Stat.

111.5.7.- indices de eficiencia de conversion (K, y K;).

Los indices de conversion bruta (K;) neta (K,) para los organismos mantenidos en las tres

salinidades, se calcularon usando las ecuaciones propuestas por Klekowski y Duncan, (1975).

K, =[(P +E)/ C} * 100 )]
K=[(P+E)/(C+F)}* 100 (5)
K, Es el indice de la eficiencia bruta.
K> Es el indice dela eficiencia neta.

P [ndice de la energia destinada a formacion de biomasa.

E Representa la energia invertida en tejido eliminado (proceso de ecdisis).
C Se refiere a la energia obtenida por el alimento consumido.
F

es la energia gastada en la produccién de heces.

Para los experimentos de bioenergética los pesos hiimedos iniciales de los
organismos que se utilizaron para cada experimento fueron analizados mediante un analisis
de varianza de una via para saber si no existia diferencia signiﬁcétiva en el intervalo de
peso utilizado en cada una de las condiciones experimentales. Posteriormente cada semana
se hicieron las mediciones biométricas (increment6 de peso himedo/tiempo). Al finalizar
los experimentos en una hoja de datos electrénica EXCEL (versi(’)h 6.0) se calcularon los
promedios semanales para conocer el incrementé en peso de los camarones para cada

condicidn y sus repeticiones.
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Figura. 5.- Temperatura preferida por L. stylirostris en la salinidad de 10%o registrados en
24 horas (ciclo dia y noche), la zona sombreada representa las temperaturas
preferidas calculadas con los intervalos de confianza
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Figura, 6.- Temperatura preferida por L. stylirostris en la salinidad de 20%o registrados en
24 horas (ciclo dia y noche), la zona sombreada representa las temperaturas
preferidas calculadas con los intervalos de conflanza.
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Figura. 7.- Temperatura preferida por los juveniles de L.stylirostris en un ciclo de 24
horas mantenidos en la salinidad de 30%e. El 4rea indica los intervalos de confianza
del 95% para la mediana.

En la salinidad de (40%o) a la que fueron aclimatados los juveniles de L. stylirostris
la temperatura preferida diurna y nocturna no presento una diferencia significativa (P>
0.05) 27.3+1.1 y 27.6+0.9 respectivamente como puede observarse en la figura 25y el
preferendum global se determino ¢n 27.5+1.0 °C (Tabla II).
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Figura. 8.- Temperatura preferida por los juveniles de L.stylirostris en un ciclo de 24
horas mantenidos en la salinidad de 40%o. El drea indica los intervalos de confianza
del 95% para la mediana.

Tabla II. — Temperaturas preferidas diurnas y nocturnas de juveniles de L. stylirostris
aclimatados a diferentes salinidades, Medianas (+ intervalo de confianza), peso
promedio de los organismos (+ error standard)..

e e —

Temperaturas Preferida (°C)

Salinidad Peso promedio Diurno Nocturno Global
%o (gr)
10 251021231 26.00+1 .31 26.16+0.91 26.08+1.14
20 1.579 + 0.217 26.724+2 41 28.15+1.83 27.9042.04
30 2010+0.119 28.45+1.33 27.63+£2.40 28.09+1.59
40 2.280+0.961 27.30+1.11 27.65+0.90 27.48+1.02
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El preferendum de temperatura de los juveniles del camardn azul aclimatados a las
diferentes salinidades experimentales no se modifico (P> 0.05) por efecto de la salinidad,

determinandose que para el camaron azul la temperatura preferida se ubico en 28.0 +1.44

s

1V.2.- Temperatura critica maxima (TCMax).

La temperatura critica maxima se midié en los camarones aclimatados a las
salinidades de 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40%o y cinco temperaturas 20, 23, 25, 28, 30 y 33

°C. La temperatura critica maxima de los juveniles se presenta en la Tabla II1.

Tabla IIL.- Temperatura Critica Maxima (TCMax) en el camardén azul Litopenaeus
stylirostris. Medianas + 1.C. al 95% de confianza temperaturas de aclimatacion y
salinidades experimentales.

Salinidades Experimentales (%o)
Temperatura
(°C) 10 15 20 25 30 ) 35 40
20 35.37+0.5 35.57+0.7 36.9410.6 37.44+0.5 37.89+0.8 38.8+0.41 38.4740.9
23 39.00+0.0 39.0+0.0 38.52+0.5 38.79+0.4 40.43+0.5 38.53+0.5 38.37+0.5
25 39.42+0.8 39.08+0.7 40.37+0.6 39.06+0.9 39.06+0.2 40.76+0.4 40.00+0.0
28 40.18+0.9 41.0+0.0 41.61+0.5 41.00+£0.0  40.6320.50 41.27+0.8 41.50+£0.5
30 42.62+0.5 42.0+0.0 42.05+0.5 41.64+0.6 41.89+0.3 42.35+0.4 42.78+1.0
33 43.83+0.4 43.0 +0.0 43.00+£0.0 43.0040.0 43.18+0.4 42.00+0.0 44.00+0.0

Conforme la temperatura de aclimatacion se incremento se observo que la temperatura critica maxima de

los camarones se incremento, como se observa en la Figura 9.
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Figura 9.- Temperatura critica maxima del camardén azul tomando como punto final fa (DT)
Desorientacion total.

La temperatura de aclimatacion tuvo un efecto que modifico la TCMax del camar6n
azul ya que el intervalo fue de 35 a 44.0 °C . El andlisis varianza de dos vias demostré una
diferencia significativa de la temperatura de aclimatacion con respecto a la desorientacion total

(P <0.001), pero no significativa con respecto a la salinidad.
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Tabla IV .- Relacion de la respuesta de aclimatacion (RRA) de L. stylirostris a las diferentes

salinidades.
% Salinin:lades%o=
Temperatura 15 20 25 30 35 40 ARR prom.

20-23 0.579 0569 05645 0564 05505 0549 0565  0.563
23-25 0611 0615 06030 0615 06080 0607 0615  0.611
25-28 0.666 0.662 06415 0661  0.6615 0649 0653  0.657
28-30 0.698  0.698 0.6900 0698  0.6980 0.694 0693  0.696

0.727 0740 07407 0740 07407 0749 0736 0.740

_30-33

La relacion de la respuesta de aclimatacién (RRA) del camarén azul en las
diferentes combinaciones de salinidad y de temperatura, tuvo un intervalo de 0.563-0.740

(Tabla 1V).

IV.3.- Efecto de la temperatura y salinidades constantes sobre el consumo
de oxigeno

La tasa de consumo de oxigeno en los juveniles de Litopenaeus stylirosiris

mantenidos en 23 °C y aclimatados a las salinidades de 10 a 25%o tuvo un intervalo de 9.0 a

9.6 mg O, h! g p.s., en las salinidades de 30 a 40%o el consumo se incremento de 10.5 a
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12.0 mg O, h™ g p.s. En los organismos aclimatados a 28 °C esta tasa fue de 14.0 a 16.0
mg O h™ ¢! p.s. y en los expuestos a 33 °C el consumo se incremento del 30 al 40 %, en
las salinidades de 10 a 20%o y disminuyo en las salinidades de 25 a 40%» (Figuras 10y 11).
El andlisis de varianza indico que la temperatura ejercié un efecto significativo (P< 0.05)
sobre el consumo de oxigeno del camardén azul, pero la salinidad y la interaccion entre

temperatura-salinidad no fue significativa (P > 0.05).

1V.4.- Efecto de la temperatura y salinidades fluctuantes sobre el consumo
de oxigeno -

En los juveniles de Litopenaeus stylirosiris expuestos a la fluctuacion de la
salinidad y mantenidos en 23 °C la tasa de consumo de oxigeno fue de 1.1 a 1.51 mg O, h”!
¢! ps. Esta tasa fue de 1.70 a 1.98 mg O, b ¢! p.s. en los aclimatados a 28 °C y se
incremento en un 230% en los expuestos a 33 °C (Figuras 12, y 13). El andlisis de varianza
indico que la temperatura ejerci¢ un efecto significativo (P< 0.05) sobre ¢l consumo de
oxigeno del camar6n azul, pero el efecto de la salinidad y la interaccién entre temperatura -

salinidad no fue significativo (P > 0.05).




41

17 23°C

CONSUMO DE OXIGENO (mg 0,1 g p-8)

5 i r r T T ; T
5 10 15 20 25 30 35 40

SALINIDAD %o

25 - 28 °C

|

CONSUMO DE OXIGENO (mg 0,h” g p-$)
i

3] T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35 40
SALINIDAD %e

Figura 10.- Consumo de oxigeno (mg Oy n! g’ ps) en L. splirostris aclimatado a la
temperatura de 23 y 28 °C'y expuesto a diferentes salinidades constantes.
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Figura 11.- Consumo de oxigeno (mg O; h™ g' ps.) en L. swlirostris aclimatado a la
temperatura de 33 °C y expuesto a diferentes salinidades constantes .
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Figura 12.- Consumo de oxigeno (mg Oz ht g p.s.) de L. seylirostris aclimatado a 23 °C
expuesto a salinidades fluctuantes.

En ¢l caso de la temperatura mas alta de 33° el metabolismo no solo se incremento
debido a los cambios en la salinidad descendente ascendente, sino a que el organismo
estaba aclimatado a una temperatura superior. En esta temperatura de 33 °C el consumo de
oxigeno fue el mas alto de las tres temperaturas experimentales (2.5 a 3.3 mg h-1 g p.s.)
pero no se observo una diferencia significativa entre las salinidades fluctuantes a las que

estuvieron expuestos (Figura 12).
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Figura.- 13 Consumo de oxigeno (mg O3 h? ¢! p.s.) de L. stylirostris aclimatado a 28 °C
expuesto a salinidades fluctuantes.
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Figura 14.- Consumo de oxigeno (mg Oz h” g'l p.s.) de L. stylirostris aclimatado a 33 °C
expuesto a salinidades fluctuantes. '

1V.5.- Efecto de la temperatura y salinidades constantes sobre la excrecion
nitrogenada

En el camarén azul L. stylirostris aclimatado a 23 °C se obtuvo que la tasa de
excrecion de amonio se incremento en 10%o y disminuyo conforme se aumento la salinidad
obteniéndose la tasa de excrecion mas baja de 0.08 mg NH;" h' ¢! p.s. en las salinidades de
35 v 40%o. La tasa de excrecion de los camarones mantenidos en 28 °C se mantuvo constante
con un intervalo de 0.21-0.27 mg NH;' h! g p-s. En los organismos expuestos a 33 °C la
excrecion de amonio se incremento significativamente en un 350-380% en las salinidades de
10-15%o., respecto al obtenido para fos organismos aclimatados a 23 y 28 °C, al incrementarse

la salinidad la excrecion disminuyo hasta que en 40%o s¢ obtuvo una tasa de 0.20 mg NH," bt
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g p.s (Figura 15 y 16). El analisis de varianza indico que hubo un efecto significativo de la
temperatura y la salinidad sobre la tasa de excrecion de amonio (P < 0.05), pero la interaccion

entre la temperatura y la salinidad no fue significativa.
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Figura 15.- Excrecion de amonio (mg NH', h' g'l p.s.) en L. stylirostris aclimatado a la

temperatura de 23 y 28 °C y expuesto a salinidades constantes
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Figura 16.- Excrecion de amonio (mg NH';, h' g p.s.) en L. sylirostris aclimatado a la

temperatura de 33 °C y expuesto a salinidades constantes.

IV.6.- Efecto de la temperatura y salinidades fluctuantes sobre excrecion
nitrogenada '

En los juveniles de L. stylirostris expuestos a la salinidad de 40%. y aclimatados a
23 y 28 °C se obtuvo la menor tasa de excrecién de amonio de 0.04-0.08 mg NH, h'! g p.s.
En los camarones mantenidos en 33 °C la tasa de excrecién se incremento
significativamente de 0.18 a 0.35 mg NH; b g p.s. Cuando los organismos fueron

expuestos a la fluctuacidon descendente de la salinidad de 40 a 25%» la excrecion de amonio
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se incremento. En la salinidad de 16%o y en las tres temperaturas en que se mantuvieron los
camarones, la produccion de amonio se incremento en promedio en un 220%. Cuando los
organismos se e¢xpusieron a las salinidades ascendentes la excreciéon de los camarones

disminuyo significativamente (P < 0.05) (Figuras 17, 18 y 19).
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Figura 17. Tasa de excrecién nitrogenada (mg NIT', h' g! ps.) de L. swlirostris a una
temperatura de 23 °C y expuesto a salinidades fluctuantes.
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Figura 18.- Tasa de excrecién nitrogenada (mg NH'y h' g” p.s.) de L. stylirostris a una
temperatura de 28 °C y expuesto a salinidades fluctuantes.

El andlisis de varianza indico que hubo un efecto significativo de la temperatura y la
salinidad sobre la tasa de excrecion de amonio de L. stylirostris (P < 0.05), pero la

interaccion entre la temperatura y la salinidad no fue significativa (P > 0.05).
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Figura 19.- Tasa de excrecion nitrogenada (mg NH', W' ¢! p.s)de L. stylirostris a una
temperatura de 33 °C y expuesto a salinidades fluctuantes.

IV.7.- Efecto de la temperatura y salinidades constantes sobre la
osmorregulacion

En los juveniles aclimatados a 23, 28 y 33 °C la osmolaridad de la hemolinfa se
relaciono de manera lineal con respecto a la del medio externo. Obteniéndose las siguientes

ecuaciones { Tabla V).
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Tabla V.- Relacion entre la osmolaridad de la hemolinfa (M.1.) y la osmolaridad del medio
externo (MLE.) en Litopenaeus stylirostris aclimatado a diferentes temperaturas y
expuesto salinidades constantes.

Temperatura
¢C) ..
Relacion
R’
23 M.L =511.26 + (0.245 x M.E.) 0.93
28 M.L = 54647 + (0.170 x M.LE.) 0.96
33 M.I. = 444.27 + (0.366 x M.E.) 0.85

Donde M.I es la osmolaridad de la hemolinfa de los camarones, M.E. es
osmolaridad del medio externo.

Cuando la salinidad del medio externo se incremento de 10 a 20%o (307-563 mmol
Kg™) la concentracion de la hemolinfa de los camarones fue hiperosmotica con respecto al
medio externo con un intervalo de 590 a 654 mmol Kg', en las salinidades de 25 a 40%o
(752-1186 mmol Kg™') en los organismos mantenidos en 23 y 28 °C la osmolaridad de la
hemolinfa fue hiposmética (671-801 mmol Kg'') con respecto al la del medio externo. Para
los camarones aclimatados a 33 °C la concenfracion osmoética de la hemolinfa en ese
intervalo de salinidad tuvo un patrén hiposmoconformador (Figura 20). El andlisis de
varianza indico que la salinidad y la temperatura tuvieron un efecto significativo (P < 0.05)
sobre la concentracién osmética de la hemolinfa de los camarones, asi como la interaccion

entre la temperatura y-la salinidad tuvieron un efecto significativo.
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Los puntos isosméticos obtenidos en los camarones expuestos a las difcrentes
salinidades tuvieron un intervalo de 676.8-700.74 mmol Kg™' (23.7-24.6%») (Figura 21). La
temperatura de aclimatacién no afecto significativamente (P > 0.01) los valores de los

puntos isosmoéticos de los organismos expuestos a las diferentes salinidades.

En los juveniles del camarén azul la capacidad osmorreguladora (CO) fue
modificada significativamente por la salinidad (P < 0.05) de hiper a hiposmética ya que en
las salinidades de (10-20%o) tuvo un intervalo de 306 a 10, en tanto que en las salinidades
de (25-40%o) fue de -22 a -459 (Figura 21). La temperatura afecto de manera significativa
(P < 0.05) la capacidad osmotreguladora de los organismos particularmente a los

aclimatados a 33 °C.
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Figura 20.- Presion osmética de Ia hemolinfa del camar6n azul L. stylirostris aclimatado a 23,
28 y 33 °C y a salinidades constantes.
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Figura 21.- Capacidad osmorreguladora del camarén azul L. stylirostris aclimatado a 23, 28 y
33 °C y expuesto a salinidades constantes.
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1V.8.~ Efecto de la temperatura y salinidades fluctuantes sobre la
osmorregulacion

La osmolaridad de la hemolinfa de L. stylirostris aclimatado a 23, 28 y 33 °C y

expuesto a la fluctuacion de la salinidad se relaciono de manera lineal (Tabla VI).

