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Fisiologia térmica y despliegue diferencial en adultos de Litopenaeus

vannamei sometidos a estrés térmico

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro Dr. Fernando Diaz Herrera

Codirector Codirector

Se evalué la fisiologia térmica de los adultos del camardn blanco, determinando su
preferendum final por el método agudo y gravitacional, encontrando valores
similares independientemente del método utilizado (26.2-25.61 °C).

Se encontré una relacién directa entre la temperatura critica maxima (TCMax) y
las temperaturas de aclimatacion (P<0.05). Los valores de TCMax se
incrementaron de 36 a 41.5 °C conforme aumento la temperatura de aclimatacion
de 20 a 32 °C.

La taza de respuesta de aclimatacién (ARR) de los adultos del camardn blanco
tuvo un intervalo de 0.36-0.76, lo que correspondid con otras especies de
crustaceos que habitan regiones tropicales y subtropicales.

La taza de consumo de oxigeno aumento significativamente (P<0.05) de 39.6 a 90
mg O, kg h' peso himedo, conforme se incrementé la temperatura de
aclimatacion de 20 a 32 °C. El menor valor de Q1o de 1.60 se obtuvo en el
intervalo de temperaturas de 23 a 26 °C, mismo intervalo de temperaturas que
correspondio al preferendum térmico.

Al exponer a los adultos del camardn blanco al estrés térmico ascendente, se
observo un incremento en la osmolaridad de la hemolinfa de 776 a 809 mmol kg™
independientemente de la temperatura de aclimatacion. También se determino la
modificacion de parametros metabdlicos al someter a los camarones al estrés
térmico, resaltando un incremento en la cantidad de glucosa en la hemolinfa.
Dicho incremento no se observo en los demas metabolitos evaluados en este
trabajo (colesterol, acilglicéridos y proteinas totales). Se registré en la hemolinfa
de los camarones que se expusieron a la TCMax una disminucién en la actividad
de la Fenoloxidasa, probablemente por que se modificod la temperatura 6ptima de
la enzima.



i1

Se estandarizé la técnica de Despliegue diferencial para el procesamiento de
muestras de hepatopancreas de camardn, de este modo se pudo evaluar la
presencia-ausencia de bandas al comparar organismos control con camarones
sometidos a estrés térmico.

Los resultados de este trabajo se discuten en relacién al mantenimiento de los
reproductores.

Palabras Clave: Temperatura, Estrés, Litopenaeus vannamei, Diferencial
Display.
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ABSTRACT of the thesis presented by Ricardo Alberto Gonzalez Sanchez as a
partial requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in Life Sciences
with orientation in Marine Biotechnology. Ensenada, Baja California, México
December 2010.

Thermal physiology and differential display in Litopenaeus vannamei adults
summited to thermal stress

To evaluate the thermal physiology of adults of the white shrimp, we determine the
final preferendum by the acute and gravitational methods we obtained similar
values without regard the method used (26.2-25.61 °C).

A direct relation between the critical thermal maxima (CTMax) and the acclimation
temperature (P<0.05) were found. The CTMax values increased from 36 to 41.5 °C
as the acclimation temperature increased from 20 to 32 °C.

The acclimation ratio response (ARR) of the white shrimp adults had an interval of
0.36-0.76, which corresponds with other crustacean species that inhabit tropical
and subtropical regions.

The oxygen consumption rate increased significantly (P<0.05) from 39.6 to 90 mg
0. kg h™" of wet weight as the acclimation temperature increased from 20 to 32 °C.
The lowest Q4o value was 1.60 and it was obtained in the same interval of
temperatures that corresponded to the thermal preferendum 23 to 26 °C.

As we exposed the adult white shrimp to an ascending thermal stress, we
observed an increment in the haemolymph osmolarity from 776 to 809 mmol kg™
without regard to the acclimation temperature. Also we determine the modification
of the metabolites as we exposed the shrimps to thermal stress, highlighting an
increase in the haemolymph glucose. Such increment was not noticed in the other
metabolites evaluated (cholesterol, acilglycerides and total proteins). A diminution
in the phenoloxidase activity was registered in the shrimp submitted to the CTMax;
probably cause the enzyme optimal temperature was modified.

A differential display technique (DDRT-PCR) were standardized in order to asses
the process of hepatopancreatic tissue of the shrimp, by this means we were able
to evaluate the presence-absence of banding patterns between control and heat
stressed shrimps.

The results of this work are discussed regarding the maintenance of white shrimp
breeders.

Keywords: Temperature, Heat stress, Litopenaeus vannamei, Differential
Display.
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l. Introduccion

En la naturaleza los organismos acuaticos utilizan su capacidad de
adaptacion para persistir en un habitat particular respondiendo a los cambios en el
ambiente por medio de ajustes metabdlicos o de comportamiento (Pigliucci 1996).
Esos ajustes proporcionan a los organismos una plasticidad fisioldgica, la que es
particularmente importante en los ectotermos que experimentan amplias
fluctuaciones de temperatura (Buckley, Owen y Hofmann 2001). Este parametro
modifica la respuesta fisiolégica de los organismos acuaticos invertebrados vy
vertebrados, limita las reacciones bioquimicas, afecta su metabolismo, su
distribucion e influye directamente en la sobrevivencia y el crecimiento en los
diferentes estadios del ciclo de vida (Magnuson, Crowder y Medwick 1979;
Reynolds y Casterlin 1979).

