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El consumo de oxigeno de L. vannamei aclimatado a baja salinidad (3%o), mostr6 una
relacién directa con las diferentes concentraciones de astaxantina adicionadas en el
alimento. La tasa de consumo de oxigeno de los organismos allmentados con el tratamiento
(C), fue significativamente la mas baja (QO; = 1.05 mg O, h' g p.s) respecto a la tasa
respiratoria obtenida en los organismos provenientes de los tratamientos A, B y D.

La excrecién amoniacal de los organismos que fueron alimentados con el tratamiento (C),
excretaron (0.070 mg NH," h' g! p.s) siendo los organismos que menos excrecién
amoniacal presentaron con respecto a los organismos provenientes de los demds
tratamientos. Se calculé la relacién atémica O: N, la cual indico que los organismos
alimentados con los tratamientos A, B y D, utilizaron como sustrato energético a las
protefnas, mientras que los organismos alimentados con el tratamiento C, utilizaron una
mezcla de lipidos y carbohidratos. La capacidad osmorreguladora de los organismos antes
de la reduccién de la salinidad fue de -187 mOsm K™ con un patrén de regulaci6n hipo-
osmotica. Después de la Ieduccmn de la salinidad la capacidad osmorreguladora de los
camarones fue de (528 mOsm Kg'') obteniéndose un patrén de regulacién hiper-osmdtico.

La capacidad osmorreguladora de los organismos aclimatados a baja sahmdad (3%o)
provenientes del tratamiento (C), fue significativamente menor (250 mOsm Kg’ 1) y 1a miés
cercana a (0), cuando fue comparada con la capacidad osmorreguladora de los organismos
alimentados con los tratamientos (A, B y D). La frecuencia del 01010 de muda cuantificada
para los organismos provenientes del tratamiento con 80 mg Kg de astaxantina, fue la mas
corta, respecto a los camarones provenientes de los demas tratamientos. El coef1c1ente de
crecimiento diario cuantificado para los organismos alimentados con 80 mg Kg' de



astaxantina, mostré diferencias significativas respecto a los tratamientos (A, B y D)
(P<0.05). Ademads los camarones a los que se les proporciono el tratamiento (C) exhibieron
una sobrevivencia del 80%. En el presente trabajo se concluye que la dieta adicionada con
80 mg Kg' de astaxantina es la adecuada para el cultivo de L. vannamei a baja salinidad.
Esta concentracion le ayudo al organismo a destinar una menor cantidad de energia para
mantener la homeostasis, por lo que la mayor proporcién de energia se utilizo en el
crecimiento del organismo.

PALABRAS CLAVE: Litopenaeus vannamei, consumo de oxigeno, excrecién nitrogenada,
capacidad osmorreguladora.



ABSTRACT of the thesis presented by Rebeca Medina Zendejas as a partial requirement
to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada,

Baja California, Mexico. May 2006.

METABOLISM RESPIRATORY, AMMONIUM EXCRETION, RATIO O: N,
OSMOREGULATORY CAPACITY, GROWTH, MOULTING FRECUENCY AND
SURVIVAL OF Litopenaeus vannamei, FED AT DIFFERENT ASTAXANTHIN
CONCENTRATIONS ACCLIMATED TO LOW SALINITY WATER

Abstract aproved by:

S M
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Thesis director

The oxygen consumption of L. vannamei acclimated to low salinity water (3%c), was
related to different concentrations of astaxanthin dietary. The rate of oxygen consumpt1on
of shrimps fed with treatment C, were significantly lower (QO; = 1.05 mg O; h'g'd w)
respect shrimps fed with the other treatments. The ammonium excretion in shrimps that
received treatment C, was (0.070 mg NH,* h™' g d .w), respect to the other treatments was
significantly lower. The ratio O: N was calculated; this ratio indicated that shrimps fed with
treatments A, B and D, utilized proteins as energetic substrate, on the other hand, in the
shrimps fed with treatment C, there was a tendency to use as energetic substrate lipids and
carbohydrates, this indicated an energetic advantage for shrimps fed with treatment C. The
transformation of lipids and carbohydrates has a low energetic cost, compared with the
degradation of proteins. The osmoregulatory capacity of shrimps before of salinity
reduction was (-187 mOsm Kg ). The shrimps were hypo-osmoregulators. After of the
salinity reduction the osmoregulalatory capacity of the shrimps was (528 mOsm Kg Y, they
were hyper-osmoregulators. The osmoregulatory capacity of the organisms acclimated to
low salinity water (5%c) fed with treatment (C) was significantly lower (250 mOsm Kg H
and most closely to (0), when it was compared with shrimps fed with the other treatments
(A, B y D). The moulting frequency for the organisms fed with treatment (C) 80 mg Kg' of



astaxanthin, was shortest, respect to shrimps fed with the other treatments. The growth in
shrimps fed with treatment (C) was the highest respect to shrimps fed with the other
treatments (P<0.05). The survival of shrimps fed with treatment (C) was (80%).

In the present work, the diet with astaxanthin 80 mg Kg'! supplemented was adequately for
the culture of L. vannamei in low salinity water to. This dietary provided the energy
requirements needed to maintain homeostasis in shrimps which made possible to use energy
for growth.

Key words: Lifopenaeus vannamei, oxygen consumption, ammonium excretion,
osmoregulatory capacity.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, el cultivo de crusticeos ha tenido un gran impulso en cuanto a
investigaciones se refiere, particularmente el interés se ha centrado sobre la condicién
fisiologica del organismo, la cual, es una de las componentes mas importantes para conocer
los requerimientos nutricionales y ambientales de los organismos, ya que son considerados
como necesarios para la optimizacion de la industria camaronicola (Bahere, 2000; Chang et
al., 2000; Rodriguez y Le Moullac, 2000). Por esta razén han sido disefiados alimentos
balanceados que cubren todos los requerimientos nutrimentales del organismo. Adicionado
a lo anterior, se han incluido en la dieta diversos tipos de aditivos nutricionales como los
carotenoides, -glucanos y las macroalgas con el fin de mejorar el estado nutrimental de
los organismos y asi aumentar la tolerancia al estrés, reducir el periodo de muda e
incrementar el crecimiento y sobrevivencia (Kontara et al., 1995; Meyers y Latscha 1997,
Petit et al., 1997; Merchie et al., 1998; Chien y Shiau 2005). La limitacién o carencia de
estas macromoléculas, conduce a desequilibrios nutrimentales, alteraciones fisiologicas y

enfermedades (Harrison, 1990, Scott 1994).

De acuerdo a Lastcha (1989) en peneidos el pigmento més importante es la astaxantina
(Fig. 1), siendo el carotenoide principal y més abundante en el integumento, la glandula
digestiva y el ovario de los crusticeos (Yamada ef al., 1990). Al respecto, los estudios
realizados por (Sagi et al., 1995; Dall, 1995; Petit et al., 1997; Meyers y Lastcha, 1997)

han demostrado que los carotenoides sélo pueden ser sintetizados de nove en plantas,



debido a ello la astaxantina y sus precursores deben ser obtenidos por los crusticeos a

través de la dieta (Paniagua et al., 2000).