Cuando la salinidad disminuyo de 40 a 33%. (1,278-965 mmol Kg) la
concentracién de la hemolinfa fue hiposmética con.un intervalo de 873 a 777 mmol Kg™
con respecto al medio externo. En el intervalo de salinidades del medio externo de 25 a
16%0 (752-556 mmol Kg") la hemolinfa de los camarones fue hiperosmotica con un
intervalo de 677-770 mmol Kg''. Cuando se incremento la salinidad de 25 a 40%o Ia
osmolaridad del medio interno de los camarones fue hiposmética con un intervalo de 737-
848 mmol Kg' (Figura 21). El andlisis de varianza indico que la fluctuacion de la salinidad
tuvo un efecto significativo (P < 0.05) sobre la concentracién de la hemolinfa de los
camarones, la temperatura y la interaccién entre la temperatura y la salinidad no tuvieron

un efecto significativo (P > 0.05).

Tabla VL.- Relacion entre la osmolaridad de la hemolinfa (Y) y la osmolaridad del medio
externo (X) en Lifopenaeus stylirostris aclimatado a diferentes temperaturas y
expuesto a la fluctuacion de la salinidad.

Temperatura Relacion
O
Salinidad Descendente R’ Salinidad Ascendente R’
23 Y =536.5+0.261X 0.98 Y =552.6 +0.264X 0.89
28 Y =624.1+ 0.173X 0.86 Y =603.1 +0.197X 0.90

33 Y =6723+0.113X 0.79 Y =621.7+0.189X 0.96
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La temperatura de aclimatacion no afecto significativamente (P > 0.01) los valores
de los puntos isosméticos de los organismos expuestos a la fluctuacion de la salinidad. Los
puntos isosméticos obtenidos en los camarones expuestos a la fluctuacién descendente de
la salinidad tuvieron un intervalo de 726-758 mmol Kg' (24.9-25.9%0), cuando la salinidad
se incremento tuvieron un intervalo de 751-766 mmoi Kg™! (25.7-26.2%0) (Figura 22).
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Figura 22.- Presion osmoética de la hemolinfa del camarén azul L. stylirosiris

aclimatado a 23, 28 y 33 °C y expuesto a salinidades fluctuantes

En los juveniles del camarén azul la capacidad osmorreguladora (CO) fue
modificada significativamente por la salinidad (P < 0.05) de hipo a hiperosmotica ya que en
las salinidades de (40, 32, 40%o) tuvo un intervalo de — 417 a —167, en tanto que en las

salinidades de (25,16, 25%0) aumento de 18 a 143. La temperatura no afecto de manera




56

significativa (P > 0.05) la capacidad osmorreguladora de los organismos (Figura 22).
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Figura 23.- Capacidad osmorreguladora de Litopenaeus stylirostris aclimatado a tres
temperaturas y expuesto a salinidades fluctuantes .




57

1V.9.- Efecto de la salinidad sobre la bioenergética

El estudio de bioenergética se hizo en el camardn azul con la temperatura preferida

28 °C a diferentes salinidades (Tabla VII).

Tabla VII .- Datos morfométricos y porcentaje de sobrevivencia de los juveniles de L.
stylirostris utilizados en el estudio de bioenergética y aclimatados a diferentes

salinidades.
Salinidad (%)

20 25 30

Numero inicial 20 20 20
Peso himedo inicial (g) 1.94 4 0.21% 1.93 +£0.21° 1.94 £ 0.26*
Peso htimedo final (g) 3.88 + 0.99° 411+£1.2° 4.10 £ 0.9
Peso seco final (g) 1.21 £ 0.33% 1.24+0.34° 1.36 £ 0.10°

Sebrevivencia (%) 95 95 80

El peso humedo y el peso seco final asi como la TCE y el crecimiento semanal de los
organismos mantenidos en las tres condiciones experimentales no mostré diferencias
significativas (P > 0.05) (Fig. 24). La sobrevivencia de los camarones fue del 95% en las
salinidades de 20 y 25%o, y disminuyo a 80% en la de 30%. (Tabla VII).

Los valores de las tasas fisiologicas que componen el balance energético
determinado para los juveniles de L. stylirostris expuestos a las tres condiciones

experimentales se presenta en la Tabla VIIL
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Tabla VIL- Tasas fisiologicas (J dia® g de peso seco) medianas *+ Intervalos de
confianza al 95% de los juveniles de L. stylirostris en tres condiciones de salinidad.
Donde el consumo de alimento (C), produccién de heces (F) metabolismo de rutina
(R), Excrecion nitrogenada (U), incremento de calor aparente (JCA) y energia
potencial para el crecimiento (P); (K;) y (K;) indices de eficiencia de conversién
bruta y neta respectivamente. Letras iguales indican ausencia de diferencias
significativas (o = 0.05).

SALINIDAD (%) T
20 25 30
3410.27+ 42° 3455.63+ 52° 3445.22+ 59°
C
F 237.8+36.1° 226.5+35.7° 191.6+:47.06
R 215.26+82.06° 108.85+84.09° 160.79479.81"
U 64.9+2.34° 31.12+1.07° 39.62+1.22°
ICA 195.5+129.8° 150.5+130.2* 168.51+129.8°
P 2526.07+ 52.0° 2738.21+49.0° 2700.58+39.0°
E 183.81:+4.3% 189.37+3.3% 184.69+4.6°
K; (%) 74.07 79.25 78.39
K; (%) 75.51 79.97 79.35

La energia ingerida a través del alimento consumido diario tuvo un intervalo de
3410.27 a 3455.63 J dia’! g de peso seco no presento una diferencia significativa con
respecto a las salinidades a las que se expusieron los organismos. El consumo diario de
alimento en relacion al peso himedo fue de 4.9, 4.6, y 4.7% para los camarones mantenidos

en las salinidades de 20, 25 y 30%o respectivamente.

Las respuestas del metabolismo de rutina (R), excrecion nitrogenada (U), y heces
(F) de L. swlirostris se describen en la Tabla VIII. La produccion de heces fue
significativamente diferente en cada una de las condiciones de salinidad. EI mayor

consumo de oxigeno de los camarones se obtuvo en las salinidades de 20%o y 30%o y la
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mayor tasa de excrecion de amonio en la de 20%o. La energia destinada al proceso de la
muda no fue significativamente diferente en las tres salinidades teniendo un intervalo de

183.81 £4.3 2 189.37 + 3.3 (Tabla VII).

" 20%o 25 %e 30 %0
Consumo de Alimento Consumo de Alimento Consumo de Alimenta
100 c 24000 |c ¢
Heces Heces Heces
F . F i
> 860 16.88 [+ :
Excrecién de ' Exerecion de Excrecion, de
Amonio Armonio
u u ]
19 |« p 0.9
1cA R R AHI ICA R
Incremento de fncremento de Incremento de
Caloraparente  wioiapolismo de Metabolismade  Cafor aparente Goloraparente o anglismo de
Rutina Rufina T Rutina
573 +.4.89
6.3 3143 4.36 2 4.64
M M
P Muda Muda P
5.39 5.48
Campo de Campo de Campo de
Crecimiento Crecimiento Crecimiento
74.1 79.3 ©78.4

Figura 25.- Distribucion porcentual de la energia utilizada en los diferentes procesos del
balance energético evaluada para los juveniles de L. stylirostris expuestos a las
salinidades de 20, 25 y 30 %o . Produccion de heces (F), metabolismo de rutina (R),
Excrecion nitrogenada (U), incremento de calor aparente y energia potencial para el
crecimiento (P).
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Los valores para el campo de crecimiento del camarén azul (P) no difieren
significativamente con intervalo de 74.1 a 79.3% (Fig. 25). El incremento de calor aparente
(ICA) obtenido para los organismos mantenidos en cada una de las salinidades fuc
significativamente diferente teniendo un intervalo de 150.5 a 195.48 J dia” g (Tabla 1X).
Las eficiencias de conversion bruta y neta K; y Kz no fueron significativamente diferentes

de 74.07 a 79.97 respectivamente (Fig. 25).

Tabla IX.- Consumo de oxigeno (VO,) promedio con su respectiva desviacion estandar de
los juveniles de L. stylirostris recién alimentados y mantenidos en inanicién durante
24 horas, se presenta el ICA obtenido. Letras iguales indican ausencia de diferencias
significativas (a = 0.05).

Salinidad (%)
Consumo 20 25 30
VO, (Jdia” g’) Sin  215.26+82.06®  108.85+84.98% 160.79£79.81%
alimentar _
VO, (Jdia' gh)  394.44+9026° 25935+ 115.43 311.40+£76.64°
alimentados b

VO, (Jdia” g) ICA 195.5£82.06*  150.53+11.782 150.51+101.5 2

ICA (%) 54.57 58.04 51.7

Al inicio y al final de los experimentos de bioepergética se midié la presion
osmotica de la hemolinfa asi como la salinidad del medio externo para conocer la capacidad
osmorreguladora de los camarones mantenidos en las diferentes condiciones
experimentales. En las tres salinidades los organismos modificaron su capacidad
osmorreguladora; en 20%o disminuyo la capacidad osmorreguladora de 90 a 45, en 25%
disminuyo —76 a -2. En la condicién de 30%o la capacidad osmorreguladora se modifico de

—158 a -142 ( Figura 26, 27 y 28).
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Figura 26.- Capacidad osmorreguladora de L. stylirostris en 20 %o. .
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V DISCUSION

V.1.- Temperatura preferida y T.C.Max.

- No se encontraron diferencias en el preferendum final de temperatura de L. stylirostris
cuando fue mantenido en las salinidades de 10, 20, 30 y 40%o utilizando el método
gravitacional. Este se ubico en 28 + 1.44 °C obtenido en este estudio. En L. vannamei Valdez,
(2002) no encontré diferencias entre el preferendum final de temperatura cuando lo mantuvo
en salinidades de 20, 26 y 32%o utilizando el método gravitacional. Esto concuerda con lo
mencionado por Reynolds y Casterlin (1979a) que en la mayoria de las especies de camarones
peneidos la influencia de la salinidad sobre la preferencia térmica no afecta mas alld de unos
pocos grados Celsius por lo que dicho efecto no es relevante. Lester y Pante (1992) mencionan
que el efecto de la salinidad sobre los peneidos tiene menor influencia que el causado por la

temperatura.

Para L. stylirostris no se encontraron diferencias estadisticas entre las determinaciones
del preferendum térmico de la fase diurna y la nocturna, en las salinidades de 10, 20, 30 y
40%o. Esto indico que el camarén azul no presénto un ciclo dia-noche de seleccion de
temperatura, en este caso como en otros organismos esto significa que ¢l alimento en su medio

no se encuentra limitado (Amador, 2001; Valdez, 2002; Medina, 2002; Re, 2004).

La temperatura preferida obtenida para L. stylirosiris es un buen indicador del
ambiente térmico que esta especie necesita, considerando que los organismos se encuentran
fisiologicamente estables en esta temperatura de acuerdo con Nichelman (1983) en ese
intervalo de temperatura ellos estan expuestos aun minimo de estrés térmico y sus funcionecs
fisiologicas se optimizan lo que se puede reflejar en un crecimiento maximo. La amplitud de
esta zona termo neutral tiene implicaciones importantes desde un punto de vista ecoldgico y

acuicultural (Huey y Stevenson, 1989). Consecuentemente el cultivo de L. stylirostris en la
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parte noroeste de México puede ser llevado a cabo con éxito en aquellas regiones donde la

temperatura del agua sea cercana al preferendum final de 28+ 1.44 °C.

Los organismos cuando se exporien a un gradiente térmico presentan dos tipos de
orientacion espacial; si su distribucion es amplia pero evitando los extremos se conoce como
clinotermoquinesis, si por el contrario se congregan en un intervalo estrecho de temperaturas
este se denomina ortotermoquinésis (Fraenkel y Gunn, 1961). En este estudio las diferencias
entre las medianas de la temperatura preferida en los camarones expuestos a las diferentes
salinidades no supero un intervalo de 2.7° por lo que se considera que la orientacién espacial
utilizada por esta especie es ortotermoquinética, esto concuerda con otros trabajos realizados
en crustaceos y moluscos; en el caso de las langostas Panulirus argus y Homarus americanus
asi como en el camardn rosado Penaeus duorarum (Reynolds y Casterlin, 1979 b, ¢ y d) en
los langostinos asidtico, y americano Macrobrachium rosenbergii y tenellum (Diaz y Biickle,
1993; Hernandez et al., 1995; Diaz et al., 1993) asi como en ¢l abulén rojo, rosado y azul
(Diaz et al., 2000 y Medina-Romo, 2002; Re-Araujo, 2003) que presentaron el mismo tipo de
orientacion. Esto implica que la velocidad de désplazamiento del camarén azul cambio en
respuesta al gradiente de temperatura lo que posibilité que los organismos se ubicaran
rapidamente en las temperaturas que favorecen su maximo campo metabélico. Por lo tanto la
preferencia de temperatura en los camarones parece ser un proceso que maximiza la
disponibilidad de energia para ser canalizada a funciones como actividad, crecimiento,

reproduccion y sobrevivencia (Kelsch y Neill, 1990; Bryan et al. 1990, Kelsch, 1996)

La temperatura critica maxima (TCMax) de L. stylirostris aumento significativamente
con la temperatura de aclimatacién en las diferentes combinaciones de temperatura y
salinidad (Tabla IV). La temperatura critica maxima es considerada como una medida de la
tolerancia térmica de los organismos y se determina al incrementar gradualmente la
temperatura desde la de aclimatacion hasta que ocurre la desorganizacion fisica en respuesta al
estresor t€rmico (Becker y Genoway, 1979: Paladino ef al., 1980). Se obtuvo una relacion
directa entre la temperatura de aclimatacion y la tolerancia térmica del camarén azul,

conforme se incremento esta, la temperatura critica maxima aumento en un intervalode 3 a 5
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°C. En otras especies de crusticeos como Palaemonetes kadiakensis, Procambarus clarkii,
Macrobrachium tenellum, M. rosenbergii, M. acanthurus y Cherax quadricarinatus { Nelson
y Hooper, 1982; Diaz et al., 1994; Herndndez ef al., 1996; Diaz et al., 1998; Diaz et al., 2002
Diaz et al., 2004) reportaron una relacion directa entre la temperatura critica y la de

aclimatacion como la obtenida para L. stylirostris.

Se considerd como el punto final de la temperatura critica méaxima en el camaron
azul a la desorientacion total (D.T.) ya que esta respuesta de estrés térmico representa el
punto de pre-muerte en el cual los movimientos locomotores quedan desorganizados debido
a un bloqueo neuromuscular y a una falla presinaptica del sistema nervioso, por lo que el
organismo pierde la habilidad de escapar de condiciones que lo levaran a la muerte

(Beitinger y Fitzpatricks, 1979; White, 1983; Beitinger ef al., 2000).

La salinidad no causé un efecto significativo sobre la tolerancia térmica del camardn azul.
Resultados similares fueron obtenidos por Criales y Chung (1980) para juveniles del
camardn rosado Farfantepenaeus brasiliensis y para F. aztecus (Re, et al., 2005) ambas
especies de camardn se caracterizan por tener una amplia tolerancia a la salinidad. Para L.
stylirostris (Re et al, 2004) obtuvieron un patrén de regulacidon hiperosmdético en
salinidades por debajo del punto isosmotico € hiposmdtico en las altas salinidades. Esto
demuestra que el camaron azul se puede caracterizar como un fuerte regulador ya que se
adapta rapidamente a la variacion de la salinidad por incrementar o disminuir la

concentracion osmotica de la hemolinfa.