Para contrarrestar las variaciones ambientales de temperatura, los
organismos acuaticos han desarrollado una respuesta termorreguladora, que
consiste en la capacidad del organismo para seleccionar activamente un habitat
con un optimo térmico y a su vez evitar aquellos que no sean favorables (Prosser
y Heath, 1991; Luna-Figueroa, Diaz, Espina 2003; Das, Chakraborty, Manush,
Chatterjee y Mukherjee 2004; Re, Diaz y Valdez 2006).

La preferencia térmica de un individuo, es una respuesta especie-
especifica que puede variar de acuerdo a la edad, el peso, la disponibilidad de
alimento, la estacion, la calidad del agua, intensidad luminosa o bien por factores
denso dependientes como la competencia y la presencia de patégenos
(Wedemeyer, Meyer y Smith 1999), incluso a lo largo del dia (Diana 1983; Giattina
y Garton 1982).



Ademas, se ha mencionado por Beitinger y Fitzpatrick (1979), McCauley y
Casselman (1981) que la temperatura que un organismo prefiere, comunmente
coincide con la temperatura Optima que el organismo requiere para moverse,
crecer o reproducirse, ya que le permite maximizar la proporcion de energia
disponible (Kelsch 1996).

Fry (1947) propone dos métodos para evaluar la temperatura preferida
(agudo y gravitacional) utilizando un gradiente de temperatura. Mediante el
método agudo, la temperatura preferida se determina durante las 2 primeras horas
de inmersién de los organismos en el gradiente a partir de diferentes temperaturas
de aclimatacién. En el método gravitacional el preferendum final se obtiene hasta
que el organismo ha tenido suficiente tiempo para moverse hacia una region de

preferencia térmica.

Se han realizado algunos estudios de termorregulacion en juveniles de
peneidos entre los mas relevantes se encuentran los trabajos en Penaeus
duorarum (Burkenroad) (Reynolds y Casterlin 1979); Penaeus brasiliensis
(Latreille) (Criales y Chung 1980); Penaeus monodon (Fabricius) (Chen y Chen
1999); Litopenaeus vannamei (Boone) (Valdez-Sanchez 2002; Hernandez, Buckle,
Palacios y Barén 2006) y Litopenaeus stylirostris (Stimpson) (Re, Diaz y Valdez
2006).

La medicion de la tasa metabdlica ha sido utilizada como una herramienta
para determinar el impacto que pueden tener diversos factores ambientales como
la temperatura, la salinidad o la exposicién a contaminantes, permitiéndonos de
este modo determinar los costos energéticos que esas combinaciones le imponen
al organismo (Stern, Borut y Cohen 1984; Lemos, Phan y Alvarez 2001; Altinok y
Grizzle, 2003; Manush, Pal, Chatterjee, Das y Mukherjee 2004; Brougher,

Douglass y Soares 2005). EI consumo de oxigeno se encuentra intimamente



ligado con el trabajo metabdlico y el flujo de energia que el organismo puede
destinar para los mecanismos de control homeostatico (Salvato, Cuomo, Di Muro y
Beltramini 2001; Das, Pal, Chakraborty, Manush, Sahu y Mukherjee 2005).

La determinaciéon de la tolerancia térmica de diferentes especies es una
practica comun en el campo de la biologia térmica. Esto ha sido motivado no
solamente por el interés en el conocimiento de la fisiologia térmica de los
organismos sino también por la necesidad de evaluar los efectos biolégicos de
diferentes fendmenos térmicos como el cambio climatico global y el Nifio (Beitinger
et al., 2000; Mora y Ospina, 2001).

Los estudios sobre tolerancia térmica se han enfocado principalmente en
peces (Brett, 1956; Reynolds y Casterlin, 1979; Beitinger et al., 2000; Das et al.,
2004). No obstante, la importancia de este tipo de estudios ha ocasionado que
aumente el interés por realizar investigaciones de este tipo en otros grupos de
organismos, como los crustaceos (Payette y McGraw, 2003). Entre los que se
encuentran los estudios realizados en: Penaeus brasiliensis (Criales y Chung,
1980), en Orconectes rusticus y O. virilis (Claussen, 1980), Orconectes rusticus
(Layne et al., 1987), Procambarus clarkii (Diaz et al., 1994), Macrobrachium
tenellum (Hernandez et al., 1996), Macrobrachium rosenbergii (Diaz et al., 1998;
Manush et al., 2004), Macrobrachium acanthurus (Diaz et al., 2002); Cherax
quadricarinatus (Diaz et al., 2004); Farfantepenaeus aztecus (Re et al., 2005),
Litopenaeus stylirostris (Re et al., 2006); Penaeus monodon (de la Vega et al.,
2006); Penaeus semisulcatus (Kir et al., 2008a, b); Litopenaeus vannamei (Kumlu
et al., 2010).