Estudios realizados con Penaeus japonicus, Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei

han demostrado y reconocido la capacidad de estos camarones para oxidar y convertir los
carotenoides ingeridos como el P-caroteno en astaxantina, siendo este ultimo el mas
importante y ademas comprende el 90% de los pigmentos totales en Marsupenaeus
Japonicus (Ishikawa et al., 1996) y del 86-98% en Penaeus monodon (Okada et al., 1994)
y en L. vannamei comprende el 65% (Arango, 1996). La eficiencia de conversién de los
carotenoides en astaxantina, es realizada a través de la siguiente ruta de biosintesis. La ruta
metabdlica de B-caroteno a astaxantina en los camarones, las langostas y los cangrejos es a
través de la conversién de criptoxantina a equinona, y ésta a su vez, en cantaxantina hasta

llegar a la astaxantina (figura 2) (Katayama ef al., 1971, 1972, Tanaka et al., 1976).
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Figura 1. Forma molecular de la astaxantina
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Figura 2. Ruta de bioconversion de carotenoides en peneidos propuesta por Meyers y
Latscha (1997).

Los crusticeos poseen la capacidad de metabolizar la astaxantina por diferentes vias desde
precursores lejanos como el B-caroteno, aunque su depositacion se eficientiza cuando es
metabolizada desde precursores cercanos como la zeaxantina en el caso de Penaeus
Jjaponicus, Penaeus orientalis, Litopenaeus stylirostris y Litopenaeus vannamei
(Katayama, et al., 1971, 1972; Tanaka, 1976; Castillo et al., 1981; Katagiri ef al., 1987,

Okada, 1994, Garza y Aguirre, 1998).



La naturaleza y el origen de la astaxantina son algunas de las cualidades importantes que
pueden ser asociadas a los problemas de digestibilidad de esta molécula en la dieta; ya que
se ha demostrado en pruebas de laboratorio que es metabolizada eficientemente cuando se
obtiene a partir de fuentes naturales. (Cruz-Sudrez, Ricque-M y Pefia, 1998; Garza y

Aguirre, 1998).

Una de las caracteristicas mas importantes que otorga esta molécula, en camarones
peneidos es el aumento en la resistencia al estrés osmético cuando las postlarvas (PL) son
expuestas a salinidades bajas y son alimentadas con una dieta rica en astaxantina (Darachai
et al., 1998; Merchie et al., 1998). Paralelo a ello se ha relacionado a la astaxantina con
posibles efectos inmuno modulatorios en crusticeos y se ha demostrado que incrementa la
resistencia de los organismos cuando son expuestos a pruebas de estrés (Merchie, et al.,

1998; Scholz, et al., 1999).

Estudios realizados por Chien et al., (2003) indican que el aumento de la capacidad
antioxidante en los camarones, fue debido a que se les proporcioné astaxantina en la dieta y
como consecuencia los organismos mostraron un aumento en la recuperacion del estrés
osmotico y térmico al que fueron expuestos. En la tabla 1 se presentan los efectos de la

astaxantina al utilizarla en la dieta de peneidos.

Se ha reportado la capacidad de varias especies de crusticeos, incluyendo camarones
peneidos, para tolerar cambios de salinidad (Kutty ef al., 1971; Venkataramiah et al., 1974;

Bishop et al., 1980; Gaudy y Sloane, 1981; Guerin y Stickle, 1992; Rosas et al., 1997,



1999a; Diaz et al., 2001; Re et al., 2004; Diaz et al., 2004). Rosas et al., (1999Db),
encontraron que las postlarvas PL,oy PLy4 de Litopenaeus setiferus pueden tolerar medios
diluidos (5%o). Sin embargo Ogle ef al., (1992) reportaron que las PLg de Litopenaeus
vannameil son mas sensibles a cambios de salinidad respecto a las PLy;. Esto se debe a que
en los estadios de desarrollo temprano, exhiben una baja sobrevivencia en salinidades

inferiores a 16%e..

Tabla I. Principales efectos de la astaxantina en crustaceos.

Fuente de
Especie Efecto astaxantina Referencia.
P. vannamei Mayor crecimiento Dieta 50 mg kg’ Arango, (1993)
P. japonicus Mayor crecimiento Dieta 60 mg kg™’ Petit et al., (1997)

Reduccidn del ciclo de muda
Mayor resistencia al estrés de

P. monodon PL Dieta 80 mg kg'1 Merchie et al., (1998)
Mayor crecimiento Merchie et al., (1999)
Mayor resistencia al estrés Chien et al., (2003)

M. japonicus Mayor resistencia a estrés Dieta 100 mg kg Chien ez al., (2005)

Y mayor sobrevivencia

Entendiendo la relacion existente entre el metabolismo respiratorio de las especies de
peneidos expuestos a bajas salinidades, podemos corroborar el uso de indicadores
metabolicos sobre el estado fisioldégico de crustaceos que pueden hacer posible la
determinacion de la cantidad y los requerimientos energéticos para cubrir sus demandas

metabdlicas. Paralelo a ello (Clifford y Brick, 1979; Gallagher y Mathews, 1987; Nelson et



al., 1997) proponen que la medicién del consumo de oxigeno y la produccion de amonio,
son excelentes pardmetros fisioldgicos que indican la utilizacién de la energia y proteinas
proveniente de la dieta en crustdceos, expuestos a diferentes condiciones ambientales. Otro
parametro fisiolégico que nos permite inferir el efecto de los factores ambientales sobre los
requerimientos energéticos de los organismos es el analisis de la relacion atémica oxigeno-
nitrégeno (Mayzaud y Conover, 1998). Esta relacién (O: N), es un indicador metabolico
que nos permite determinar que tipo de macromoléculas fueron utilizadas como fuente de

energia por los organismos, para cubrir sus requerimientos energéticos (Conover y Corner,

1968; Bayne, 1973; Barber y Blake 1985).

El oxigeno, es el dltimo receptor de electrones en la ruta respiratoria y puede ser asociado
con la energia que se utiliza para responder a cambios de salinidad. Se ha demostrado que
después del ajuste fisioldgico por cambios de salinidad dicha ruta respiratoria se encuentra
involucrada en el uso de la energia metabdlica a través de la activacion de enzimas, asi
como en la regulacién hormonal y en la liberacion de aminoéacidos (Lima et al., 1997).
Estudios realizados en peneidos han demostrado que a bajas concentraciones de salinidad,
la excrecion de amonio y el consumo de oxigeno se incrementan de manera significativa

(Chen y Lai, 1993; Villareal ef al., 1993; Diaz et al., 2001).

Una de las respuestas fisiol6gicas que puede ser correlacionada con los cambios en los
parametros ambientales es el consumo de oxigeno, ya que se encuentra relacionado con el
trabajo metabolico y la energia que los organismos destinan para realizar el control

homeostatico (Salvato et al., 2001). La utilizacion del consumo de oxigeno en los



organismos acuaticos es un método util y valido para evaluar el efecto de los factores
ambientales tales como: la temperatura, salinidad, intensidad de luz y el oxigeno disuelto.
Ademas indica la determinacion del costo energético asociado con el estrés fisiologico
provocado por estos parametros sobre el organismo (Kinne, 1971; Villarreal y Rivera,

1993; Brown y Terwilliger, 1999; Lemos ef al., 2000; Altinok y Grizzle 2003).