Paladino et al. (1980) mencionan que en las practicas acuiculturales con organismos
de importancia comercial, es de fundamental importancia conocer la temperatura critica
maxima ya que esta respuesta, es un indicador de la resistencia térmica de los organismos,
y ademas es un método ecoldgico no destructivo que permite identificar la temperatura en
la que aparecen los primeros sintomas de estrés, por lo que para asegurarse que el camarén
azul en condiciones de cultivo no se exponga al estrés térmico; se sugiere que la

temperatura del agua permanezca por debajo de los 35 °C.
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En el camar6n azul se determino el (RRA) el que de acuerdo con Claussen (1977) es
un indice de la magnitud de la aclimatacion térmica, que para L. stylirostris tuvo un
intervalo de 0.56 -0.74. Para diferentes especies de crusticecos de climas frios como
Orconectes rusticus ( Claussen 1980) obtuvo un valor 0.24 y para O. virilis de 0.15, (Layne
et al. 1987) reporto para O. rusticus valores de RRA entre 0.23-0.25. (Spoor, 1955) y
(Bowler 1968) obtuvieron valores de RRA entre 0.12-0.18 en el acocil Astacus pallipes. En
Procambarus clarkii un acocil que se distribuye en zonas templado-calidas la RRA
calculada fue de 0.33 Diaz ef al., (1994). McLeese (1956) en postlarvas de la langosta
Homarus americanus obtuvo un RRA de 0.24. En Macrobrachium tenellum ¢l RRA
calculado fue de 0.54 (Hemndndez ef al, 1996). Para dos estadios de desarrollo del
langostino M. rosenbergii una especie tropical Diaz er al., (1998) reportaron valores del
RRA de 0.44-0.58. En M. acanthurus otra especie de langostino subtropical los valores
obtenidos por Dfaz et al. (2002) para la RRA fueron de 0.33-0.52. En Cherax
quadricarinatus fue de 0.33-0.66 (Diaz ef al., 2004); en Farfantepenaeus aztecus el RRA
fue de 0.30-0.50 (Re et al., 2005).

Los datos presentados de la relacion de respuesta a la aclimatacion RRA para
diferentes especies de crusticeos sugicren que las especies que habitan en regiones
subtropicales y tropicales tienen valores mas altos. Peréz et al (2003) reportaron una
tendencia similar en diferentes especies de peces de diferentes habitats. Esta es una
respuesta tipica de los poiquilotermos. Se ha argumentado que las especies que habitan en
regiones frias y templadas experimentan cambios graduales de temperatura, 1o que les
permite tener el tiempo suficiente para realizar ajustes metabdlicos, que puedan dar como
resultado, cambios substanciales en sus intervalos de tolerancia. Por otra parte las especies
subtropicales y tropicales experimentan grandes fluctuaciones de temperatura en periodos
cortos de tiempo, por lo que han desarrollado un amplio intervalo de tolerancia para
sobrevivir a esos cambios de temperatura sin tener el tiempo suficiente para aclimatarse y

ajustar su tolerancia (Johnson y Kelsch, 1998).
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V.2.- Consumo de Oxigeno, Excrecion Nitrogenada y Osmorregulacion en
Salinidades constantes y fluctuantes.

En los crusticeos la tasa respiratoria es modificada por factores externos como la
salinidad, la intensidad luminosa, el oxigeno disuelto y la temperatura (Kutty ef al. 1971;

Bishop et al. 1980; Dalla Via 1986; Kurmaly ef al. 1989 Martinez-Palacios ef al. 1996).

Se obtuvo en los juveniles de Litopenaeus stylirostris una relacion directa entre la
tasa de consumo de oxigeno y la temperatura esta misma respuesta fue obtenida por Kutty
et al. (1971} en Fenneropenaeus indicus, en Penaeus monodon por Kurmaly ef al. (1989);
Chen y Lai (1993), en Farfantepenaeus californiensis Villarreal y Ocampo (1993) y

Martinez-Palacios et al. (1996) en Litopenaeus vannamei.

El consumo de oxigeno del camaron azul no fue afectado por [a salinidad tanto en
los mantenidos en las condiciones constantes como fluctuantes, se ha demostrado para otros
decépodos eurihalinos, que la salinidad no tuvo un efecto pronunciado sobre el consumo de
oxigeno si los organismos experimentales son aclimatados a las salinidades de prueba y si
estas no son extremas (Bishop ef al., 1980; Gaudy y Sloanec 1981; Diaz-Herrera et al.,
1992; Villarreal y Rivera 1993; Salvato et al., 2001). Para los juveniles de L. stylirostris el
tiempo de aclimatacion a cada condicion de salinidad fue el suficiente para que
estabilizaran su medio interno (Castille y Lawrence, 1981), asi como el intervalo de
salinidades utilizado corresponde a las fluctuaciones naturales y a que la especie esta

expuesta (Aragon, 2000).

Gaudy y Sloane (1981) mostraron que en postlarvas de Penaeus monodon y
Litopenaeus stylirostris su metabolismo respiratorio no fue modificado por la salinidad, en
juveniles de Callinectes similis expuestos a fluctuaciones ascendentes y descendentes de la
salinidad Diaz-Herrera et al. (1992) obtuvieron que la tasa metabdlica no se modifico
significativamente, Villarreal y Rivera (1993) reporiaron que la salinidad solamente tuvo

un ecfecto marginal sobre la tasa metabldlica en postlarvas de Farfantepenaeus
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californiensis, Villarreal et al. (1994) obtuvieron en postlarvas de Litopenaeus vannamei la
misma respuesta. En juveniles de Penaeus monodon y Palaemon serratus Salvato ef al.
(2001) no observaron una variacion del consumo de oxigeno en relacién con los cambios

de salinidad a los que expusieron a esas especies.

Se ha enfatizado por Venkataramiah es al. (1974) que la tasa respiratoria no puede
ser considerada como un buen indice de la tolerancia a la salinidad excepto en los casos
donde la temperatura experimental corresponde a las caracteristicas naturales del habitat de
los organismos, para el camarén azul la temperatura de 28 °C corrobora lo antes

mencionado ya que correspondi a la preferida determinada para ésta especie por Re ef al.
(2000).

La tasa de excrecion nitrogenada cuantificada en L. stylirostris se incrementd al
exponerlo a las diferentes temperaturas de aclimatacion, esta respuesta ha sido descrita para

otros crustaceos (Chen y Lai, 1993; Jang ef al., 2000).

En peneidos como en M. japonicus, F. chinensis, P. monodon, F. aztecus vy IL.
vannamei, se ha reportado un incremento de la excrecién nitrogenada cuando se disminuye
la salinidad, (Chen y Lin, 1992; Chen y Lai 1993; Chen et al., 1994; Herndndez y Diaz
1995; Jiang et al, 2000; Diaz ef al, 2001). En este estudio en las condiciones
experimentales de salinidades constantes como en las fluctuantes la tasa de excrecion de
amonio en los camarones aclimatados a las temperaturas de 23 y 33 °C se incremento
cuando la salinidad se disminuyé de 40 a 10%., esta respuesta posiblemente esta
relacionada con un incremento en el catabolismo de los aminoacidos, ya que de acuerdo a
Chen, (1998) los camarones cn las bajas salinidades utilizan proteinas como la fuente
primaria para la obtencion de energia. Esta respuesta ha sido reportada en peneidos como
en M. japonicus, F. chinensis, P. monodon, F. aztecus y L. vannamei (Chen y Lain, 1992;
Chen y Lai 1993; Chen et al. 1994; Herndndez y Diaz 1995; Jiang et al. 2000; Diaz et al.
2001).
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En los juveniles del camardn azul expuestos a las diferentes salinidades constantes y
fluctuantes la tasa de excrecion de amonio se relaciono con los procesos de
osmorregulacion, ya que la excrecion se incremento cuando los camarones fueron hiper-
reguladores y disminuyé cuando hipo-regularon. Se ha demostrado por Mangum et daf,
(1976) y Pressley er al, (1981) que hay un incremento en la captacién activa de Na* seguida
por la transferencia de los organismos a medios diluidos y esto fue relacionado con un
incremento en la excrecion de amonio. La absorcion de sodio es requerida para compensar
su pérdida debido a la operacion de la bomba de intercambio Na/NH,". mecanismo que ha
sido descrite desde Haberfield, (1975) para Carcinus menas; (Mangum, 1976) en
Callinectes sapidus, (Spaargaren et al., 1985) para Penaeus japonicus; (Regnault, 1987)
describe para crusticeos en general, (Chen y Lai, 1993) Penaeus japonicus, (Chen y Nan,
1994) para cinco especies de peneidos y ( Jiang ef al., 2000) en Litopenaeus vannamei
describen este mismo comportamicnto cuando los organismos son expuestos a bajas
salinidades. En el camarén azul estos mecanismos fueron utilizados para balaricear la
concentracion de sodio en la hemolinfa cuando fueron expuestos a medios hiperosmoéticos.
La cuantificacion de la tasa de excreciéon nitrogenada en los camarones expuestos a
diferentes factores ambientales es un importante requerimiento que debe ser tomado en

cuenta para el disefio y operacién de los sistemas intensivos de produccion (Jiang et al.,
2000)

El patrén de osmorregulacion de los juveniles del camarén azul L. stylirostris
obtenido fue el tipico de muchos crusticeos que habitan en sistemas lagunares estuarinos,
fueron hiporreguladores e hiperreguladores en salinidades por arriba y por debajo del punto

isosmotico (Vernberg y Vernberg, 1972; Mantel y Farmer, 1983)

Los puntos isosmoticos para los juveniles del camarén azul aclimatados a las
salinidades constantes y fluctuantes y a las tres temperaturas tuvieron un intervalo de
676.8-700.7 mmol Kg' (23.7-24.6%) y de 726-766 mmol Ke' (24.9-26.2%0)
respectivamente, estos valores estén dentro del intervalo de puntos isosmoticos reportados

para diferentes especies de peneidos (Diaz ef al., 2001). Estos valores son mayores que el
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reportado por Rodriguez (1981) y Castille y Lawrence (1981) de 610 y 680 mmol Kg'
respectivamente y menor al reportado por Lemaire ef al., ( 2002) de 735 mmol Kg™' para el
camarén azul. En juveniles del camarén blanco expuestos a salinidades ascendentes y
descendentes y aclimatados a diferentes temperaturas (Diaz ef al. 2001) obtuvieron que los
puntos isosmoticos tuvieron un intervalo de 712 a 777 mmol Kg”. Las diferencias se
pueden atribuir a las diferentes condiciones experimentales utilizadas en estos estudios, ya
que se conoce que factores como la temperatura, el oxigeno disuelto, el estadio del ciclo de
muda, el tamafio de los organismos y el estado nutricional tiene una influencia sobre la

osmolaridad de la hemolinfa.

Los valores de las pendientes de la relacion entre la concentracion osmética del
medio y de Ia hemolinfa de los juveniles del camardn azul aclimatados a las temperaturas
de 23, 28 y 33 °C y expuestos a las salinidades constantes fueron 0.25, 0.17 y 0.37
respectivamente,  en los expuestos a la fluctuacién descendente y ascendente de la
salinidad fueron 0.26, 0.17 y 0.11 y de 0.26, 0.19. 0.18 respectivamente. Una desviacién de
la pendiente de la linea isosmética refleja el grado de la capacidad de regulacion (pendiente
= 0 osmorregulador, pendiente = 1 osmoconformador), organismos con pendientes altas
como los mantenidos en 23 y 33 °C para las salinidades constantes y a 23 °C en las
condiciones fluctuantes de salinidad tuvieron una débil regulacion hiperosmoética. De
acuerdo a  Vernberg y Silverthon, (1979) la temperatura afecta la capacidad
osmorreguladora en los crustdceos por modificar el movimiento de agua a través de la
membrana celular y la Captacién y perdida de idnes. El valor de la pendiente para los
organismos mantenidos en 28 y 33 °C en salinidades constantes y fluctuantes reflejaron
que en estas condiciones los camarones tuvieron un patrén osmorregulador de
hiporregulacion en altas salinidades e hiperregulacion en bajas, por lo que pueden
caracterizarse como fuertes reguladores, ya que se adaptaron rapidamente a las nuevas

salinidades por incrementar o disminuir la concentracién osmética de la hemolinfa.

Para subadultos de L. stylirostris Lemaire ef al. (2002) obtuvieron que conforme se

disminuyo la temperatura de 26 a 15 °C  hubo una disminucién significativa de la
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capacidad osmorreguladora en los organismos mantenidos en salinidades constantes. Al
comparar la capacidad osmorreguladora de juveniles del camarén azul expuestos a la
fluctuacion de la salinidad con subadultos de la misma especie mantenidos en salinidades
constantes y aclimatados a diferentes temperaturas se observo una mayor sensibilidad en la
capacidad osmorreguladora en los subadultos debido a los variacién de la temperatura, esta
respuesta diferencial puede considerarse desde el punto de vista adaptativo ya que la baja
sensibilidad en la capacidad osmorreguladora mostrada por los juveniles de L. siylirostris
les permite vivir en ambientes lagunares-estuarinos en los que se presenten variaciones

significativas de temperatura.

V.3.- Efecto de la salinidad sobre la bioenergética

El estudio bicenergético en L. stylirostris evalué el crecimiento de los organismos
expuestos a las diferentes salinidades y no fue significativamente diferente para los
expuestos a la salinidad de 25 %o (676.8-700.7 mmol Kg.') que es el punto isosmético
encontrado previamente en este estudio. Tampoco se observo que la ingestion energética a
través del consumo del alimento (C) en los camarones aclimatados a las tres salinidades
fueron significativamente diferente lo que indico que en este intervalo de salinidades el
camaron consumid la misma cantidad de energia. En estudios realizados en L. vannamei se
encontré que el camarén consumié la misma cantidad energética de alimento comercial
cuando las salinidades son diferentes enire si por un intervalo de 5%o (Valdez, 2002).
Guerin y Stickle (1997) reportaron que la tasa de energia consumida por juveniles de
Callinectes similis no mostré una tendencia distinta aun en un intervalo salino de 2.5 a
50%o. El alimento utilizado en este estudio, es un alimento comercial que ha probado cubrir

las necesidades del camardn en condiciones controladas en forma optima (Re y Acosta,
2004).

La energia destinada a cubrir los procesos metabolicos de rutina de los juveniles de
L. stylirostris mantenidos en las condiciones experimentales fue estadisticamente diferente,

la salinidad de 25%o los organismos usaron menos energia. Este resultado era predecible
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debido al hecho que es la salinidad cercana al punto isosmético reportado cuando los
juveniles fueron expuestos a salinidades constantes y fluctuantes (Re ef al., 2004, Diaz et
al., 2004). Cuando los organismos se encuentran en un medio isosmotico no requieren de
procesos activos para compensar cambios en Ja presién osmética del medio interno
(Panikkar, 1969). La mayor demanda energética por este concepto se registro en la menor
salinidad donde los organismos fueron hiperosméticos (20%o) y valores intermedios en la
salinidad de 30%., donde fueron hiposmoticos (Diaz er al., 2004; Re et al., 2004). Estos
resultados son diferentes de los encontrados por Rosas ef al., (2001) y por Vaidéz, (2002)
realizados en L. vannamei ya que la tendencia que encontraron en el metabolismo de rutina
para el camar6n blanco fue una mayor demanda energética se obtuvo en la salinidad mas
alta, por aspectos evolufivos tienc una mayor capacidad osmorreguladora en salinidades
bajas que en altas (Diaz ef al., 2001). Por otra parte Lemos ef al., (2001) reportaron que los
procesos fisiologicos bajo diferentes salinidades (5, 15, 25 y 34%o) no causaron variaciones

en el gasto energético medido en el consumo de oxigeno.

En los juveniles de L. stylirostris mantenidos en las tres salinidades el consumo de
oxigeno se incremento después de consul.nir el alimento ICA, alcanzando su valor maximo
en la mayoria de los casos a las dos horas posteriores de ser alimentados (11.4 a 8.26%).
Este comportamiento coincide con ¢l obtenido por Salvato ef al., (2001), Rosas ef al,
(2002) y Valdez, (2002). Los patrones de consumo para P. monodon (Du Preez ef al.,
1992) y L. vannamei (Valdez., 2002; Rosas ef al., 2002) variaron en picos registrados en |
una hora y hasta seis horas después de haber sido suministrado el alimento. Sin embargo
esta respuesta depende de los habitos y comportamiento individual de cada especie ai

momento de alimentarse y de la respuesta activa al manipularto (Du Preez et al.,1992).