Se ha demostrado que en juveniles de Penaeus japonicus el consumo de oxigeno se
incrementa de 0.2-0.6 mgO, g’ h™' cuando se reducen las concentraciones de salinidad de
30-15 w.p.s (Chen y Lai, 1993). La relacion existente entre el incremento del consumo de
oxigeno, debido a bajas salinidades, se encuentra directamente asociado con el gasto
metabolico que realiza el organismo para compensar el estrés osmdtico, reflejandose en la
disminucion del crecimiento (Chen y Lin, 1995).

Se ha demostrado que la excrecion de amonio es un indicador metabélico que se utiliza
para evaluar el efecto de varios factores ambientales sobre la fisiologia de los crusticeos
(Jiang et al, 2000). La principal forma de nitrégeno excretado en crustaceos,
particularmente en peneidos, es el amonio, alrededor de un (60-70%). En menores

cantidades aminodacidos, urea y acido urico (Regnault, 1987).

Por otra parte Chen et al., (1995) estudiaron la excrecion amoniacal de P. chinensis, en
donde se encontré que dicha especie incrementé los niveles de excrecion de amonio, al
disminuir la concentracién de salinidad. Para el camardon café F. aziecus expuesto a
salinidades de 10 a 15%o. Hernandez y Diaz (1995) obtuvieron que esas salinidades

causaron un incremento significativo en la tasa de excrecién de amonio. En Litopenaeus



vannamei expuesto a salinidades fluctuantes, Diaz et al., (2001) obtuvieron un incremento
de la excrecion nitrogenada para salinidades de 11%o. El principal proceso involucrado con
la salida de productos nitrogenados es por medio de la difusion como NH;™ y/o NH," a
través del epitelio branquial. El seguﬁdo proceso involucrado con la salida de amonio es a
través de un intercambio idnico, donde el sodio entra por contrabalance, excretandose asi el
amonio. Diversos estudios han indicado, que la presencia de un transportador enzimatico
especifico, como Na’, K'-ATPasas, es de vital importancia para que se lleve a cabo el
intercambio de Na'/ NH,;". Dicho transportador enzimatico se encuentra localizado en la
parte basal de las células epiteliales de la branquia (Regnault, 1984 y 1987; Hagerman,

1990).

Una de las funciones reguladoras que nos permite conocer la condicion fisiolégica del
organismo es la capacidad osmorreguladora. La cual puede ser definida como la diferencia
entre la presion osmdtica de la hemolinfa a la del medio externo, (Charmantier et al.,
1989). La capacidad osmorreguladora es una herramienta utilizada para evaluar la
condicion fisioldgica de los organismos; asi como para detectar los efectos subletales del

estrés osmotico en los sistemas de cultivo (Lignot et al., 2000).

Durante las tltimas cuatro décadas, la fisiologia osmorreguladora de las diferentes especies
de peneidos ha sido extensamente estudiada para evaluar las condiciones dptimas para su
cultivo, como en: Farfantepenaeus aztecus (Bishop ef al., 1980; Castille y Lawrence 1981,
Howe et al., 1982; Hernddez y Diaz 1995) en L. setiferus, L stilirostris y L. vannamei

(Williams 1960; Castille y Lawrence 1981; Rodriguez 1981) en P. esculentus,



Fenneropenaeus merguiensis, Metapenaeus bennettae Dall, (1981); en F. indicus (Parado-
Estepa et al., 1987); en P. monodon (Cawthome et al.,1983; Ferraris et al., 1986), en
Marsupenaeus japonicus (Charmantier-Daures ef al., 1989); en Feneropennaeus chinensis
(Chen y Lin 1994; Chen et al., 1995; Chen y Lin 1998) y P. semisulcatus (Clark, 1992).
Los procesos de osmorregulacion en estos organismos han sido estudiados en régimenes de

salinidad constante.

El camar6n blanco Litopenaeus vannamei fue descrito por (Boone, 1931), el cual se
encuentra distribuido a lo largo del Pacifico, desde el Golfo de California hasta el norte de
Pert), habita intervalos de salinidad entre 1-2%o y hasta 40%0 (Menz y Blake 1980) y exhibe
un patrén de regulacién hiper-osmdética a bajas salinidades e hipo-osmética a altas
salinidades con un punto isosmoético de 712 a 777 mOsm kg es equivalente a 25-27%o
(Castille y Lawrence, 1981; Diaz ef al., 2001). Es la especie de camaron que se cultiva con
mayor frecuencia en el este del hemisferio norte y comprende el 30% de la produccion de
peneidos en el mundo (Pérez-Farfante y Kensley, 1997). Es una de las especies de
crustdceos que ha tenido una expansion comercial considerable en aguas marinas. La
amplia tolerancia a la salinidad de Litopenaeus vannamei, debido a su capacidad para
mantener una efectiva regulacion osmotica y ionica asi como la alta incidencia de
enfermedades epidérmicas en las dreas costeras han llevado a incursionar el cultivo de esta
especie en aguas de baja salinidad y recientemente se ha iniciado en América, Ecuador y

Tailandia (Jiang y Gong 2002; McGraw et al., 2002; Soud et al., 2003).
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Estudios realizados por Davis et al., (2002), encontraron que la composicién idnica del
agua parece ser mas importante que la salinidad, para lograr mejores resultados en la
sobrevivencia y el crecimiento de L. vannamei aclimatado a baja salinidad. Sin embargo
Soud et al., (2003), confirman que L. vannamei puede ser cultivado exitosamente en
salinidades de 2-10%o, obteniendo resultados satisfactorios en el crecimiento de esta
especie. Paralelo a ello (Lamore et al., 2001 y McGraw et al., 2002) corroboraron que el
cultivo de L. vannamei a bajas salinidades tiene un efecto directo sobre el crecimiento y la
sobrevivencia manifestandose mayormente en estadios de desarrollo temprano y en

periodos largos de aclimatacion.

La situaciéon actual de la camaronicultura a escala mundial se encuentra en pleno
crecimiento y expansion comercial, particularmente para L. vannamei. Esta industria ha
proporcionado la entrada de divisas en todo el mundo. Sin embargo, se desconoce la
combinacion adecuada de los factores fisicos y quimicos; asi como las respuestas
fisiolégicas involucradas en el cultivo del camardn blanco en aguas de baja salinidad, y
con ello optimizar su cultivo. En nuestro pais, son escasos los estudios relacionados con €l
efecto de las bajas concentraciones de salinidad sobre la respuestas fisiologicas y el

crecimiento en L. vannameli.
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II. OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar en Litopenaeus vannamei aclimatado a baja salinidad el efecto de distintas
concentraciones de astaxantina adicionada en la dieta, sobre el consumo de oxigeno, la
excrecion de amonio, la relacion O: N, la capacidad osmorreguladora, el crecimiento, la

frecuencia de muda y la sobrevivencia.

III OBJETIVOS PARTICULARES

1. Medir la tasa del consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada de L. vannamei,
mantenido a baja salinidad y alimentado con una dieta con diferentes niveles de

astaxantina.

2. Calcular la relacion atémica O: N en juveniles de L. vannamei expuestos a baja

salinidad y alimentado con una dieta adicionada con diferentes dosis de astaxantina

3. Determinar la capacidad osmorreguladora de L. vannamei aclimatado a baja salinidad y

alimentado con una dieta con diferentes concentraciones de astaxantina.

4. Cuantificar el crecimiento, la sobrevivencia y la frecuencia de muda de L. vannamei
mantenido en baja salinidad y alimentado con una dieta con diferentes dosis de

astaxantina.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV. 1 Mantenimiento de los organismos

Se utilizaron 10,000 postlarvas PLy; de L. vannamei provenientes del laboratorio de
produccién Aquapacific ubicado en Mazatlan, Sinaloa, México, las cuales fueron colocadas
en tres estanques de 2000 L provistos con agua de mar, aireacién constante, recambio
diario de agua y mantenidos a una temperatura de 28 + 1°C. Durante el periodo de
aclimatacion, los organismos se alimentaron diariamente dos veces al dia en raciones
equivalentes al 10% de su peso hiimedo con una dieta basal Rangen® libre de

carotenoides, con 40% de proteina, hasta alcanzar la talla y el peso deseado.

Tabla II. Composicién proximal de la dieta comercial Rangen® suministrada a los

organismos.

Componente Base seca (%)

Proteina cruda 40.18
Lipidos 8.27

Carbohidratos 30.23
Cenizas 9.48

Fibra 8.27




13

IV. 2 Reduccion de la salinidad

La aclimatacién de los organismos a baja salinidad se llevo a cabo de manera extendida en
un periodo de 10 dias, los primeros cinco dias se utilizé una tasa de reduccién de 6 %o dia -
a partir de una salinidad de 35%o hasta llegar a una salinidad de 5%o. Durante los dias
restantes, la tasa de reduccion empleada fue de 0.4%o dia “hasta llegar a 3%o. Durante esta
fase la temperatura se mantuvo en 28 + 1°C, aireacion constante y fotoperiodo controlado
12 h luz-12 h oscuridad. En el proceso de reduccién de la salinidad, se emplearon 500

juveniles de L. vannamei con un peso humedo de 2.0 £ 0.5g.

El monitoreo de la salinidad se realizé mediante un salindmetro YSI modelo Y30 (Yellow
Springs Instruments Co.). Una vez que los organismos fueron aclimatados a la salinidad de
3% se colocaron en los estanques experimentales, de manera individual, en 25 cubetas de
plastico de 3 L que a su vez, fueron introducidas en estanques de 500 L; se realizaron dos

repeticiones por tratamiento.

1V. 3 Reformulacion de la dieta

Para la reformulacién de la dieta se utiliz6 como alimento base, la dieta comercial
Rangen®, con un contenido de proteina del 40%, adicionandole, tres niveles de astaxantina
Nutrabiot (carophyll pink 8%) marca Roche en proporciones de inclusion de 40, 80 y 150

mg kg (Tabla 3).
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Para iniciar con la reformulacién de la dieta, el alimento basal con 40% de proteina fue
procesado de acuerdo con las caracteristicas del programa de balanceo MIXIT-WIN3. La
dieta se reformuld, mezclando los ingredientes: gluten, alimento basal, aceite de pescado y
por dltimo el pigmento, agregando a la mezcla 30% de agua tibia para una mejor
incorporacién del pigmento. Posteriormente la mezcla fue trasladada a un molino usando
un dado con orificios de 1.8 mm, para la produccién de los pellets que se colocaron en

charolas de aluminio para su secado.

Una vez preparada la dieta, ésta se proporcioné a los organismos al 3% de su peso humedo
por un periodo de 45 dias, utilizando como control una dieta libre de astaxantina. La dieta
control fue identificada como tratamiento A; la dieta con 40 mg kg del pigmento fue el
tratamiento B; la dieta con 80 mg kg del pigmento fue el tratamiento C y por Gltimo la
dieta con 150 mg kg™ de astaxantina fue denominada tratamiento D. Se realizaron dos

repeticiones para cada uno de los tratamientos.

Tabla IIL. Ingredientes adicionados a la dieta durante la reformulacion.

Combinacion Control 40 mg kg’ 80 mgkg’ 150mg kg

(A) (B) © (D)
Rangen 855g 855 ¢ 850 g 850 g
Astaxantina 0 414 ¢ 9.6¢g 18 ¢
Aceite de pescado 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml

Gluten 90.4¢g 90 g 90 g 90 g
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Para determinar los porcentajes de proteinas, lipidos y carbohidratos contenidos en la dieta
adicionada con diferentes concentraciones de astaxantina y al alimento basal, se realizo el
analisis bromatolégico utilizando las técnicas propuestas por la (AOAC), en el Laboratorio
de Nutricién de la Unidad de Laboratorios de Diagndstico del Instituto de Investigaciones

en Ciencias Veterinarias de la UABC en Mexicali Baja California (Tabla I'V).

Tabla IV. Analisis bromatologico de la dieta basal, control y las adicionadas con

astaxantina.

Analisis Basal Control (A) 40 mg Kg-1 (B) 80 mg Kg-1 (C) 150 mg Kg-1 (D)
Materia seca 94.75 90.26 88.56 91.26 89.34
Humedad 5.25 9.74 11.44 8.74 10.66
Ceniza 8.98 7.07 6.94 7.12 6.95
Proteina cruda 45.26 45.38 44.97 45.19 44,88
Extracto etéreo 7.94 10.24 10.3 10.35 10.29
Fibra 4cido detergente 3.81 3.34 348 5.85 4.56
Extractro libre de nitrégeno 28.86 2422 22.87 22,75 22.66

IV. 4 Condiciones experimentales

Se seleccionaron 200 organismos con un peso himedo de 4 + 0.05 g, que se mantuvieron
durante la fase del experimento por un periodo de 45 dias en 200 cubetas de plastico de 3
L, introducidas en los estanques de 500 L. Los organismos fueron alimentados diariamente

con una racion equivalente al 3% de su peso humedo, el alimento se dejé por una hora y
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posteriormente fue retirado por medio de un sifén. Los organismos fueron pesados

semanalmente para determinar el coeficiente de crecimiento diario.

La temperatura de los estanques fue controlada mediante reguladores Medusa® y
mantenida con calentadores sumergibles de 1000 watts a una temperatura de 28 + 1°C.

Cada condicion experimental fue realizada por duplicado, la figura 3 presenta el disefio

experimental realizado en los juveniles de camardén blanco, alimentado con diferentes

dosificaciones de astaxantina en la dieta.

Al término de la fase experimental, los organismos fueron trasladados al sistema
respirométrico (figura 4) 24 horas antes de realizar las mediciones del consumo de oxigeno

y la excrecion amoniacal.
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Control 40 mg kg™ astaxantina 80 mg kg 'astaxantina 150 mg kg 'astaxantina

Ej<::

S T —
S ey ey

CONDICIONES EXPERIMENTALES

-Temperatura: 28+1 °C
-Salinidad = 3%o

-Dureza = 360-380 mg CaCO;L"
-Oxigeno disuelto: 6 £1 mg L'
-pH: 8-9

Figura 3. Esquema del disefio experimental, realizado en camarones juveniles L.
vannamei, alimentados con una dieta adicionada con diferentes niveles de astaxantina.
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IV. 5 Medicion del consumo de oxigeno y excrecion de amonio

La determinacién del consumo de oxigeno (QO; = mg O, h!' g! p.s) y excrecion de
amonio (mg NH,;" h'' g p.s) se llevd a cabo en una instalacion respirométrica semiabierta
provista de 20 cdmaras de 1000 ml conectadas a un sistema de recirculacion de agua,
descrita por Diaz et al., (1989) (figura 4). Los organismos fueron colocados de manera
individual y al azar 24 horas antes de realizar las mediciones correspondientes para la

aclimatacion de los organismos al sistema. Durante este tiempo no se alimentaron.