En este estudio no se encontraron diferencias en el porcentaje de ICA en las
diferentes condiciones experimentales dentro del intervalo de 51.7 a 58.04 % de la energia
ingerida. Considerando que este indice depende fundamentalmente del contenido
energético de la dieta se esperaria que no se encontraran diferencia debido a que se les

administro la misma dieta. Beamish y Triple (1990) mencionan que los factores que
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principalmente modifican la magnitud del incremento aparente de calor resultado de la
ingestion es la naturaleza de la dieta entre estas son la composicion quimica de la dieta la
racién y el tamafio de fa misma. Du Preez, (1992) reportaron que para P. monodon
aclimatados diferentes salinidades experimentales extremas y alimentados con alimento
comercial peletizado no obtuvieron diferencias significativas en el aumento en el consumo
de oxigeno VO, (J dia™! gr'lp.s.) En L. vannamei no se encontr6 diferencias significativas
en la magnitud de este componente metabdlico (ICA) que pudiera ser relacionado con la
salinidad y la energia invertida en ese proceso. Rosas er al, (2002), y Valdez, (2002)
coinciden con los autores anteriores en el aspecto mas relevante, que la salinidad no
determina la inversion energética en el ICA ya que entre diversas especies no sobrepasan el

30% de la variabilidad porcentual por el efecto de la asimilacion.

El efecto de la salinidad sobre el metabolismo fue claramente observado en L.
stylirostris a través de la excrecion nitrogenada. El incremento en esta tasa se debe
principalmente al catabolismo de los aminoacidos. La excrecién nitrogenada (U) de los
organismos fue menor en los mantenidos en 25%o, ya que en las otras salinidades la
respuesta vario en un intervalo de 39.62 a 64.9 Joules gr' dia’ p.s. esta variacion esta
dentro de los valores encontrados en otros decapodos (Diaz ef al., 2001). Se encontré que la
mayor concentracion de amonio fue producida en la salinidad donde los camarones fueron
hiperosméticos (20%0) los valores intermedios fueron registrados en los juveniles que
estuvieron en condiciones hiposmoticas (30%o). Jiang et al., (2002) asi como Diaz et af.,
(2001) y Valdez, (2002) reportaron tendencias similares estimando que la menor gasto
energético por excrecién amoniacal se obtiene en los organismos mantenidos en el punto
isosmético 26%e lo que coincide con lo encontrado en este estudio en la salinidad de 25%o
que es la que corresponde al punto isosmoético de L. stylirostris. El incremento en la
excrecidn de amonio favorece la captacion de sodio cuando el organismo se encuentra en
medios diluidos (Spaargaren ef al., 1985; Regnault, 1987; Chen y Nan, 1994; Jiang et al.,
2000).
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La produccion de exuvias (E) fue de 548 a 536 % en L. spylirostris que se
considero dentro del promedio en relacion a otros peneidos. El porcentaje de energia
invertido en la produccion de exuvias reportade para diferentes estadios de desarrollo de
Penaeus monodon fue 1.4 al 3.8% y en L. vannamei fue de 14.80 a 17.02% (Kurmaly, Yule
y Jones,1989; Valdez, 2002) los que son muy cercanos a los encontrado en L. stylirostris
cuando se expusieron a 20, 25 y 30 %e. Valores similares han sido reportados para ofros
decapodos, tales como Crangon crangon y C. maenas, y Homarus americanus quienes
invirticron del 10 al 17% respectivamente de la energia ingerida a través del alimento en la

formacion del exoesqueleto (Klein-Breteler 1975; Logan y Epifanio 1978)

La inversion energética dirigida al campo de crecimiento (P) represento del 74.1%
al 79.3% de la energia ingerida a través del alimento. Rosas ef al., (2001 y 2002) enfatizan
la importancia de la tasa de crecimiento en relacion a la disponibilidad del uso de
aminoacidos obtenidos del alimento como factores osmoticos, lo cual permite una menor
utilizacién de los aminoécidos provenientes del misculo y consecuentemente una mejor
disponibilidad energética dirigida al aumento de biomasa. Sin embargo, en el caso de los
estudios de Bray ef al, (1994) y de Lemos et al., (2002) observaron mejores crecimicntos
de L. vannamei y F. paulensis en bajas salinidades, probablemente debido a Ia formacién
de razas fisiologicas, que logran utilizar otros idnes en salinidades bajas y optimizar su
recursos energéticos con mayores tasas de conversion alimenticia y dirigirlos a tejido y por

lo tanto a un mayor crecimiento.

En este estudio el crecimiento de los juveniles de L. stylirostris no fue afectado
significativamente ﬁor la salinidad obteniéndose que tanto el peso hiimedo asi como ¢l peso
seco final no fucsen diferentes para ninguna de las condiciones experimentales. El
contenido de agua en el tejido de los juveniles de L. stylirostris aclimatado a las salinidades
de 20, 25 y 30%0 fue de 68.82, 69.83, y 66.83% respectivamente. El porcentaje de
humedad en los organismos aclimatados a las tres salinidades no vario mas de 1.52%. Chen
et al., (1995, 1998) mencionan que el_ contenido de agua en juveniles de F. chinensis

decrecié cuando se expusicron a 40%o con respecto a 10%o de salinidad. Estos autores
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explicaron que el flujo osmético del agua al interior del organismo en bajas salinidades se
incremento, resultando en un aumento de orina con alta concentracién de electrolitos. En
los porcentajes encontrados por Valdez, (2002) asi como los de este estudio no se
observaron esta variacion tan significativa entre los porcentajes de humedad corporal
probablemente debido a que el intervalo salino al que fueron expuestos los camarones

blanco y azul no es un intervalo extremo, por lo que las diferencias no difirieron entre si
mas del 2%.

La tasa de conversién neta (K3) reportada en Lemos et al., (2001) para postlarvas de
F. paulensis indicaron que la energfa invertida en crecimiento cuando estos 0rganismos se
encontraron en salinidades de 5 a 25%o (52.2 a 56.3%) fue similar mientras que cuando sc¢
mantuvieron en una condicion de 34%o dicho indice disminuyo a 44.4%. Los autores
mencionan que existen procesos como el aumento en la tasa metabdlica, cambios en la
permeabilidad en las membranas, asi como en el equilibrio intracelular que originan
mayores demandas energéticas debidas a la salinidad en la que el organismo se encuentra.
Los indices K, y K, fueron menores en los organismos que se aclimataron a 20 y a 30%.
Lo que permite suponer que el camarén azul mantiene un optimo fisiolégico en el intervalo
de 25 a 30%. salinidad y a una temperatura de 28 °C lo que coincide con lo reportado por
Valdez, (2002) que encontré que la salinidad no influyo en el balance energético de L.

vannamei.

La capacidad osmorreguladora del camarén azul a la temperatura de 28 °C mostro
una modificacion conforme paso el tiempo ya que en las tres salinidades se observo una
variacién al final del experimento. En los casos extremos de 20 y 30%o las respuestas
fueron disminuir la diferencia idnica entre el medio externo y el medio interno, sin embargo
la diferencia mas notable fue en la salinidad de 25%o que se acerco al punto isosmotico, con
un costo energético metabdlico relativamente bajo de 215.26 + 82.06 Joules dia”'gr'p.s. Lo
que concuerda con otros estudios en donde los cambios de salinidad no impactan en el
metabolismo de rutina de los peneidos cuando se encuentran en temperaturas y salinidades

optimas (Diaz ef al., 2001; Rosas ef al., 2001; Valdez, 2002).
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Existe una relativa variabilidad en entre los datos publicados para balances
energéticos construidos para peneidos asi como para otras especies de crustaceos. La
variacion de los resultados es debida a los diversos métodos experimentales utilizados asi
como de las condiciones experimentales en que se mantuvieron los organismos, ademads de
Jas diferencias intrinsecas de los organismos (talla, fase del ciclo de muda y otros) y de los
alimentos (cantidad y calidad energética) dosis, digestibilidad de los nutrientes y frecuencia
de administracion del alimento. Por lo anterior, una comparacion directa de los valores
- absolutos de los resultados obtenidos en este trabajo con los reportados por olros autores es
dificil. Sin embargo es posible comparar las tendencias relativas de la magnitud de las tasas
fisiologicas que componen el balance energético para los juveniles de L. stylirostris y los

reportados con otros estudios.

Los resultados obtenidos de este trabajo para L. stylirostris, indican que para el
cultivo de esta especie con esta dieta comercial utilizada cubrié con todos los
requerimientos nutricionales y le ofreci6 a los organismos la energia suficiente para crecer
aun en una condicién relativamente suboptima. Los estudios bioenergéticos son de gran
importancia y este en particular hecho en camar6n azul un crustaceo de gran importancia
comercial radica en que permite describir y explicar las condiciones fisiologicas de los
organismos, ademds de ser un método cuantitativo util para conocer las diferentes rutas
energéticas internas de los organismos asi como el conocer la calidad de las dietas

comerciales.

Finalmente considerando todas y cada una de las variables que se involucraron en
este estudio se recomienda que pata optimizar el cultivo del camarén azul en condiciones
controladas se haga en temperaturas alrededor de 28 °C, y dado que la salinidad ha sido
determinada experimentalmente, se propone que la salinidad de 25%o se considere como la
salinidad optima para esta especie, ya que esta cerca del punto isosmético determinado para
el camarén azul, que de acuerdo con (Pannikar 1968; Brito ef al., 2000; Chen y Nan, 1994;

y a Jiang et al., 2000) en estas condicién los camarones gastan menos energia para el
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mantenimiento del gradiente osmético y que este intervalo en algunas especies gravita
cerca del punto isosmético y por lo tanio el crecimiento se incrementa ya que los

organismos estaran en un ambiente libre de estrés ambiental.
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V1. CONCLUSIONES

Se obtuvo que la salinidad no modifico significativamente (P< 0.05) la temperatura

preferida determinandose que para el camardn azul el preferéndum final se ubico en
28°C.

El camardn azul utilizo como mecanismo de orientacion el ortotermoquinético

cuando se expuso al gradiente térmico en las cuatro salinidades experimentales.

La temperatura de aclimatacién influyo significativamente sobre la temperatura
critica méxima. La relacion de la respuesta a la aclimatacion RRA tuvo un intervalo
de 0.56 — 0.74 ubicando al camardn azul como un organismo subtropical el cual

posee un amplio intervalo de tolerancia térmica en periodos cortos de tiempo.

Los resultados de TCMax nos permiten proponer que para que los organismos en
condiciones de cultivo no se vean afectados ni en la integridad fisiologica ni en la

supervivencia que no expetimenten temperaturas mayores de 35 ° C.

El camarén azul exhibi6 el tipo I de respuesta propuesto por Kinne, (1967), ya que
el consumo de oxigeno no se modificod significativamente en aquellos organismos

mantenidos en 28 °C, al ser expuesto a las diferentes salinidades.

La tasa de excreciéon nitrogenada cuantificada en L. stylirostris se increment¢ al

exponerlo a las diferentes temperaturas de aclimatacion.

En los juveniles del camarén azul expuestos a las diferentes salinidades la tasa de
excrecién de amonio se relacioné con los procesos de osmorregulacion, ya que la
excrecion se incremento cuando los camarones fueron hiper-reguladores y

disminuyé cuando hipo-regularon.
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El balance energético realizado en el camaron azul permitié definir que las
condiciones experimentales de 25%0 y de 30 %o de salinidad y 28 °C determinada
como la temperatura preferida permiten un crecimiento y un balance energético

optimo. -

En las tres condiciones de salinidad en las que se mantuvo al camarén azul se
obtuvo un porcentaje del campo de crecimiento de mas del 74% lo que corroboro
que es la cantidad de energia que el camarén tiene disponible para crecer una vez

que cubrié las demandas metabolicas.

El consumo porcentual de la dieta Rangen y el crecimiento final de los organismos
en las tres condiciones no tuvo diferencias significativas por lo que en condiciones
naturales de cultivo el acuacultor tiene un intervalo del 20 al 30%o de salinidad en la

temporada de engorda sin detrimento del peso de final de cosecha.

Finalmente en la medida que el organismo sea expuesto a temperaturas alrededor de
los 28 °C el camaron azul crecera sin estrés, temperaturas de 23 y 32 °C exponen al
camaron a niveles de estrés con la perdida de energia y un metabolismo que se algja

del optimo.
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Resumen

Se determinaron las respuestas fisioldgicas del camardn azul al exponer a los organismos a temperaturas de 23,28 y 33*Cya
salinidades de 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40%e.. El consumo de oxigeno de Lifopenaeus stylirostris expuesto a las salinidades
experimentales se increment$ en relacién directa con la femperatura; sin embargo, a 28°C la tasa metabdlica se mantuvo
constante. La tasa de excrecion de amenio en los juveniles aclimatados a 23°C y 33°C se relacioné con el patrén de
osmorregulacién ya que cuando los camarones hiperregularon ésta se increments, y disminuy6 cuando hipo-regularon, mientras
que en los mantenidos a 28°C la excrecién de amonio permanecid constante. La capacidad osmorreguladora de los juveniles
mostrd que fueron hiperreguladores ¢ hiperreguladores a salinidades por arriba y por debajo del punto isosmético, disminuyendo
esta capacidad en los organismos mantenidos a 33°C y expuestos a las altas salinidades. El punto isosmético de los camarones
tuvo un intervalo de 676.8-700.7 mmol kg (23.7-24.6%o). Los valores de las pendientes entre la conceniracion osmdtica del
medio y Ia hemolinfa de los camarones aclimatados a 23°C, 28°C y 33°C fueron 0.25, 0.17 y 0.37, obteniéndose el menor valor de
la pendiente en los juveniles mantenidos a 28°C, condicién en 1a que el camardn azul se caracterizé como fuerte regulador. Para
optimizar el cultivo de L. stylirostris en condiciones controladas se proponen salinidades de 25%o y temperaturas de 28°C, las
cuales se consideran condiciones dptimas para tales ambientes en los que los organismos estdn libres de estrés ambiental y, por
ende, se incrementar4 su crecimiento.

Palabras clave: consumo de oxigeno, excrecién de amonio, capacidad osmorreguladora, salinidad y temperatura, Litopendaeus
stylirostris.

Abstract

The physiological responses of the blue shrimp were determined by exposing the organisms to temperatures of 23°C, 28°C
and 33°C, and salinities of 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40%.. Oxygen consumption of Litopenaeus stylirostris exposed to
experimental salinities increased in direct relationship with temperature, even though at 28°C the metabolic rate was steady. The
ammonium excretion rate in juvenile shrimp acclimated at 23°C and 33°C was related to the pattern of osmoregulation, increasing
when the shrimp were hyper-regulators and decreasing when they were hypo-regulators. The ammonium excretion rate remained
constant in shrimp kept at 28°C. The osmoregulaiory capacity of the juveniles indicated that they were hypo-regulators and
hyper-regulators in salinities above and below the isosmotic point, this capacity decreasing in organisms kept at 33°C and
exposed to higher salinities. The isosmotic point obtained ranged from 676.8 to 700.7 mmot kg (23.7-24.6%). The values of the
slopes between the osmotic concentration of the external medium and the hemolymph of shrimp acclimated at 23°C, 28°C and
33°C were (.25, 0.17 and 0.3, respectively; the lowest value was obtained for juveniles maintained at 28°C, being strong
regulators in this condition. To optimize the culture of L. stylirostris under controlled conditions, we propose that it be cultivated
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in salinities of 25%. and temperatures of 28°C, considered the o

are free of stress and their growth therefore increases,

ptimum conditions because in these environments the organisms

Key words: oxygen consumption, ammonium excretion, osmoregulatory capacity, temperature and salinity, Litopenaeus

stylirostris.
Introduccion

De acuerdo con Castille y Lawrence (1981) y Claybrook
(1983), la capacidad adaptativa de los peneidos es especifica y
estd determinada por diversos factores evolutivos que han
causado que las especies de camarones se distribuyan diferen-
cialmente en el gradiente marino-lagunar-estuarino. Bl ciclo de
vida de muchas especies de camarones ocurre entre los
ambientes marinos y lagunar-estoarinos. Los adultos dependen
de la estabilidad del ambiente marino para la reproduccién, en
tanto que las postlarvas y los juveniles estdn adaptados para
tolerar las variaciones ambientales ciclicas frecuentes en los
sistemas lagunares-estuarinos (Zein-Eldin y Aldrich, 1965;
Bishop et al., 1980; Castille y Lawrence, 1981). '

El camardn azul Litopenaeus stylirostris (Stimpson) se dis-
tribuye desde Punta Abreojos, Baja California, en México,
hasta Tumbes, Perii. En Ia porcién central y norte del Golfo de
California es la segunda especie de'mayor abundancia vesla
que domina en las lagunas costeras, estuarios y bahfas desde el
norte de Mazatldn hasta el Rio Colorado (Aragén, 2000).