)

CONTROLADOR |
DE TEMPERATURA

TERMOSTATO H

| — -]
MOTOBOMBA

Figura 4. Esquema del sistema respirométrico utilizado para determinar el consumo de
oxigeno y la excrecion nitrogenada de los juveniles de L. vannamei. Descrito por Diaz et
al., (1989).
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Se colocaron 20 organismos en el sistema, 1 por camara de 1000 ml, asi como una camara
(control) sin organismos para determinar el consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada
realizada por los microorganismos presentes en el sistema y con ello realizar las
correcciones pertinentes. Una vez completadas las 24 horas de aclimatacion al sistema por
los organismos, se tomd una muestra inicial de agua de cada una de las cAmaras para medir
la concentracién inicial de oxigeno disuelto y de amonio. Posteriormente el sistema de
recirculacion de cada una de las camaras fue cerrado durante 1 2 hora. Una vez
completada la hora y media se tomd la muestra final de agua para cuantificar la
concentracion final de oxigeno y de amonio. De acuerdo a Stern et al., (1984), 1 2 hora es
el tiempo adecuado para que la concentracion del oxigeno disuelto no disminuya por
debajo del 30%, con lo que se evita que se produzca estrés en los organismos.

Para realizar la medicion del oxigeno disuelto en las cAmaras respirométricas, se utilizo un
oximetro YSI 52 equipado con un sensor polarografico, a partir de un volumen de muestra

de 10 ml, provenientes de cada cdmara.

Para la cuantificacion de la excrecion amoniacal, se utilizo el método colorimétrico del azul
de indofenol (Rodier, 1981). Este método consiste en la determinacién colorimétrica del
ion amonio presente en la muestra, tratados por una solucién oxidante (hipoclorito sédico)
nitroprusiato sodico y de fenol, la coloracion azul de indofenol fue directamente
proporcional a la concentracién de amonio. Se prepararon los estandares correspondientes
para construir una curva de calibracion de la concentraciéon conocida de amonio. Las
muestras fueron evaluadas en celdas de plastico (semimicro de metilato) de 1.5 ml

mediante un espectrofotometro marca ELYPTICA modelo ELY 2000, a una longitud de
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onda de 640nm; la absorbancia fue directamente proporcional a la concentracion de

amonio.

1V.6 Razén atomica (O: N)

La razén atémica fue calculada a partir de los resultados obtenidos del consumo de oxigeno
y excrecién amoniacal de los organismos transformados a sus equivalentes atémicos
(Mayzaud y Conover, 1988). Este indice fue utilizado para determinar que tipo de
macromoléculas,  fueron utilizadas como fuente de energia por los organismos
provenientes de cada condicién experimental. Considerando los valores 7-9.3 que indican
una oxidacidn proteica, valores superiores a 9.3 indican un catabolismo de lipidos y
carbohidratos (Conover y Corner, 1968; Bayne, 1973) y valores mayores a 24 muestran el

uso de los carbohidratos (Mayzaud, 1973; Barber y Blake 1985).

IV.7 Determinacion de la capacidad osmorreguladora

Para la medicién de la osmolaridad de la hemolinfa, se tomaron 15 organismos antes de la
reduccion y 15 organismos después de la reduccion de la salinidad, como controles.
Posteriormente, una vez concluida la fase experimental, la osmolaridad de la hemolinfa se
midié de manera individual en los camarones provenientes de cada condicion experimental

(A, B, CyD).

Los organismos fueron colocados en recipientes de plastico a una temperatura de 18 °C,
con el propésito de minimizar los posibles efectos causados por la manipulacién. A cada

uno de los camarones se les efectué una puncién en la membrana toraxico-abdominal,
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previamente secados con papel absorbente para evitar una posible contaminacion de la
hemolinfa con el agua del medio. La hemolinfa fue extraida con una micropipeta de 10pl,
la muestra fue colocada en un osmdémetro de vapor Wescor® modelo 5520, la presion
osmética del medio interno y el externo fue expresada en mOsmo Kg'. Para evaluar la
capacidad osmorreguladora de los organismos provenientes de cada tratamiento, ésta se
calculé a partir de la siguiente formula: CO = concentracion del medio interno —

concentracion del medio externo (Charmantier et al., 1989).

IV.8 Crecimiento y duracién del periodo de muda

Para determinar el crecimiento como incremento de biomasa de los organismos, €stos
fueron pesados semanalmente usando una balanza OAHUS® Para evaluar el crecimiento
se utilizo la formula de coeficiente diario de crecimiento propuesta por Bureau ef al,
(2000).

Coeficiente Diario de Crecimiento (DGC) = 100 x (FBW"*—IBW'") /D

En donde:
FWB = Es el rpeso final de los organismos (g)
IBW = El peso inicial de los organismos (g)

D = nimero de dias que duré el experimento

Las mudas de cada uno de los organismos provenientes de las diferentes condiciones

experimentales se recolectaron de manera individual, se anoté la fecha y se calculd la
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frecuencia, como el promedio del nimero de dias entre una muda y otra, durante toda la

fase experimental

IV.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad e independencia al 95% de
significancia, de los datos de consumo de oxigeno, excrecién nitrogenada, capacidad
osmorreguladora, crecimiento y muda para los organismos provenientes de cada una de las
concentraciones de astaxantina aplicadas en la dieta. Se utilizé el analisis de varianza de
una sola via por rangos (Kruskall-Wallis), teniendo como variable independiente las
concentraciones de astaxantina en la dieta y como variables dependientes el consumo de
oxigeno, la excrecién nitrogenada y la capacidad osmorreguladora, con el fin de identificar
diferencias significativas causadas por los tratamientos.

El crecimiento fue transformado mediante el arcoseno, para poder aplicarle la prueba de
Kruskall-Wallis, (Tukey 1977).

Los datos de consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada de los organismos provenientes
de cada condicion experimental se procesaron mediante el analisis exploratorio de datos

(Tukey, 1977) y se representaron en cajas en paralelo.

Se realizaron pruebas a posteriori: (Tukey) al consumo de oxigeno, la de (Dunett’s) para el
coeficiente de crecimiento diario, (Dunn’s) para la excrecion nitrogenada y la capacidad
osmorreguladora. Para los analisis estadisticos se utilizaron los programas de estadistica

Sigma Stat version 3.1 y Sigma Plot version 9.0.
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V1 RESULTADOS

IV.1 Consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada

El consumo de oxigeno de L. vannamei aclimatados a baja salinidad (3%o) y alimentados
con diferentes concentraciones de astaxantina en el alimento, se presenta en la figura 3.

Los organismos provenientes del tratamiento control (A), consumieron 1.40 mg O, h'g!
p.s. No mostrando diferencias significativas (P>0.05) con los camarones provenientes del
tratamiento (B). Por el contrario el consumo de oxigeno de los organismos alimentados con
los tratamientos A y B difirieron significativamente en los organismos alimentados con el
tratamiento (C) (P<0.05). La tasa de consumo de oxigeno de los organismos alimentados
con el tratamiento (C), fue significativamente mas baja (QO, = 1.05 mg O; h' g p.s) que

en los tratamientos A, B y D (figura 5).
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Figura 5. Consumo de oxigeno (QO; = mg O h!' g p.s) de los juveniles de L. vannamei
alimentados con una dieta con diferentes niveles de astaxantina. Las letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos.
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La excrecion nitrogenada de los juveniles de L. vannamei durante la fase experimental en
los distintos tratamientos se presenta en la figura 6. La excrecion amoniacal de los
organismos del tratamiento control (A) no mostrd diferencias significativas con respecto a
la excrecion amoniacal de los organismos alimentados con el tratamiento (B) (P>0.05). Por
otro lado, la excrecién amoniacal de los organismos que fueron alimentados con el
tratamiento (C), fue significativamente mas baja (0.070 mg NH," h' ¢! ps) que la
excrecion amoniacal de los organismos provenientes de los tratamientos A, B y D

respectivamente (figura 6).
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Figura 6. Excrecion de amonio (mg NHy g ! de p.s) en juveniles de L. vannamei,
alimentados con diferentes concentraciones de astaxantina. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos.
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VI.2 Relacion O: N
La relacion atémica obtenida para los organismos alimentados con la dieta control (A) fue
de 8.54, mientras que para los organismos provenientes del tratamiento (B) fue de 8.25.

Para los organismos alimentados con 80 mg kg de astaxantina el valor de la relacion fue

de 15.14 (C) y para el tratamiento (D) fue de 5.93 (figura 7).

20 1
15 1
.
e
c
S 10 1
Qo
L
Q
2
5_
0 T T I T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracién de astaxantina (mg kg™

Figura 7. Relacion atomica O: N de juveniles del camarén blanco L. vannamei,
alimentados con una dieta con diferentes concentraciones de astaxantina.



26

VI.3 Capacidad osmorreguladora.
La capacidad osmorreguladora de los juveniles de L. vannamei, mantenidos a una
salinidad de 34%o, fue de -127 mOsm kg”. Los organismos después de la reduccién de la

salinidad (3%o) tuvieron una capacidad osmoreguladora de 550 mOsm kg (figura 8).
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Figura 8. Capacidad osmorreguladora en juveniles de camarén blanco L. vanammei,
alimentados con diferentes dosis de astaxantina. El asterisco indica que estos organismos
fueron alimentados con una dieta basal libre de carotenoides. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos.
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En los organismos alimentados con el tratamiento (A) presentaron una capacidad
osmorreguladora de 278 mOsm kg". No se obtuvieron diferencias significativas con la
capacidad osmorreguladora para los organismos alimentados con el tratamiento (B). La
capacidad osmorreguladora de los organismos provenientes del tratamiento (C), fue
significativamente menor (250 mOsm kg') (P< 0.05) cuando fue comparado con la

capacidad osmorreguladora de los organismos alimentados con los tratamientos (A, B y D)

(figura 8).

IV.4 Crecimiento, frecuencia de muda y sobrevivencia

El coeficiente de crecimiento diario de los juveniles de L. vannamei alimentados con las
diferentes concentraciones de astaxantina adicionadas en el alimento se presentan en la
figura 9. En esta figura se observa que el coeficiente de crecimiento de los organismos
alimentados con el tratamiento (C), fue significativamente mas alto (0.55%) respecto al
coeficiente de crecimiento calculado para los organismos provenientes de los demads

tratamientos.

La frecuencia de muda, obtenida en cada uno de los tratamientos, revelo que los
organismos alimentados con el tratamiento (C), exhibieron una frecuencia 15% menor de
muda, respecto a los organismos provenientes de los demas tratamientos. (Figura 10).

La sobrevivencia obtenida de cada condicién experimental, indicé que los organismos
alimentados con el tratamiento (C), tuvieron la mayor sobrevivencia, seguidos por los
organismos alimentados con el tratamiento (B). Los organismos alimentados con el

tratamiento (D) exhibieron un menor porcentaje de sobrevivencia (tabla 4).
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Figura 9. Coeficiente de crecimiento diario, de los juveniles de camarén blanco, durante la
fase experimental alimentados con diferentes dosis de astaxantina. Las letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 10. Frecuencia de muda de los juveniles de camardn blanco L. vannamei,
provenientes de cada condicidn experimental. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos.

Tabla TV, Namero inicial de organismos y la sobrevivencia, en los juveniles de camaron
blanco, L. vannamei expuestos a diferentes concentraciones de astaxantina.

TRATAMIENTOS

Control (A) 40mgkg’(B) 80mgkg’(C) 150 mg kg™ (D)
Numero inicial 50 50 50 50

Sobrevivencia (%) 76 78 80 70
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V. DISCUSION

El consumo de oxigeno de L. vannamei, aclimatado a baja salinidad fue modificado debido
al efecto de las diferentes concentraciones de astaxantina adicionadas en la dieta. Se obtuvo
que los organismos alimentados con el tratamiento (C) 80 mg kg astaxantina, tuvieron una
tasa respiratoria de 1.03 mg O, g' h' p.s. Siendo ésta significativamente menor que la
obtenida para los organismos alimentados con los tratamientos A, B y D. Al comparar los
resultados del QO, para L. vannamei alimentado con el tratamiento (C) y el consumo de
oxigeno reportado por Taboada et al., (1998) en juveniles de Penaeus setiferus (1.0 mg O,
g'l h™' p.s) mantenidos a 34%o y aclimatados a 28°C. En L.vannamei Rosas et al., (2001),
mantenidos a 34%o y en 24°C reportaron una tasa respiratoria de (1.31 mg O; gl h! psS.)y
Comoglio ef al., (2004) en juveniles de L. vannamei reportaron un consumo de oxigeno de
(1.13 mg O, g' h' p.s) mantenidos a 34%o y en 25°C. Se obtuvo que el consumo de
oxigeno de los juveniles de L.vannamei a los que se les suministré el tratamiento (C) con
80 mg kg de astaxantina y aclimatados a aguas de baja salinidad, tuvieron una tasa
respiratoria similar a la reportada, para diferentes especies de camarones mantenidos en
salinidades marinas.

Al respecto, Chien ef al., (2003) mencionaron que al adicionar una concentracién de 80 mg
kg astaxantina en la dieta de P. monodon, obtuvieron un incremento en la resistencia al
estrés osmético de los organismos, cuando fueron comparados con el grupo control. Esta
molécula otorgd, un aumento en la capacidad antioxidante en los juveniles expuestos a baja
salinidad cuando fue adicionada en la dieta. Como consecuencia, los organismos
exhibieron una recuperacion al estrés osmotico al que fueron expuestos manifestado esto en

una reduccion de la tasa respiratoria en los organismos alimentados con el tratamiento (C).
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Lo anterior puede sugerir que las propiedades antioxidantes que otorgd la molécula de
astaxantina al ser incorporada en la dieta ayudd al organismo a realizar el ajuste fisiologico
(tasa de consumo de oxigeno baja) en condicién no habitual para esta especie de aguas de
baja salinidad. Sin embargo no existen evidencias claras, acerca del funcionamiento y nivel
de accion de la astaxantina en la resistencia al estrés salino y en la disminucion del

consumo de oxigeno de los organismos acuaticos (Merchie et al., 1998).