El consumo de oxigeno es una respuesta fisiolégica que se
puede correlacionar con las variaciones de los factores ambien-
tales, ya que la tasa respiratoria estd relacionada con el trabajo
metabdlico y el flujo de energia que los organismos canalizan
hacia los mecanismos del control homeostitico (Salvato ef al.,
2001).

En los decdpodos l1a excrecién de amonio-N representa mas
del 85% de la excrecién nitrogenada (Regnault, 1987). La
excrecion de amonio en los crustdceos es afectada por factores
intrinsecos como el tamafio corporal, el estadio de! ciclo de
muda y por factores extrinsecos como la temperatura, la salini-
dad y el oxigeno disuelto (Needham, 1957). El efecto de la
salinidad y la temperatura sobre la excrecién nitrogenada se ha
cuantificado en peneidos como Fenneropenaeus indicus
(Milne Edwards), Marsupenaeus japonicus (Bate), Penaeus
monodon (Fabricius), £ chinensis (Osbeck), Farfantepenaeus
aztecus (Ives) y Litopenacus vannamei (Boone) (Gerhardt,
1980; Chen y Lai, 1993; Chen ef al., 1994; Chen y Lin, 1995;
Herndndez y Diaz, 1993; Jiang et al., 2000; Diaz et al,, 2001).

La funcién del amonio en los procesos de osmorregulacién ha .

sido estudiado en dos aspectos, como un constitayente de los
aminodcidos libres para la regulacién osmética intracelular
(Bishop et al., 1980) y como un i6n de intercambio para la re-
gulacion del Na* en la hemolinfa de los crustéceos (Mangum ef
al., 1976; Pressley et al., 1981),

La osmorregulacién es un mecanismo importante de adap-
tacién ambiental en especies acudticas, particularmente en los
crustdceos (Péqueux, 1995). Se ha demostrado que cuando los
camarones juveniles son expuestos a cambios ambientales hay
una modificacién en el balance idnico y osmético (Williams,

Introduction

According to Castille and Lawrence (1981) and Claybrook
(1983), the adaptation capacity of penaeids is specific and
determined by a number of evolutive factors, which have
resulted in the differential distribution of shrimp species in the
marine-lagoon-estuarine gradient. The life cycle of many
shrimp species occurs within marine and lagoon-estuarine
environments. Adults depend on the stability of the marine
environment to breed, whereas portlarvae and Jjuveniles are
adapted to tolerate the cyclical environmental variations that
are frequent in lagoon-estuarine systems (Zein-Eldin and
Aldrich, 1965; Bishop et al., 1980; Castille and Lawrence,
1981).

The blue shrimp, Litopenaeus stylirostris (Stimpson), is
distributed from Punta Abreojos, Baja California, Mexico, to
Tambes, Peru. It is the second most abundant species in the
central and northern Gulif of California, and is predominant in
the coastal lagoons, estuaries and bays from northern Mazatldn
to the Colorado River (Aragon, 2000).

Oxygen consumption is a physiological response that can
be correlated with variations in environmental factors, since
respiration rate is related to the metabolic work and flow of
energy that the organisms channel into homeostatic control
mechanisms (Salvato et al., 2001).

In decapods, ammonium-N excretion represents more than
85% of nitrogen excretion {Regnault, 1987). Ammonium
excretion in crustaceans is affected by intrinsic factors, such as
body size and molt cycle stage, and extrinsic factors, such as
temperature, salinity and dissolved oxygen (Needham, 1957).
The effect of salinity and temperature on nitrogen excretion
has been quantified in Fenneropenaeus indicus (Milne
Edwards), Marsupenaeus japonicus (Bate), Penaeus monodon
(Fabricius), F. chinensis (Osbeck), Farfantepenaeus aztecus
(Ives) and Litopenaeus vannamei (Boon) (Gerhardt, 1980,
Chen and Lai, 1993; Chen et al., 1994; Chen and Lin, 1995;
Hernandez and Diaz, 1995; Jiang et al., 2000; Diaz et al.,
2001). The role of ammenium in osmoregulation processes has
been studied from two viewpoints: as a constituent of free
amino acids for intracellular osmotic regulation (Bishop et al.,
1980) and as an exchange ion for the regulation of Na* in the
hemolymph of crustaceans (Mangum et al., 1976; Pressley et
al.,, 1981).

Osmoregulation is an important environmental adaptation
mechanism in aquatic species and in particular crustaceans
(Péqueux, 1995). When juvenile shrimp are exposed to envi-
ronmental changes, a modification occurs in the ionic and
osmotic balance (Williams, 1960; Castille and Lawrence,
1981; Herndndez and Diaz, 1995; Diaz ¢t al., 2001; Lemaire et
al., 2002), respiratory activity (Dalla-Via, 1986; Villarreal et
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1960; Castille y Lawrence, 1981; Herndndez y Diaz, 1995;
Diaz et al., 2001; Lemaire ef al., 2002), la actividad respirato-
ria (Dalla Via, 1986; Villarreal ef al., 1994; Chen y Lin, 1995;
Rosas et al., 1999; Rosas et al., 2001; Villarreal et al., 2003), el
crecimiento (Bray er al, 1994; Wyban ef al., 1995; Ponce-
Palafox et al., 1997; Kumlu et al., 2001; Coman et al., 2002) y
la excrecién de amonio (Chen y Lai, 1993; Chen y Nan, 1993;
Chen y Nan, 1994; lang et al., 2000, Diaz et al., 2001). Esos
estudios han aportade evidencias de que los camarones penei-
dos estdn adaptados a tolerar las fluctuaciones naturales de los
factores ambientales. El monitorear la condicién fisiolégica de
los crusticeos mediante la osmorregulacién puede tener un uso
potencial como biomarcador para evaluar el estado fisioldgico
de los camarones y, por lo tanto, predecir el efecto del estrés
causado por las variaciones de los factores ambientales y los
contaminantes, asi como para conocer las condiciones optimas
para su cultivo (Lignot et al., 1999, 2000; Brito et al., 2000).

Los estudios ecofisioldgicos en el camarén azul son
escasos. El objetivo de este estudio fue evaluar €l efecto de la
temperatura y la salinidad sobre el consumo de oxigeno, la
excrecion de amonio y la capacidad osmorreguladora de
juveniles de Litopenaeus stylirostris para determinar las
condiciones dptimas para su cultivo.

Materiales y métodos

Los juveniles de L. stylirostris se obtuvieron de la granja de
produccion El Camarén Dorado localizada en el estado de
Sonora, México. En el laboratorio, 900 camarones con un
intervalo de peso himedo de 0.8-1.0 g fueron colocados en
tres estanques de 500 L provistos de aireacién constante, con
flujo continuo de agua de mar a una salinidad de 35%. . El foto-
periddo se mantuvo en 12/12 h luz-obscuridad con un periodo
de transicién de 30 minutos. Los juveniles se aclimataron
durante 30 dias a 20°C, 28°C y 33°C =* 1, {ase en la que los
organisimos fueron alimentados con alimento proporcionado a
10% de su peso himedo corporal dos veces al dia (10:00 y
18:00 h), con una dieta comercial para camarén con 35% de
proteina. Los animales muertos, el alimento remanenie y las
exuvias fueron extraidos de los estanques diariamente.

Posteriormente se inicié la aclimatacién de los organismos
a salinidades de 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40%e., para lo que se
colocaron 20 organismos en recipientes de 20 L realizdndose
dos repeticiones para cada condicién experimental. Las salini-
dades menores a 35%¢ se obtuvieron mediante diluciones con
agua de la Hlave previamente desclorada, salvo la de 40%0 que
se obtuvo al adicionar sales sintéticas de mar. La tasa de dismi-
nucién e incremento de la salinidad fue de 5%. por dia y, una
vez alcanzadas las salinidades experimentales, los camarones
permanecieron en tales condiciones durante siete dfas, tiempo
suficiente para que estabilizaran su medio interno (Castille y
Lawrence, 1981).

El consumo de oxigeno y la excrecién de amonio de los
organismos fueron medidos en un sistema respirémetrico
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al., 1994; Chen and Lin, 1995; Rosas et al., 1999; Rosas et al.,
2001; Villarreal ef al, 2003), growth (Bray ef al, 1994,
Wyban et al., 1995; Ponce-Palafox et al., 1997; Kumlu ef al.,
2001; Coman et al., 2002), and ammonium excretion {Chen
and Lai, 1993; Chen and Nan, 1993, 1994; Jiang er al., 2000,
Diaz et al,, 2001). These studies have shown that penacid
shrimp are adapted to tolerate natural environmental fluctua-
tions. Osmoregulation can be used as a potential biomarker to
monitor the physiolegical condition of crustaceans and, hence,
predict the effect of stress caused by variations in environmen-
tal factors and pollutants, and determine the optimal culture
conditions (Lignot et al., 1999, 2000; Brito et al., 2000).

There are few ecophysiological studies on the blue shrimp.
This work aims to evaluate the effect of temperature and
salinity on oxygen consumption, ammonium excretion and
osmoregulatory capacity of Litopenaeus stylirostris juveniles
to determine the optimum conditions for its cultivation.

Materials and methods

Litopenaeus stylirostris juveniles were obtained from the
El Camaron Dorado production farm located in the staie of
Sonora, Mexico. In the laboratory, 900 shrimp ranging from
0.8 to 1.0 g wet weight were placed in three 500-L tanks with
constant aeration and continuous flow of 35%e salinity sea-
water. A 12:12 h light:dark photoperiod was maintained, with a
30-min transition period. Juveniles were acclimated at 20°C,
28°C and 33°C £ 1 for 30 days. Puring this phase, the organ-
isms were fed a commercial shrimp diet with 35% protein at
10% of their wet body weight, twice a day (10:00 and 18:00 h).
The dead animals, leftover food and exuviae were removed
daily from the tanks.

Subsequently, the organisms were acclimated at salinities
of 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40%.. Twenty organisms were
placed in 20-L recipients and two repetitions were made for
each experimental condition. Salinities lower than 35%o were
obtained by diluting with .previously dechlorinated tapwater
and that of 40%. was obtained by adding synthetic sea salts.
The rate of salinity decrease and increase was 5%o per day and
once the experimental salinities had been obtained, the shrimp
remained in those conditions for seven days, sufficient time for
them to stabilize their internal medium (Castille and Lawrence,
1981). .

Oxygen consumption and ammonium excretion were mea-
sured in a semi-open respiratory system like the one described
by Dfaz et al. (1989), consisting of 21 chambers of 250 mL
each. Twenty shrimp in intermolt stage were individually
introduced into the respiratory chambers 24 h before initiating
measurements, which were made between 9:00 and 13:00 h.
The molt cycle stage was identified according to the procedure
described by Huner and Colvin (1979). Water flow in the
chambers remained open for 2 h; before closing, two waler
samples were taken to measure the initial concentration of
dissolved oxygen with a YSI 52 oxymeter (Yellow Springs
Instruments Co.), equipped with a polarographic sensor, and
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semiabierto como el descrito por Diaz er al, (1989) el cual
consiste de 21 cémaras de 250 mL cada una. De manera indivi-
dual 20 camarenes en estadio de intermuda fueron introducidos
en las cdmaras respirométricas 24 h antes de iniciar las medi-
ciones que se realizaron entre las 9:00 y las 13:00 h. El estadio
del ciclo de muda fue identificado de acuerdo con el procedi-
miento descrito por Huner y Colvin (1979). El flujo de agua en
las cdmaras permanecid abierio durante 2 h, perc antes de
cerrarlas se tomaron dos muestras de agua para medir la con-
centracidn inicial de oxigeno disuelto con un oximetro YSI 52
(Yellow Springs Instruments Co.) provisto de un sensor pola-
rografico, y la concentracién inicial de amonio por el método
del fenothipoclorito (Rodier, 1981). Las cdmaras permanecie-
ron cerradas durante 1 h, ya que de acuerdo a Stern et al
(1984), éste es el tiempo adecuado para que el oxigeno disuelto
no disminuya por debajo de 30% y no cause estrés en los
organismos. Antes de que el flujo de agua en las cémaras se
reestableciera se tomaron dos muestras de agua para medir la
concentracion final del oxigeno disuelto ¥ el amonio produ-
cido. La camara nimero 21 fue usada como control para medir
el consumo de oxigeno y la produccién de amonio por los
microorganismos y hacer las correcciones necesarias. Se reali-
zaron dos repeticiones de cada prueba.

Para determinar la presién osmdtica en los organismos
provenientes de cada condicién experimental se extrajo una
muestra de hemolinfa de 10 pL con una pipeta automdtica a
través de la membrana toraco-abdominal (previamente secada
con papel absorbente). Las osmolaridades de la hemolinfa y
del medio fueron medidas con un osmémetro de vapor Wescor
5520 y los datos se expresaron en mmol kg™

Inmediatamente al finalizar los experimentos los camaro-
nes fueron muertos por inmersién en agua caliente, se secaron
en una estufa a 60°C, se colocaron en un desecador durante 2 h
y se pesaron en una balanza {(Ohaus Explorer) para determinar
su peso seco, Laos resultados del consumo de oxigeno de los
organismos y de la excrecién de amonio se expresaron en
mg O, b g' y mg NH,* h™' g de peso seco (p.s.), respectiva-
mente,

El consumo de oxigeno y la excrecién nitrogenada se grafi-
caron en cajas en paralelo (Tukey, 1977). Dentro de las cajas el
50% de los datos se distribuyé alrededor de la mediana y en los
intervalos de confianza. El otro 50% se distribuyé en cada
barra. Se utilizé un andlisis de varianza de dos vias (Sigma
Stat) para determinar el efecto de la temperatura y la salinidad
sobre el consumo de oxigeno, la excrecion nitrogenada y la
osmolaridad de 1a hemolinfa de L. stylirostris, Para describir el
efecto de la salinidad y la temperatura sobre la osmolaridad de
la hemolinfa se utilizé una regresién lineal (Sigma-Stat). Los
valores de los puntos isosméticos (donde la osmolaridad de
la hemolinfa es igual a la osmolaridad del medio) fueron deter-
minados usando la férmula de Ferraris er al. (1986). En los
Juveniles del camarén azul se calculé la capacidad osmorregu-
ladora como la diferencia entre la osmoelaridad de la hemolinfa
y la del medio externo (Lignot ef al., 2000).
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the initial concentration of ammonium by the phenothypochlo-
rite method (Rodier, 1981). The chambers remained closed for
1 h, because according to Stern er al. (1984), during this time
dissolved oxygen does not decrease below 30% and does not
cause stress to the organisms. Before re-establishing the water
flow, two water samples were taken to measure the final con-
centration of dissolved oxygen and ammonium produced. The
21st chamber was used as control to measure oxygen consump-
tion and ammonium production by the microorganisms and
make the necessary corrections. Two repetitions were made of
each test.