Los organismos alimentados con 80 mg Kg' de astaxantina tratamiento (C), excretaron una
concentracién de amonio de (0.07 mg NH," h'' ¢! p.s) siendo significativamente menor
con respecto a los camarones provenientes de los demas tratamientos aplicados en la dieta.
Al comparar los resultados en la excrecion amoniacal de L. vannamei alimentados con 80
mg kg de astaxantina tratamiento (C). Con los obtenidos en camarones alimentados con
una dieta comercial carente de carotenoides por Taboada et al., (1998) en L. stylirostris
mantenidos a 34%o y aclimatados a 28°C reportaron una tasa de excrecién (0.06 mg NH,"
h' g ' p.s), en L. vannamei Comoglio et al., (2004) encontraron valores de (0.08 mg NH,"
h' ¢! p.s) aclimatados a 25°C y 34%o.. Diaz et al., (2004) encontraron para L. stylirostris
que la excrecion de amonio fue de (0.08 mg NH;" h' ¢! p.s) mantenidos a 32%o y en 28°C.
Por lo que se puede afirmar que los valores de la tasa de excrecion de amonio de L.
vannamei aclimatado a agua de baja salinidad y alimentado con 80 mg kg™ de astaxantina,
estuvieron dentro de los valores reportados, en camarones mantenidos en agua de mar.

Esto demuestra que los camarones que recibieron el tratamiento (C) mantuvieron un
comportamiento en la excrecion de amonio, similar al de camarones que se encuentran en

agua de mar; lo que indicé que la astaxantina ayudo a realizar el ajuste fisiologico (baja
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excrecién de amonio) y redujo el estrés osmdtico de los camarones aclimatados a baja
salinidad. La tasa de excrecion de amonio estuvo directamente relacionada con el proceso
de osmorregulacion, ya que la excrecion de amonio de los camarones alimentados con el
tratamiento (C) fue menor, respecto a los camarones de los demas tratamientos siendo los

camarones que tuvieron la capacidad osmorreguladora mas baja.

Por su parte, Chen et al., (1995) estudiaron la excrecién amoniacal de P. chinensis, en
donde encontraron que dicha especie incrementé los niveles de excrecién de amonio,
cuando la salinidad fue reducida. Lo anterior debido a que en medios diluidos los
organismos utilizaron para favorecer la captacion de sodio, el funcionamiento de las
bombas de intercambio de Na”/NH™ para balancear la concentracién osmética de la
heﬁmlinfa y con ello ajustar al mismo tiempo la capacidad osmorreguladora. (Spaargaren et

al., 1977; Regnault 1987 y Jiang et al., 2000).

Los camarones alimentados con el tratamiento (C) 80 mg kg™ de astaxantina fueron los
organismos que tuvieron los valores del consumo de oxigeno y excrecién amoniacal
similares a los niveles reportados por otros autores que trabajaron con camarones
mantenidos en salinidades marinas, siendo los camarones que mejor realizaron los ajustes
fisioldgicos en la condicién ambiental de agua de baja salinidad, en la cual fueron
mantenidos. Lo anterior fue debido, a que se ha demostrado en estudios realizados por
Chen, 1998; Rosas et al., (2001) y Salvato ef al., (2001), que la excrecion amoniacal y el
consumo de oxigeno se encuentran relacionados con el trabajo metabdélico y con la energia

que los organismos destinan para realizar el control homeostatico, en relacion a los
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cambios en los parametros ambientales. Lo cual puede sugerir que la astaxantina le ayudo a
. . e : rox + +

L. vannamei a controlar y modificar sus pardmetros fisiologicos (QO; y excrecién de NH 4)

y ademds permitié que estos camarones destinaran una menor cantidad de energia para

cubrir el gasto metabolico ocasionado por el estrés a baja salinidad.

La relacion atomica O: N no sélo revela el tipo de sustrato metabélico que estd siendo
oxidado por el organismo cuando interactiian varios factores como estadio de desarrollo,
estado fisiolégico y el tipo de dieta. En los camarones ha sido demostrado que el
componente de reserva mas importante son las proteinas; ya que los lipidos y los
carbohidratos los organismos los utilizan como sustrato metabdlico cuando se encuentran

en condiciones ambientales favorables (Rosas et al., 1995).

La razén O: N estimada para los juveniles de L.vannamei aclimatados a baja salinidad y
alimentados con 80 mg kg™ astaxantina en la dieta, demosiré que utilizaron como sustrato
metabolico una mezcla de los lipidos y carbohidratos. Esto indica una ventaja energética
para los organismos alimentados con este tratamiento, ya que la transformacion de lipidos y
carbohidratos es de bajo costo energético, comparado con la degradacién de las proteinas
(Hochachka, 1991). Sugiriendo esto que los organismos alimentados con 80 mg Kg' de
astaxantina y aclimatado a baja salinidad, las proteinas obtenidas de la dieta pudieron ser
utilizadas para la formacién de tejido. Por el contrario, los organismos alimentados con los
tratamientos A, B y D presentaron valores de 5.9, 8.3 y 8.5 respectivamente, indicando esto

un catabolismo netamente protéico, lo que evidencia que esas condiciones causaron un
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estrés adicional a los organismos (Conover y Corner, 1968; Bayne, 1973; Mayzaud, 1973

Barber y Blake 1985).

La capacidad osmorreguladora de los organismos aclimatados a agua de baja salinidad fue
relacionada directamente a la adicién en el alimento de las diferentes concentraciones de
astaxantina. De acuerdo con los resultados en la capacidad osmorreguladora de los
juveniles de camar6n blanco antes y después de la reduccion de la salinidad, éstos fueron
hiperreguladores cuando la salinidad se disminuyo a 3%.. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Diaz et al., (2001), en juveniles de camarén blanco expuestos a bajas
salinidades. La tasa de excrecién de amonio de los juveniles de L. vannamei en este
experimento estuvo relacionada con el proceso de osmorregulacion, ya que la excrecion de
amonio aumenté cuando los camarones fueron hiper-reguladores y se redujo cuando fueron

hipo-reguladores.

En el presente estudio, la capacidad osmorreguladora de los organismos antes de la
reduccién de la salinidad (34%o) fue de -187 mOsm K con patrén de regulacién hipo-
osmotica. Después de la reducciéon de la salinidad la capacidad osmorreguladora de los
camarones fue de (528 mOsm kg™') a una salinidad de 3%o, obteniéndose un patrén de
regulacion hiper-osmotico. Este patr('m de osmorregulacion se presenta en diversas especies
de crustaceos que se encuentran en el medio natural (Vernberg y Vernberg, 1972; Mantel y
Farmer, 1983). En este sentido, los camarones que fueron alimentados con el tratamiento
(C) 80 mg kg'1 de astaxantina, presentaron la capacidad osmorreguladora mas baja (240

mOsm kg™) v cercano al (0). Gong et al., (2004) reportaron que al adicionar iones en el
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alimento de L. vannamei cultivado en el desierto de Arizona y mantenido a una salinidad
de 5%o, demostrd ser un factor importante para mejorar la capacidad osmorreguladora de
los camarones (462 mOsm kg'), que ellos consideraron como la mis adecuada. En esta
investigacion los camarones alimentados con el tratamiento (C) 80 mg kg'1 de astaxantina y
aclimatado a baja salinidad, presentaron una capacidad osmorreguladora mas baja y
cercano al (0) a la obtenida por Gong ef al., (2004). Lo que sugiere que los camarones
alimentados con el tratamiento (C) tuvieron un menor gasto energético para llevar a cabo
los mecanismos de osmorregulacion, reflejandose en un menor consumo de oxigeno y

menor excrecion de amonio para mantener la capacidad osmorreguladora baja.