To determine the osmotic pressure in organisms from each
experiment, a 10-uL hemolymph sample was taken with an
automatic pipette through the thoraco-abdominal membrane
(previously dried with absorbent paper). The osmolarity of the
hemolymph and medium were measured with a Wescor 5520
vapor pressure osmometer and the data are given in mmol kg,

Immediately following the experiments, the shrimp were
put to death by immersion in hot water, dried in an oven at
60°C, placed in a desiccator for 2 h and weighed on an
Ohaus Explorer balance to determine dry weight. The resulis
of oxygen consumption and ammonium excretion are given
in mg O, h' g' and mg NH,* ! g! dry weight (d.w.),
respectively,

Oxygen consumption and ammonium excretion were plot-
ted using parallel boxplots (Tukey, 1977). Within the boxes,
50% of the data were distributed around the median and in the
confidence intervals; the other 50% were distributed in each
bar. A two-way analysis of variance was used (Sigma Stat) to
determine the effect of temperature and salinity on oxygen
consumption, ammonium excretion and osmolarity of the
hemolymph of L. stylirostris. A linear regression (Sigma Stat)
was used to describe the effect of salinity and temperature on
hemolymph osmolarity. The values of the isosmotic points
(where hemolymph osmolarity is equal to environmental
osmolarity) were determined using Ferraris et al’s (1986)
formula. Osmoregulatory capacity in blue shrimp juveniles
was calculated as the difference between osmolarity of the
hemolymph and of the external medium (Lignot ef al., 2000).

Results

The rate of oxygen consumption in L. stylirostris juveniles
maintained at 23°C ranged from 9.0t0 9.7 mg O, h* g~ d.w. at
salinities of 10-25%. and from 10.5to 120 mg O, h-' ¢! d.w.
at salinities of 30—40%o.. In organisms acclimated at 28°C, the
oxygen consumption rate was from 14.0 to 16.0 mg O, h! g!
d.w., while in those acclimated at 33°C, consumption increased
30-40% at salinities of 10-20%. and decreased at salinities of
25-40%e (fig. 1). The analysis of variance indicated that
temperature had a significant effect (P < 0.05) on oxygen
consumption in blue shrimp, but that salinity and the inter-

action between temperature and salinity was not significant
(P> 0.05).
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Resultados

La tasa de consumo de oxigeno en los juveniles de L.
stylirostris mantenidos a 23°C y aclimatados a salinidades de
10 a 25%c fue de 9.0 2 9.7 mg O, h! g p.s., mientras que en
los aclimatados de 30 a 40%. el consumo se incrementd al
intervalo de 10.5 a2 120 mg O, h™' g! p.s. En los organismos
aclimatados a 28°C la tasa fue de 14.02 16.0 mg O, h' g! p.s.
y en los expuestos a 33°C el consumo se incrementé del 30% al
40% en las salinidades de 10 a 20%e., v disminuyd en las de 25
a 40%e (fig. 1). El andlisis de varianza indicé que la tempera-
tura ejercio un efecto significativo (P < 0.05) sobre el consumo
de oxigeno del camardn azul, la salinidad y la interaccion entre
temperatura y salinidad no tuvieron efectos significativos
(P > 0.05).

En el camardn azul L. stylirostris aclimatado a 23°C Ja tasa
de excrecién de amonio se incrementé a 10%c de salinidad
v disminuyd conforme ésta se auments, obteniéndose la tasa
de excrecién més baja (0.08 mg NH,* h™' g p.s.) a salinidades
de 35 y 40%e.. La tasa de excrecidn de los camarones manteni-
dos a 28°C se mantuvo constante con un intervalo de 0.21—
0.27 mg NH,* b' g p.s. En los organismos expuestos a 33°C
la excrecién de amonio se incrementd significativamente en un
350-380% a salinidades de 10-15%e., respecto a la excrecidn
de organismos aclimatados a 23°C y 28°C. Al incrementarse la
salinidad la tasa de excrecién disminuyd hasta que, a 40%. se
alcanzé una tasa de 0.20 mg NH,* h™ g p.s (fig. 2). El analisis
de varianza indicdé que hubo un efecto significativo de la
temperatura y la salinidad sobre la tasa de excrecidn de amonio
(P < (.05), pero el efecto de la interaccidn entre la temperatura
y la salinidad no fue significativo.

En los juveniles aclimatados a 23°C, 28°C y 33°C la osmo-
laridad de la hemolinfa se relacioné de manera lineal con
respecto a la del medio externo, obieniéndose las siguientes
ecuaciones:

MI a23°C = 511.26 + (0.245 x ME), #* = 0.93
MI a 28°C = 546.47 + (0.170 x ME), 2 = 0.96
MI a 33°C = 444.27 + (0.366 x ME), r2 = 0.85

donde MI es Ja osmolaridad de la hemolinfa de los
camarones y ME es osmolaridad del medio externo. Cuando
la salinidad del medio externo se incrementdé de 10 a 20%e
(307-563 mmoi kg) la concentracién de la hemolinfa de los
camarones fue hiperosmdtica con respecto al medio externo en
un intervale de 590 a 654 mmol kg, en las salinidades de 25 a
40%o (752-1186 mmol kg ') en los organismos mantenidos en
23°C y 28°C la osmolaridad de la hemolinfa fue hiposmética
(671-801 mmot kg) con respecto a la del medio externo. Para
los camarones aclimatados a 33°C la concentracidn osmdtica
de la hemolinfa en ese intervalo de salinidad tuvo un patrén
hipoosmoconformador (fig. 3). El anlisis de varianza indicé
que la salinidad y la temperatura tuvieron un efecto signifi-
cativo (P < 0.05) sobre ia concentracién osmética de la
hemolinfa de los camarones, asi como la interaccién entre la
temperatura y la salinidad tuvieron un efecto significativo.
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Figura 1. Consumo de oxigeno (mg O, ! gt p.s) en Litopenaeus
stylirostris aclimatados a 23°C, 28°C y 33°C y expuestos a diferentes
salinidades. La zona sombreada limitada por los tridngulos representa el
intervalo de confianza de la mediana al 95%. En las barras se encuentra
distribuido el 50% de los datos y las lineas representan los cuartiles,
Figure 1. Oxygen consumption {mg O, h! gt dw) in Litopenaeus
styfirostris acclimated at 23°C, 28°C and 33°C, and exposed o different
salinities. The shaded area limited by triangles represents the 95%
confidence interval of the median; 50% of the data are distributed in the
clear bars and the lines represent the quartiles.

In L. stylirostris acclimated at 23°C, the rate of ammonium
excretion increased at 10%o and decreased as salinity increased,
with the lowest value of 0.08 mg NH;* h* g™ d.w. at 35-40%.
The rate of excretion in blue shrimp maintained at 28°C
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Figura 2. Excrecion de amonio (mg NH,* h™' ¢! p.s.) en Litopenaeus
slylirostris aclimatados a 23%C, 28°C y 33°C y expuesto a diferentes
salinidades. La zona sombreada limitada por los trigngulos representa el
intervalo de confianza de la mediana al 95%. En las barras se encuentra
distribuido el 50% de los datos y las lineas representan los cuartiles.
Figure 2. Ammonium excretion [mg NH,* h' g' dw) in Litopenaeus
siylirosiris acclimated at 23°C, 28°C and 33°C, and exposed to different
safinities. The shaded area limited by triangles represents the 95%
confidence interval of the median; 50% of the data are distributed in the
clear bars and the lines represent the quartiles

Los puntos isosmdticos obtenidos en los camarones
expuestos a las diferentes salinidades tuvieron un infervalo de
676.8-700.7 mmol kg (23.7-24.6%¢). La temperatura de
aclimatacién no afecté significativamente (P > 0.01) los
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remained constant, ranging from 0.21 to 0.27 mg NH,* h™' g
dw. In organisms exposed to 33°C, ammonium excretion
increased significantly by 350-380% at salinities of 10-15%e
relative to that obained for organisms acclimated at 23°C and
28°C,; the rate of excretion decreased as salinity increased until
& rate of 0.20 mg NH,* h' g! dw. was obtained at 40%s
(fig. 2). The analysis of variance indicated a significant effect
of temperature and salinity on the rate of ammonium excretion
(P < 0.05), but the effect of the interaction between tempera-
ture and salinity was not significant.

In juveniles acclimated at 23°C, 28°C and 33°C, the osmo-
larity of the hemolymph was linearly related to that of the
external medium. The following equations were obtained:

MI at 23°C = 511.26 + (0.245 x ME), r2 = 0.93
MI at 28°C = 546.47 + (0.170 x ME), 2 = 0.96
MI at 33°C = 444,27 + (0.366 x ME), 1* = 0.85

where MI is the osmolarity of the shrimp hemolymph and
ME the osmolarity of the external medium. When salinity of
the external medium increased from 10 to 20%. (307-563
mmol kg™') the concentration of the hemolymph was hyper-
osmotic relative to the external medium, ranging from 590 to
654 mmol kg'. At salinities of 25-40%. (7521186 mmol kg™
the osmolarity of the hemolymph in organisms maintained at
23°C and 28°C was hypo-osmotic (671-801 mmol kg-') rela-
tive to the external medium. For shrimp acclimated at 33°C, the
osmotic concentration of the hemolymph in that salinity range
had a hypo-osmoconformer pattern (fig. 3). The analysis of
variance indicated that salinity and temperature had a signifi-
cant effect (P < 0.05) on the osmotic concentration of the
hemolymph, and that the interaction between temperature and
salinity also had a significant effect.
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Figura 3. Relacidn entre la osmolaridad de la hemolinfa y ta osmolaridad
del medio de Litopenaeus stylirostris expuesto a diferentes combinaciones
de temperatura y salinidad.

Figure 3. Relation between osmolarity of the hemolymph and osmolarity of
ihe external medium of Lifopenaeus shylirostis exposed to different
combinations of temperature and salinity.
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valores de los puntos isosméticos de los organismos expuestos
a las diferentes salinidades.

En los juveniles del camarén azul la capacidad osmorre-
guladora fue modificada significativamente por la salinidad
{P < 0.03) de hiper a hiposmética, ya que en las salinidades de
10-20%e tuvo un intervalo de 306 a 10, en tanto que en las
salinidades de 25-40%. fue de -22 a —459 (fig. 4). La tempera-
tura afecté de manera significativa (P < 0.05) la capacidad
osmorreguladora de los organismos particularmente en los
aclimatados a 33°C.

Discusién

La tasa respiratoria de los crustdceos es modificada por fac-
tores externos como la salinidad, la infensidad luminosa, el
oxigeno disuelto y la temperatara (Kutty ef al., 1971; Bishop et
al., 1980, Dalla-Vfa, 1986; Kurmaly et al., 1989; Martinez-
Palacios et al., 1996). En los juveniles de L. stylirostris se
obtuvo una relacién directa entre la tasa de consumo de oxi-
geno y la temperatura. Esta misma respuesta fue obtenida por
Kutty et al. (1971) en Penaeus indicus, en P. monodon por
Kurmaly et al. (1989), por Chen y Lai (1993} en F. japonicus,
por Villarreal y Ocampo (1993) en P. californiensis (Holmes)
y por Martinez-Palacios er al. (1996) en P vannamei. Los
camarones que se mantuvieron a 28°C tuvieron una tasa meta-
bélica constante en todo el intervalo de salinidades utilizadas.
Venkataramiah et al. {1974) han enfatizado que la respiracion
no puede ser considerada como un buen indice de la tolerancia
a la salinidad salvo en casos donde la temperatuga experimental
corresponda a las caracterfsticas naturales del hébitat de los
organismos. La temperatora preferida por el camarén azul,
determinada por Re ef al. (2000}, es de 28°C y ademds estd
dentro del intervalo medio de temperatura de su ambiente
natural, de modo que la respiracién puede ser indicativa de
tolerancia a la salinidad.

El consumo de oxigeno del camardn azul no se vid afectado
por la salinidad. Se ha demostrado para otros decdpodos
eurihalinos que la salinidad no tiene vn efecto pronunciado
sobre el consumo de oxigeno si los organismos experimentales
son aclimatados a las salinidades de prueba y si éstas no son
extrernas (Bishop et al., 1980; Gaudy y Sloane, 1981; Diaz-
Herrera et al., 1992; Villarreal y Rivera, 1993; Salvato et al.,
2001). En los juveniles de L. stylirostris el tiempo de aclima-
tacién a cada condicion de salinidad fue el suficiente para
estabilizar su medio interno (Castille y Lawrence, 1981).
Asimismo, el iniervalo de salinidades utilizado corresponde a
las fluctuaciones naturales a las que la especie estd expuesta
(Aragén, 2000).

Kinne (1967) describi6 cuatro tipos de respuesta metabd-
lica en organismos acudticos que han sido aclimatados a una
nueva salinidad: (1) La tasa de consume de oxigeno no es
influenciada por los cambios de salinidad; (2) la tasa metabd-
lica de los organismos se incrementa en salinidades reducidas y
disminuye en salinidades altas; (3) la tasa metabélica se incre-
menta tanto en bajas como en altas salinidades; y (4) la tasa de
consumo de oxigeno disminuye tanto en bajas como en altas
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The isosmolic points obtained for blue shrimp exposed fo
different salinities ranged from 676.8 to 700.7 mmol kg*
(23.7-24.6%0). Acclimation temperature did not significantly
affect (F > 0.01) the values of the isosmotic points of the
organisms exposec Lo different salinities.

In shrimp juveniles the osmoregulatory capacily was
significantly modified by salinity (P < 0.03) {rom hyper- to
hypo-osmotic, with a range of 306 to 10 at salinities of 10—
20%0 and of —22 to —459 at salinities of 25-40%. (fig. 4).
Temperature had a significant affect (P < 0.05) on the osmo-
regulatory capacity of the organisms, particularly those
exposed to 33°C.

Discussion

The respiratory rate of crustaceans is modified by external
factors such as salinity, light intensity, dissoived oxygen and
temperature (Kutty et al., 1971; Bishop et al., 1980; Dalla-Via,
1986; Kurmaly ef al., 1989; Martinez-Palacios et al., 1996). In
L. swylivostris juveniles a direct relationship was obtained
between the rate of oxygen consumption and temperature. This
same response was obtained by Kutty ef al. (1971) for Penaeus
indicus, by Kurmaly et al. (1989) for P monodon, by Chen and
Lai (1993) for P. japonicus, by Villarreal and Ocampo (1993)
for P. californiensis (Holmes) and by Martinez-Palacios er al.
(1996) for P vannamei. Shrimp kept at 28°C had a steady
metabolic rate throughout the range of salinities used.
Venkataramiah et al. (1974) have stressed that respiration can-
not be considered a good index of salinity tolerance except in
cases where experimental temperature corresponds to natural
characteristics of the organisms’ habitat. For the bjue shrimp,
the preferred temperature determined by Re ef al. (2000} is
28°C, which is also within the mean temperature range of its
natural environment; hence, respiration can be indicative of
salinity tolerance.

Oxygen consumption of blue shrimp was not affected by
salinity. In other euryhaline decapods salinity was not found to
significantly affect oxygen consumption if the experimental
organisms were acclimated to the test salinities and if these
were not extreme (Bishop er al., 1980; Gaudy and Sloane,
1981; Diaz-Herrera et al., 1992; Villarreal and Rivera, 1993;
Salvato et al., 2001). For L. stylirostris juveniles, the time of
acclimation to each salinity condition was sufficient for them
to stabilize their internal medium (Castille and Lawrence,
1981}, moreover, the range of salinities used corresponds to
the natural fluctuations to which the species is exposed
{Aragoén, 2000).

Kinne (1967} described four types of metabolic response in
aquatic organisms exposed to a mew salinity: (1) the rate of
oxygen consumption is not influenced by changes in salinity,
(2) the metabolic rate of the organisms increases in reduced
salinities and decreases in high salinities, (3) the metabolic rate
increases in both low and high salinitics, and (4) the rate of
oxygen consumption decreases in both low and high salinities.
The blue shrimp exhibited type 1 response because oxygen
consumption was not significantly modified in those organisms
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salinidades, El camarén azul exhibié la respuesta tipo 1, ya que
el consumo de oxigeno no se modifics significativamente en
los organismos mantenidos en 28°C, al ser expuestos a las dife-
rentes salinidades. En los organismos aclimatados a 23°C y
33°C se obtuvo una tendencia no significativa a incrementar su
metabolismo en altas y bajas salinidades.