En relacién a la duracién de la frecuencia del ciclo de muda de los organismos
provenientes del tratamiento con 80 mg kg de astaxantina, se encontré que fue la mas
corta, respecto a los camarones provenientes de los demas tratamientos. Resultados
similares han sido encontrados por Arango, (1993) y Petit ef al., (1997) cuando adicionaron
60 mg kg’ en la dieta de P. japonicus y 50 ppm de astaxantina en L. vannamei. De acuerdo
a Petit et al., (1997) la presencia de la astaxantina en la dieta en niveles de inclusion de 50-
80 mg kg’ de astaxantina, se encuentra involucrada con algunas interacciones metabdlicas
en los organismos que permiten el incremento de los niveles de ecdisteroides en la
hemolinfa (hormona estimuladora de la muda) y por lo tanto se incremento la frecuencia de
la muda en los juveniles de L. vannamei, alimentados con 80 mg kg de astaxantina

suplementado en la dieta.
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El coeficiente de crecimiento diario cuantificado para los organismos alimentados con 80
mg kg de astaxantina, mostré diferencias significativas respecto a los demas tratamientos
(P<0.05). Thongrod et al., (1995), encontraron un incremento en el crecimiento de F.
monodon al incrementar la concentracion de astaxantina en el alimento (5-300 mg kg™
durante treinta dias. Por su parte Arango (1996) adicioné en la dieta (50 mg kg de
astaxantina) logrando un mayor crecimiento (30%) en Litopenaeus vannamei mantenido en
agua de mar. Petit et al., (1997), adiciond en la dieta de post larvas de P. japonicus 60 mg
kg' de astaxantina, obteniendo buenos resultados en el crecimiento en diferentes estadios
de P. japonicus. Estudios realizados por McGraw y Scarpa (2004), han reconocido que al
incrementar el periodo de aclimatacién, se incrementa la tolerancia de L. vannamei a bajas
salinidades; reflejandose esto en una mayor sobrevivencia y por ende un incremento del
crecimiento. Resultados similares se encontraron en este estudio, en los camarones
provenientes del tratamiento (C); ya que mostraron un coeficiente de crecimiento diario
(0.54) mayor respecto a los demas tratamientos a los que fueron expuestos los juveniles de

camaron blanco.

En esta investigacién, los organismos a los que se les proporciond el tratamiento (C)
exhibieron una sobrevivencia del 80%. Esta dosis de astaxantina incluida en el alimento fue
mayor que la utilizada por Yamada, (1990) (50 mg kg™"). Con la que obtuvo una
sobrevivencia (90%) en P. monodon mantenido en agua de mar, comparados con el control
(57%). Por su parte Chien y Jeng, (1992), reportaron una sobrevivencia de P. japonicus del
87% alimentados con 50 mg kg’ mantenidos en agua de mar y encontraron una relacion

positiva entre la sobrevivencia y la concentraciéon 6ptima del pigmento. Cabe destacar que
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el periodo de aclimatacién a bajas salinidades se encuentra asociado directamente con la
capacidad osmorreguladora de los organismos. Van Wyk et al., (1999) sugirieron para L.
vannamei, que la reduccion de la salinidad, en las primeras 8 horas debe ser de 2%o hly
las ultimas 8 horas, de 0.063%o h! durante un periodo de 48 horas, esto reduce el estres
osmorregulatorio en los camarones y da como resultado un alto porcentaje de
sobrevivencia, demostrando esto la importancia de un periodo de aclimatacién extendida a
bajas salinidades. Los resultados de estos autores coinciden con los obtenidos en este
estudio, ya que la sobrevivencia de L. vannamei en el periodo de reduccion de la salinidad
fue del (98%). La aclimatacién se realizé de manera extendida durante 10 dias, utilizando
dos tasas de recambio. Los primeros 5 dias fue de 6%o dia™ a partir de una salinidad de
35%o hasta llegar a una salinidad de 5%o. Durante los dias restantes, la tasa de reduccion
empleada fue de 0.4%o dia™ hasta llegar a 3%o. Corrroborando esto que la aclimatacion
extendida se reflejé en una alta sobrevivencia de los organismos aclimatados a baja
salinidad. Los resultados obtenidos en el tratamiento (C) 80 mg kg' de astaxantina
mostraron una mejor recuperacion a estrés osmético y sobrevivencia (80%), revelando que
esta concentracién promovié un efecto positivo en la sobrevivencia de L. vannamei

mantenido a baja salinidad.

Los organismos alimentados con el tratamiento (C), presentaron una tasa respiratoria y
excrecion amoniacal similar a la reportada para camarones mantenidos en agua de mar, ya
que consumieron significativamente menos oxigeno, asi como una menor producciéon de
amonio y por lo tanto utilizaron a los lipidos y a los carbohidratos como principal sutrato

energético y se obtuvieron los valores menores en la capacidad osmorreguladora,
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reflejandose en un incremento en el crecimiento de los organismos provenientes de esta

condicion.

Por el contrario los camarones provenientes del tratamiento (D) (150 mg kg! de
astaxantina) exhibieron valores en el QO y excrecién amoniacal por arriba de los valores
reportados por Taboada et al, (1998); Diaz et al, (2004) y Comoglio et al., (2004).
Presentaron la relacién O: N mas baja y la capacidad osmorreguladora fue la mas lejana al
punto isosmético; asi como también presentaron valores significativamente menores en el
coeficiente de crecimiento diario. Fueron los camarones que tuvieron menor porcentaje de
sobrevivencia (70%). Estas respuestas en su conjunto pueden sugerir que esa concentracion
de astaxantina adicionada en la dieta, excedi6 el punto de saturacién del pigmento y por lo
tanto el camarén se mantuvo en un estrés adicional. Al respecto Herring, (1973) menciona
que cuando el pigmento es absorbido en exceso por el organismo, éste lo excreta, lo cual

puede ocasionar un mayor gasto energético en la distribucién y excrecion del exceso del

pigmento.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que la dieta adicionada con 80 mg kg
de astaxantina es la adecuada para el cultivo de L. vannamei a baja salinidad. Esta
concentracién le proporciond al organismo los requerimientos nutrimentales necesarios
para mantener la homeostasis y permiti6 que los organismos destinaran la energia
suficiente en condiciones no habituales, para cubrir sus demandas energéticas y crecer
(Harrison 1980; Darachai et al., 1998; Merchie et al., 1998 y Scholz, et al., 1999). Ya que

ha sido demostrado que cuando el organismo se encuentra en condiciones ambientales
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favorables, la energia es canalizada directamente hacia la biosintesis de tejido, dando como
resultado el crecimiento del organismo (Lucas, 1996). Sin embargo se hace evidente la
necesidad de desarrollar otras investigaciones que eluciden la funcién de la astaxantina con
los parametros fisiologicos estudiados.

Una propuesta para optimizar el cultivo de camarén a baja salinidad en condiciones
controladas, es la utilizacién de la astaxantina como fuente principal en el alimento. Ya que
cada una de las condiciones fisiolégicas estudiadas, indicd que la dosis adecuada en este
experimento fue la de 80 mg kg! de astaxantina, siendo la concentracién que mayor

favorecid al organismo en estudio.

Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion son a nivel experimental,
sugiriendo la realizacién de este experimento en granjas piloto, que nos permitird
establecer con mayor precisiéon el crecimiento y la sobrevivencia a nivel de granjas de

produccién.
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