La tasa de excrecién nitrogenada cuantificada en L.
stylirostris se increment6 al exponerlo a las diferentes tempera-
turas de aclimatacidn, respuesta que ha sido descrita en otros
crustaceos (Spaargaren et al., 1982; Chen y Lai, 1993; Jang et
al., 2000).

En peneidos como P, japonicus, F. chinensis, P. monodon,
F. azgtecus y L. vannamei, se ha reportado un incremento de la
excrecidn nitrogenada cuando se disminuye Ia salinidad
(Spaargaren er al., 1982; Chen y Lin, 1992; Chen y Lai, 1993;
Chen er al., 1994; Herndndez y Diaz 1995; Jiang et al., 2000;
Diaz et al., 2001}, En este estudio la tasa de excrecion de amo-
nic en los camarones aclimatados a 23°C y 33°C se incrementé
-cuando Ia salinidad se disminuyé de 40 a 10%,. Esta respuesta
posiblemente estd relacionada con un incremento en el catabo-
lismo de los aminodcidos ya que, de acuerdo con Chen (1998),
los camarones, en bajas salinidades, utilizan proteinas como
fuente primaria para la obtencién de energia.

En los juveniles de camardn azul expuestos a las diferentes
salinidades la tasa de excrecién de amonio se relacioné con los
procesos de osmorregulacién, ya que la excrecién se incre-
menté cuando los camarones fueron hiper-reguladores y
disminuyé cuando hipo-regularon. Mangum et al. (1976) y
Pressley et al. (1981) demostraron que, después de la transfe-
rencia de Jos organismos a medios diluidos, hay un incremento
en la captacion acliva de Na+, lo que fue relacionado con un
incremento en la excrecién de amonio. La absorcién de sodio
es requerida para compensar su pérdida debido a la operacion
de la bomba de intercambio Na*/NH,*. Estos mecanismos fue-
ron utilizados por los camarones para balancear la concentra-
cién osmdética de la hemolinfa al ser expuestos a medios
hiperosméticos.

El patrén de osmorregulacion de los juveniles del camarén
azul L. stylirostris obtenido fue el tipico de muchos crusticeos
que habitan en sistemas lagunares estuarinos, fueron hiporre-
guladores e hiperreguladores en salinidades por arriba y por
debajo del punto isosmético respectivamente {Vernberg y
Vernberg, 1972; Mantel y Farmer, 1983).

Los puntos isosméticos para los juveniles del camarén azul
aclimatados a las tres temperaturas tuvieron un intervalo de
676.8-700.7 mmol kg (23.7-24.6%c). Estos valores estdn
dentro del intervalo de puntos isosméticos reportados para
diferentes especies de peneidos (Diaz et al, 2001), y son
mayores que los reportados por Rodriguez (1981) y Castille y
Lawrence (1981) de 610 y 680 mmol kg™, respectivamente, y
menores al reportado por Lemaire er al. ( 2002), de 735 mmol
kg™ para el camardn azul. Las diferencias se pueden atribuir a
las diferentes condiciones experimentales utilizadas en estos
estndios, ya que se conoce que factores como el estadio del
ciclo de muda, el tamafio de los organismos y el estado
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Figura 4. Capacidad osmorreguladora del camardn azul Litopenaeus
stylirostris aclimatado a 23°C, 26°C y 33°C y a diferentes salinidades.
Figure 4. Osmoreguiatory capacity of blue shrimp Lifopenasus stylirostris
acclimated at 23°C, 28°C and 33°C and at different salinities.

kept at 28°C and exposed to different salinities; a non-
significant trend was obtained for those organisms acclimated
at 23°C and 33°C, their metabolism increasing in high and low
salinities.

The ammonium excretion rate guantified in L. stylirostris
increased on exposure to different acclimation temperatures.
This response has been described for other crustaceans
(Spaargaren et al, 1982; Chen and Lai, 1993; Nang ef al,
2000). .

Nitrogenated excretion has been found to increase in P
Japonicus, F. chinensis, P monodon, F aztecus and L.
vannamel when salinity decreases (Spaargaren et al., 1982;
Chen and Lin, 1992; Chen and Lai, 1993: Chen er al., 1994;
Herndndez and Diaz 1995; Fiang et al., 2000; Diaz et al.,
2001). In this study, the rate of ammonium excretion in shrimp
acclimated at 23°C and 33°C increased when salinity decreased
from 40 to 10%e; this response may be related to an increase in
the catabolism of the amino acids because, according to Chen
(1998), shrimp at low salinities use proteins as the main source
of energy.

In blue shrimp juveniles exposed to different salinities the
rate of ammonium excretion was associated with osmoregula-
tory processes, since excretion increased when the shrimp
were hyper-regulators and decreased when they were hypo-
regulators. Mangum er al. (1976} and Pressley ef al. (1981)
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nutricional tiene una influencia sobre la osmolaridad de la
hemotinfa.

Los valores de las pendientes de la relacién enire 1a concen-
tracion osmdtica del medio y de la hemolinfa de los juveniles
del camar6n azul aclimatados a 23°C, 28°C y 33°C y expuestos
a las diferentes salinidades fueron 0.25, 0.17 y 0.37, respecti-
vamente. Una desviacién de la pendiente de la linea isosmética
refleja el grado de 1a capacidad de regulacién (pendiente = O
osmorregulador, pendiente = 1 osmoconformador). Organis-
mos con pendientes altas, como los mantenidos a 23°C y 33°C,
tuvieron una regulacién hiperosmdética débil. El valor de la
pendiente para los organismos mantenidos a 28°C reflejé que,
en tal condicion, los camarones pueden caracterizarse como
fuertes reguladores.

Se recomienda que para optimizar el cultivo del camardn
azul en condiciones controladas, éste se haga a temperaturas
alrededor de 28°C y, dado que la salinidad no ha sido determi-
nada experimentalmente, nosotros proponemos que 25%o se
considere como la éptima para esta especie, ya que esta salini-
dad corresponde con el punto isosmotico determinado para el
camardn azul que, de acuerdo con Pannikar (1968), en estas
condiciones los camarones gastardn menos energia en el man-
tenimiento del gradiente osmético y, por lo tanto, el creci-
miento de los organismos se incrementard al estar en un
ambiente libre de estrés ambiental.
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have reported an increase in the active capture of Na*
following the transfer of organisms to.diluted media, and this
was related to an increase in ammmoeniom excretion, The absorp-
tion of sodium is necessary to compensate its loss due to the
operation of the Na*/NH,* exchange pump. These mechanisins
were used by shrimp to balance the osmotic concentration of
the hemolymph when-exposed to hyper-osmotic media.

The osmoregulatory pattern of L. stylirostris juveniles
obtained was typical of many crustaceans that inhabit lagoon-
estuarine systems: they were hypo-regulators and hyper-
regulators in salinities above and below the isosmotic point,
respectively (Vernberg and Vernberg, 1972; Mantel and
Farmer, 1983).

The isosmotic points for blue shrimp juveniles acclimated
at three temperatures ranged from 676.8 to 700.7 mmol kg
(23.7-24.6%0). These values are within the range of isosmolic
points reported for different penacid species (Diaz et al., 2001).
They are higher than those reported by Rodrfguez (1981) and
Castille and Lawrence (1981) of 610 and 680 mmeol kg, res-
pectively, and lower than those reported by Lemaire et al.
(2002) of 735 mmoi kg for blue shrimp. The differences can
be attributed to the different experimental conditions used in
these studies, considering that factors such as the molt cycle
stage, organism size and nutritional state influence the osmola-
rity of the hemolymph.

The slope values of the relation between the osinolic
concentration of the external medium and the hemolymph of
blue shrimp juveniles acclimated at 23°C, 28°C and 33°C
and exposed to different salinities were 0.25, (+17 and 0.37,
respectively. A deviation of the slope of the isosmotic line
reflects the degree of regulatory capacity (slope = 0, osmoregu-
lator; slope = 1, osmoconformer); organisms with high slopes
like those maintained at 23°C and 33°C had a weak hyperos-
motic regulation. The value of the slope for organisms kept at
28°C indicated that shrimp can be characterized as sirong
regulators in this condition.

To optimize the culture of blue shrimp under controlled
conditions, we recommend that temperatures of around 28°C
be used. Also, as salinity has not been experimentally deter-
mined, we suggest that 25%e be considered optimum for this
species because it corresponds to the isosmotic point deter-
mined for blue shrimp and, according to Pannikar (1968), in
this condition shrimp expend less energy on maintaining the
osmotic gradient and, therefore, growth will increase since the
organisms will be in a stress-free environment.
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ABSTRACT This study presents data on the effect of temperature and fluctuations in salinity on the oxygen consumption, nitrogen
excretion, and osmoregulation of Litopenaeus stylirostris juveniles to determine the combinations, so these can be used to optimize the
culture conditions. The oxygen consumption rate of juveniles acclimated to 23°C, 28°C, and 33°C was measured. Fluctuating salinity
levels were applied to these organisms in a sequence of 40%e, 32%eo, 25%s, 16%e, 25%o, 32%o, and back to 40%.. The results indicate
that metabolic rate of blue shrimp exposed to salinity fluctuation was not affected significantly. When the salinity was reduced from
40%0 to 25%o the ammonium excretion of the shrimp was increased, in an16%e salinity in all temperatures the ammonium production
increased in average of 220%, when the salinity was increased from 16%o to 40%e. the ammonium excretion of the shrimp was reduced.
Hemolymph esmolarity of the organisms was hyposmotic as the salinity was reduced form 40%o to 33%., hyperosmotic during the 25%.
to 16%o interval and hyposmotic as the salinity increased from 25%s 10 40%.. The isosmotic points had an interval of 676.8-700.7 mmol
Kg™' (23.7%o to 24.6%). The excretion rate of ammonium of the shrimp acclimated at temperatures of 23°C, 28°C, and 33°C was
related with the pattern of osmoregulation, when the shrimp were hyper-regulators, ammonium increased and diminished when they
were hypo-regulators. To optimize the culture of L. siylirostris in controlied conditions, we propose that they be cultivated in salinities
of 23%. and temperatares of 28°C because these are considered the optimal conditions, also this environment is free of stress, and for
this reason the growth of shrimp is increased.
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INTRODUCTION

Temperature and salinity of the water are among the most’

important environmental factors that affect the life of the penaeids
shrimp (Chen & Nan 1995). The adaptative capacity of the pe-
naeids is specific and determined by a number of factors, that have
caused shrimp species to be distributed differently in the marine-
estuarine gradient (Claybrook 1983). In recent years the studies on
the physiclogy of the penaeids have increased, due to interest in
the aquacultural practice with these organisms; through these in-
vestigations optimal conditions for their cuitivation can be delim-
ited (Brito et al. 2000).

One of the physiologic responses that can be correlated with the
changes of the environmental parameters is the oxygen consump-
tion rate, because it is related with the metabolic work and energy
flow that the organisms must destine for the mechanisms of ho-
meostatic control (Salvato et al. 2001). Therefore the measurement
of the oxygen consumption in the aquatic animals is a valid

method to evaluate the effect of environmeatal factors such as.

temperature, salinity, exposition to pollutants, light intensity, and
the dissolved oxygen, because it atlows the determination of the
energetic cost associated with the physiologic siress that these
combinations impose on the organisms (Kinne 1970, Villarreal
1993, Brown & Terwilleger 1999, Lemos et al. 2001, Altinok &
Grizzle 2003).

The ammonium excretion rate has been used to evaluate the
effect of various environmental factors on the physiology of the
crustaceans (Jiang et al. 2000). The ammonium represents 40% to
90% of the total nitrogen excreted by the crustaceans and is con-
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tinuously released through the branchial epithelium (Hartenstein
1970, Kintie 1977, Regnauli 1987), A decréase of the environmen-
tal osmotic concentration gives a result of a decrease on the amino
acids in the tissues and an increase in the ammonium excretion on
the organisms (Lange 1972). Si gnificant effects of temperature and
salinity on ammonium excretion have been quantified in some
species of crustaceans of commercial importance as in Macro-
brachium rosenbergii, De Man {Nelson et al. 1977, Stern et al.
1984, Diaz Herrera & Buckle Ramirez 1993); Fenneropenaeus
indicus, Milne-Edwards (Gerhardt 1980); F. chinensis, Osbeck
(Chen & Lin 1992, 1995); Marsupénaeus japonicus, Bate (Chen &
Lai 1993); Penaeus monodon, Fabricius (Chen et al. 1994);
Farfantepenacus aztecus, lves (Herndndez & Dfaz 1993); and
Litopenaeus vannamei, Boone (Jiang et al. 2000, Diaz et al. 2001).

The environmental variation of the salinity disorganizes the
osmotic balance in the penaeids, provoking the readjustment of the
osmotic concentration of the hemolymph on these organisms. The
ability for osmoregulation in decapods was evaluated by Charman-
ter et al. (1988, 1989) through the osmoregulatory capacity (0OC),
defined as the difference between the osmolality of the
hemolymph and the external medium osmolality for a given sa-
linity. The OC is a useful tool to evaluate the physiologic condition
of the shrimps as well as to detect the sublethal effects of the stress
in the culture systems (Lignot et al. 2000).

During the Jast 4 decades, the csmoregualatory physiology of
different species of penaeids has been studied to evaluate the op-
timal conditions for their culture as in: Farfantepenaeus aztecus
(Bishop et al. 1980, Castille & Lawrence 1981, Howe et al. 1982,
Hernéndez & Diaz 1995); in Litopenaeus setiferus, Linnaeus L.
stylirostris Stimpson and L. vannamei (Williams 1960, Castille &
Lawrence 1981, Rodriguez 1981); in P, esculentus, Haswell; Fen-
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neropenaeus merguiensis, De Man; and Metapenaeus bennettae
Racek and Dall (Dall 1981); in F. indicus (Parado-Estepa et al.
1987); in P. monodon {Cawthorne et al. 1983, Ferraris et al, 1986);
in Marsupenaeus japonicus (Charmantier-Daures et al. 1989); in
Fenneropenaeus chinensis (Chen & Lin 1994, Chen et al. 1995,
Chen & Lin 1998); and P. semisulcatus, De Hann (Clark 1992).
However, the osmoreguiation processes in these organisms were
studied in regimes of constant salinity, whereas in the lagoon-
estuarine systemns in which these crustaceans normally inhabit, the
factors are unstable and present marked variations in temperature,
salinity, and dissolved oxygen throughout the year (Salvato et al.
2001).

The blue shrimp Litopenaeus stylirostris is distributed from
Punta Abreojos, Baja California down to Tumbes, Peru. This spe-
cies is commercially cultivated in Ecuador and México, inhabits
lagoons, estuaries and bays, places with a varying hydrography

through the year, affecting organisms that inhabit in these aquatic .

systems, due to well defined periods of rain and drought (low
water) (Rodriguez 1981, Aragén 2000). The aguacultural potential
that the biue shrimp L. stylirostris has in México makes it neces-
sary to know the effect of the variations of temperature and salinity
on the oxygen consumption, nitrogen excretion and the osmoreg-
ulatory capacity, to determine the adequate environmental condi-
tions to optimize its cultivation.

MATERIALS AND METHODS

A number of Litopenaeus stylirostris juveniles (n = 1500) was
acquired in the preduction farm “Camarén Dorado S.A.” located in
Huatabampo, Sonora, México. The- organisms were placed on
three reservoirs of 2000 I in the laboratory with continuous flow of
seawater and constant aeration. They  were maintained at:a tem-
perature of 28°C + 1°C and a salinity of 35%. during a week, The
shrimps (n = 900) with a wet weight of 2.8 to 5.0 g were trans-
ferred to three circular reservoirs of 500 | for acclimation during 30
days to the temperatures of 23°C, 28°C, and 33°C = 1°C and 35%.
salinity. The temperatures of 23°C and 33°C were obtained by
decreasing or increasing the temperature of the water of the res-
ervoirs at a rate of 2°C by day. During this phase the shrimps were
fed twice a day with Rangen diet for shrimp with 35% of protein.
Once the period of thermal acclimation was over, salinity was
increased to 40%e + 1%o and remained in these conditions for 6
days, sufficient time for the shrimps to stabilize their internal
medium (Bishop et al, 1980, Rosas et al. 2001).

Of each experimental condition, 20 organisms in intermoult
stage were selected. The stage of the moult cycle was identified
according to the procedure described by Huner and Colvin (1979),
12 h before initiating the measurements they were introduced in-
dividually in a semi-opened respirometer as described by Diaz et
al. (1989) which consists of 21 respirometric chambers of 1 1.
These organisms, as well as the remainders (n = 140) that stayed
in the reservoirs, were exposed during 4 h in a cycle of 28 h
simulating a natural variation similar to an estuarine system, to the
effect of the salinity fluctuation as the salinities were changed in
sequence to 40%e, 32%o, 25%0, 16%0, 25%e, 32%o, and 40%e, ac-
cording to the methodology described by Vanegas et al. (1988). To
obtain the salinities lower than 35%. dilutions were carried out
using freshwater and the salinity of 40%. was obtained by the
addition of Instant Ocean salts. The shrimps were not fed 24 h
before beginning the determination of oxygen consumption, am-
monium excretion, and osmoregulatory capacity.

The measurements of oxygen consumption and ammonium ex-
cretion were quantified simultaneously in 20 organisms placed in
the respirometric chambers, the water flow on the chambers re-
mained open for 3 hours to let the adjustment of the internal
medium of the organisms exposed to a change of salinity (Diaz et
al. 2001). Before closing the flow, two water samples were taken
to measure the initial oxygen and ammonium concentration. Sub-
sequently the chambers remained closed for 1 hour to avoid a
reduction of the dissolved oxygen of 25% to 30%, and this con-
stituted a stress factor (Stern et al. 1984). Before the water flow
was re-established in the chambers, two water samples were taken
to measure the final dissolved oxygen and ammoniem production.

The dissolved oxygen concentration in the water samples were
measured with a dissolved oxygen meter YSI, model 52, provided
with a polarographic sensor, which was inside of an acrylic her-
metic chamber with a 10-mL capacity with adequate stirring. The
rate of oxygen consumption of the shrimps was calculated as the
difference between the initial and the final concentrations and it
was expressed as mg O, h™! g~* of dry weight (d.w.) calibration in
air at 100% relative humidity, to achieve this field probes can be
placed in the plastic calibration bottle with a moistened sponge.
For the quantification of ammonium excretion we used the phe-

nolhypochlorite method (Rodier 1981). The ammonium produc- {4

tion of the shrimps in each experimental condition was calculated
as the difference between the final concentration and the initial and
is expressed in mg NH4* h™' g~ d.w. The 21st chamber was used
as a control fo measure the oxygen consumption and the ammo-

-nium production by the microorganisms and to make the necessary
.Corrections.

The determination of the ostotic pressure was carried out in
the shrimps that remained in the feservoirs and they were exposed
to the same regimén of salinity fluctuation. Before the salinity
changed, 20 shrimps of the reservoir were extracted at random. To
each organism a single hemolymph sample of 10 L was extracted
with an automatic pipette directly off the thoraco-abdominal mem-
brane (previously dried with absorbent paper). Osmolality of the
hemolymph and the external medium were measured with a Wes-
cor 5520 vapor osmometer, calibration was run a 290 mmol/kg
standard and 1000 mmol/kg standard to establish baseline calibra-
tion for these standards, and the data were expressed in mmol
Kg™'. The linear relationship in the decreased or increased salinity
and osmolality at different temperatures were tested using linear
regression (Sigma-Stat). The isosmotic points {(where hemolymph
osmolality is equal to medium osmolality) were determined using
the formula of Ferraris et al. (1986). The osmoregulatory capacily
(OC), in the blue shrimp was calculated according to Lignot et al.
(2000) as the difference between the hemolymph osmolality and
the medium osmolality.

Immediately after ending the experiments the shrimps were
killed by immersion in boiling water, dried overnight at 60°C,
placed on a desiccator for 2 hours and weighed on 2 balance
(OHAUS Explorer) to determine the d.w,

The data of the oxygen consumption and ammonium excretion
of the shrimps exposed to the different experimental cenditions
were plotted in parallel boxes (Tukey 1977). Within the boxes 50%
of the data were distributed in the median and the confidence
intervals, the other 50% remained distributed in each bar. A 2-way
analysis of variance was used as previous determination of the
normality and homoscedasticity of the data (Sigma-Stat), to deter-
ming the effect of the temperature and salinity fluctuation on the
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oxygen consumption, nitrogen excretion and the hemolymph os-
motic pressure of L. stylirostris,

RESULTS

The exygen consumption rate in Litopenaeus stylivostris juve-
niles exposed to fluctuations of salinity and maintained in 23°C
was 1.1-1.51 mg O, ™' g™' d.w. This rate was of 1.70-1.98 mg
0, h™! g7 d.w. in organisms acclimated to 28°C and it increased
230% in comparison with those exposed to 33°C (Fig. 1). An
analysis of variance indicated that temperature had a significant
effect (P < 0.03) on the oxygen consumption of the blue shrimp,
but the effect of salinity and the interaction temperature-salinity
was not significant (P > 0.05).

L. stylirostris juveniles exposed to salinity of 40%e. and accli-
mated to 23°C and 28°C the lower ammonium excretion rate of
0.04-0.08 mg NH,* h™' g~' d.w. was obtained. In the shrimps
maintained in 33°C the excretion rate increased significantly up to
0.18 to 0.35 mg NH,* b~ g' d.w. When the organisms were
exposed to descending salinities of 40%o to 25%., ammonium ex-
cretion increased. In salinity of 16%. and in the three temperatures
in which the shritnps were maintained, the ammonium production
increased an average of 220%. When the organisms were exposed
to ascending salinities, the excretion of the shrimps was reduced
significantly (P < 0.05) (Fig. 2). An analysis of variance indicated
that there was a significant effect of temperature and salinity on the
ammenium excretion rate of L. seylirestris (P < 0.05), the inter-
action between temperature and salinity was not significant (P >
0.05). - : R

Hemolymph osmolarity of L. stylirestris acclimated to 23°C,

28°C, and 33°C and exposure to-salinity fluctuation- was refated -
linearly; the obtained slopes had an interval of 0.113 to 0.264.

(Table 1). When: salinity was reduced from. 40%o to:33%. (1,278—
965 mmol Kg™*) the hemolymph concentration was hypo-osmotic
with an interval of 873~777 mmol Kg™' in respect of the external
medium. In the interval of salinities of 25%o to 16%e (752556
mmol Kg™') the hemolymph of the shrimps was hyperosmotic
with an interval of 677-770 mmol Kg™', When the salinity was
increased from 25%e to 40%. the osmolality of the internal medium
of the shrimps was hypo-osmotic with an interval of 737-848
minol Kg™' (Fig. 3). An analysis of variance indicated that the
fluctuation of salinity had a significant effect (P < 0.05) on the
hemolymph concentration of the shrimps; the terperature and the
interaction between temperature and salinity did not have a sig-
nificant effect (P > 0.05).

The acclimation temperature did not affect significantly (P >
0.01) the values of the isosmotic points of the organisms exposed
to salinity fluctuation. The isosmotic points obtained in the
shrimps exposed to salinity fluctuation had an interval of 726-758
mmol Kg~' (24.9-25.9%c), when the increased salinity had an
interval of 751766 mmol Kg™' (25.7-26.2%0) (Fig. 3).

The osmoregulatory capacity (OC) in juveniles of the blue
shrimp was modified significantly by salinity (P < 0.05) the
hemolymph was hypo to hyper-osmotic since in the salinities of
(40%o, 32%o0, 40%o) had an interval of —417 to —167, whereas the
salinities of (25%eo, 16%o0, 25%c) increased from 18%o to 143%o (Fig.
4). The temperature did not affect significantly (P > 0.05) the
osmoregulatory capacity of the organisms.

DISCUSSION

The tespiratory rate in the crustaceans is modified by external
factors as salinity, light:intensity, dissolved oxygen and tempera-
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‘TABLE 1.

Relationship between the hemolymph osmolality (v) and medium
osmolality (x) for Litopenaeus stylirostris acclimated different
temperatures and fluctuating salinities.

Retationship
Temperature
0 Salinity Decreased R*  Salinity Increased R?
23 y = 536.5+0.261x 098 y =5526+0264x 089
28 y=6241+0.173x 086 y=603.1+0.197x 090
33 y=6723+0.1132 079 y=062L.7+0.189x 096

ture {Kutty et al. 1971, Bishop et al. 1980, Dalla-Via 1986, Kur-
maly et al. 1989, Martinez-Palacios et al, 1996). In Litopenaeus
stylirostris juveniles a direct relationship was obtained between the
oXygen consumption rate and temperature. This same response
was obtained by Kutty et al. (1971) in Fenneropenaeus indicus, in
Penaeus monodon by Kurmaly et al. (1989) and Chen and Lai
(1993), in Farfantepenaeus californiensis (Holmes) by Villarreal
and Ocampo (1993), and Martinez-Palacios et al. (1996) in Lito-
penaeus vannamei. It has been emphasized by Venkataramiah et
al. (1974) that the respiratory rate cannot be considered as a good
index of the salinity tolerance, except in the cases where the ex-
perimental temperature correspond to the natural characteristics of
the habitat of the organisms. For blue shrimp a temperature of
28°C torroborates. the: above-mentioned fact because it corre-
sponds to thé preferred temiperature determined for this species by

Re et al.-(2000). Furthermore it is within the average interval

experienced in their natural environment,

The oxygen consumption of L. stylirostris exposed to salinity
fluctuation. was not-affected significantly. In other euryhaline de-
capods salinity was not found to significantly affect the oxygen
consumption if the experimental organisms were accliinated to the
test salinities and if this were not extreme (Bishop et al. 1980,
Gaudy & Sloane 1981, Dfaz-Herrera et al. 1992, Villarreal &
Rivera 1993, Villarreal et al, 1994, Salvato et al. 2001). In aquatic
organisms that have been acclimated to a new salinity, Kinne
(1967) described four types of metabolic response. The biue
shrimp exposed to salinity fluctuation exhibited the type I response
because the oxygen consumption was not modified significantly.

According to Newell (1976) physiologic rate independence from [AJ)

salinity obtained for blue shrimp is a characteristic of animals that
experience highly variable environmental conditions. For other
osmoregulator decapods it has been demonstrated, that salinity did
not have a pronounced effect on the oxygen consumption if the
experimental organisms were acclimated to salinities and if these
are not extreme (Bishop et al, 1980, Gaudy & Sloan 1981, Villar-
real & Rivera 1993, Salvato et al. 2001). Acclimation time for the
Litopenaeus stylirostris juveniles to each condition of salinity was
sufficient to stabilize their internal medium (Diaz et al. 2001).
Furthermorte, the intervals of the used salinities correspond to the
natural variations to which this species is exposed (Aragén 2000).

In the juveniles exposed to salinity fluctuation ammonium ex-
cretion rate was increased, when salinity was reduced from 40%. to
16%s. This response is related to an increase in the catabolism of
the amino acids, because; according to Chen (1998) the shrimps in
the lower salinities use proteins as the primary source for require-

.ments_of energy. This response has been reported in penaeids such

as M. japonicus, F. chinensis, P. monodon, F, aztecus, and L.
vannamei (Spaargaren et al. 1982, Chen & Lin 1992, Chen & Lai
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1993, Chen et al. 1994, Herndndez & Diaz 1995, Jiang et al. 2000,
Diaz et al. 2001),

In the blue shrimp exposed to salinity fluctuations, the ammo-
nium excretion rate was rélated.to the processes of osmoregulation,
because excretion- increased when the shrimps weré hyper-
regulators. and reduced when they were hypo-regulators. It hag
been demonstrated that there is an increase in the active incorpo-
ration of Na* followed by the transfer from the organisms to dilute-
mediums, and this wag related to an increase in smmonium excre-
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Figure 4. Osmoregulatory capacilty of blue shrimp Litopenaeus siyl-
irostris acclimated at 23, 28 y 33°C and exposed to fluctuating sali_ni-

tion because the sodium absorption is required to compensate its
lost, caused by the operation of the exchange pump Na*/NH4*
{Mangum et al. 1976, Pressley et al. 1981). To balance the osmotic
congentration of the heinolymph when exposed-to dilute mediums,
the shrimps use these mechanisms. The quantification of nitrogen
excretion rate-in-the shrimps exposed to the effect of different

©environmental factors.is an important requirement for the design

and operation of the intensive production systems (Jiang et al.
2000). L o .

In the L. stylirostris juveniles, the osmoregulation pattern ob-
tained was typical of many crustaceans that inhabit the lagoon-
estuarine systems, They were hypoosmoregulators and hyperos-
moregulators above and below the isosmotic point (Vernberg &
Vernberg 1972, Mantel & Farmer 1983). The isosmotic points for
the juveniles of the blue shrimp acclimated to different tempera-
tures and exposed to salinity fluctuations had an interval of 726-
766 mmol Kg=* (24.9%o to 26.2%0). These values are within the
interval of isosmotic points reported by Brito et al. (2000) and Diaz
et al. (2001) in 8 and 11 different species of penaeid respectively.
Lemaire et al. (2002) reported an isosmotic point 735 mmol Kg™'
for juvenile shrimp L. stylirostris maintained in constant salinities.
In the L. vannamei juveniles exposed to salinity fluctuations and
acclimated to different temperatures. Diaz et al, (2001) obtained
that the isosmotic points had an interval of 712777 mmol Kg~*.
These values are greater than those reported by Castille and
Lawrence (1981} and Rodriguez (1981} of 680 (24%q) and 610
(21%0) mmol Kg~* respectively. The differences can be attributed
to the different experimental conditions used in these studies, be-
cause it is known that factors like temperature, dissolved oxygen,
molt stage, the size of the organisms, and the nutritional state have
an influence on the hemolymph osmolality control of the penaeid
shrimp (Williams 1960, Charmantier et al. 1994, Lignot et al.
1999), Qur observations were conducted under standardized ex-
perimental conditions, and allow us to isolate the effect of tem-
perature salinity fluctuations and repeated the experiments,

To evaluate. the osmoregulatory capacity of L, stylirosiris the
values of the slopes of the. relationship between the osmotic con-
centration of the medium and the hemolymph were compared with
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those obtained for other penaeids maintained in constant salinities,
which had an interval of 0.11-0.73 (Dfaz et al. 2001). A deviation
of the slope of the isosmotic line reflects the degree of the regu-
lation capacity (slope = 0 osmoregulator; slope = 1 osmocoun-
former). The values of the slopes of the juveniles acclimated to
23°C, 28°C, and 33°C and exposed to decreasing salinity were
0.26%o, 0.17%o, and 0.11%. and for ascending salinities 0.26%e,
0.19%o, and §.18%. respectively. The organisms with higher slopes
as those maintained in 23°C had a weak regulation and their os-
moregulatory capacity was poor. According to Vemnberg and Sil-
verthon, (1979) the temperature affect osmoregulatory capacity in
crustacean by influencing water movement across cell membrane
and in the uptake and loss of ions, The lower values of the slopes
for the organisms maintained in 28°C and 33°C reflected that in
these conditions the shrimps had a hyperosmoregulatory capacity
in higher salinities and hyperosmoregulatory in lower salinity.
Therefore, they can be characterized as strong regulators, because
they adapt rapidly to the new salinities by increasing and decreas-
ing the hemolymph osmotic concentration. For L. stylirostris sub-
adults, Lemaire et al. (2002) obtained that reducing the ternpera-
ture from 26°C to 15°C, there was a significant decrease of the
osmoregulatory capacity in organisms maintained in con-

stant salinities. This different response can be considered from the
adaptive point of view because the lower sensibility in the osmo-
regulatory capacity shown by the juveniles permits living in the
lagoon-estuarine environment in which there are significant varia-
tions of temperature.

To optimize the culture of the blue shrimp in controlled con-
ditions it is recommended that temperatures of approximately
28°C be used. Because the best salinity has not been determined
experimentally, we propose that 25%e be considered as the optima
for this species, because it corresponds with the isosmotic point
determined for the blue shrimp. According to Panrnikar (1968), in
this condition the shrimps expend less energy for the maintenance
of the osmotic gradient and therefore the growth increases when
the organisms are cultivated in a stress-free environment.
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