La tolerancia térmica en los ectotermos es cuantificada a través de la
determinacién de la temperatura critica maxima (TCMax) donde la temperatura es

incrementada gradualmente hasta que se alcanza un punto critico (perdida de



equilibrio, muerte). La TCMax es la temperatura media en la cual todos los
organismos alcanzan un punto critico. Este método es ampliamente utilizado ya
que requiere pocos animales, es rapido y sus resultados son comparables a las

condiciones naturales (Mora y Ospina, 2001; Mora y Maya, 2006).

La definicion de la TCMax fue introducida por Cowles y Bogert (1944),
modificada por Lowe y Vance (1955) y estandarizada por Hutchison (1961). Cox
(1974) define a la TCMax como: “Una medida de tolerancia en la cual se usa la
media aritmética de puntos térmicos colectivos en cuanto la actividad locomotora
se desorganiza”. Esto se da cuando el organismo pierde la capacidad de escapar
a condiciones que rapidamente lo conduciran a la muerte (White, 1983; Beitinger
et al., 2000; Re et al., 2006).

Hutchison (1976) menciona que el conocimiento de la temperatura critica
maxima proporciona un indice relevante a nivel fisiolégico y ecoldgico ya que los
organismos acuaticos pueden encontrar tales temperaturas en condiciones
naturales. Debido a que la TCMax se puede modificar estacionalmente asi como
también por la temperatura de aclimatacion, esta, resulta util para la evaluaciéon de
los requerimientos térmicos vy fisioldgicos del organismo en cautiverio; la TCMax
es considerada una medida de la tolerancia térmica de los organismos acuaticos,
ya que permite identificar la temperatura en la que ocurre la primer sefal de estrés
(Paladino et al., 1980; Pérez et al., 2003; Das et al., 2004; Re et al., 2005; Mora y
Maya, 2006).

De acuerdo a Claussen (1977), la tasa de respuesta de aclimatacién
(ARR) es definida como el cambio en la TCMax por cambio en la temperatura de
aclimatacion, es considerada como una medida para denotar la respuesta
fisiolégica de organismos acuaticos a un cambio en la temperatura, obteniendo

valores menores para especies de climas templados o frios y valores mas



elevados para especies tropicales y subtropicales, esto es debido a que las
especies que habitan en zonas frias y templadas, experimentan cambios
graduales y fluctuaciones de temperatura a largo plazo permitiéndoles el tiempo
necesario para realizar los ajustes metabdlicos necesarios, 10 que resulta en
intervalos de tolerancia menores como es el caso de lo reportado para diferentes
especies de crustaceos que habitan en agua fria, McLesse (1956) obtuvo un ARR
de 0.24 en postlarvas de langosta Homarus americanus. Spoor (1955) y Bowler
(1963) obtuvieron valores de ARR entre 0.12 y 0.18 en acociles de la especie
Astacus pallipes. Claussen (1980) obtuvo un valor de 0.24 en Orconectes rusticus
y para O. virilis un valor de 0.15. Layne et al. (1987) reportaron valores de ARR

entre 0.23 y 0.25 para O. rusticus.

Por el contrario, las especies que habitan en zonas tropicales y
subtropicales experimentan mayores fluctuaciones de temperatura en periodos
cortos, por lo que, presentan intervalos de tolerancia mas amplios, para poder
sobrevivir a cambios rapidos en la temperatura del agua, ya que no cuentan con el
tiempo suficiente para aclimatarse y ajustar su tolerancia, coincidiendo con lo
obtenido por Diaz et al. (1994) que reportaron un valor de ARR de 0.33 para el
acocil Procambarus clarkii, que presenta una distribucién en zonas templadas-
calientes. Para Macrobrachium tenellum, el ARR calculado fue de 0.54
(Hernandez et al., 1996). Diaz et al. (1998) reportaron valores de ARR entre 0.44 y
0.58 para dos estadios del desarrollo del langostino tropical M. rosenbergii. En M.
acanthurus, un langostino subtropical, los valores de ARR obtenidos por Diaz et al.
(2002) fueron de 0.33 a 0.52. Para el acocil subtropical Cherax quadricarinatus el
ARR fue de 0.33 a 0.66 (Diaz et al., 2004). En el camardn café Farfantepenaeus
aztecus, una especie tropical estuarina, el ARR fue de 0.30 a 0.50 (Re et al.,
2005), para el camarén azul Litopenaeus stylirostris, Re et al. (2006) reportaron
un ARR entre 0.45 y 0.50. Para postlarvas y juveniles del camarén blanco
Litopenaeus vannamei aclimatado a cuatro temperaturas Kumlu et al, (2010)
obtuvieron valores de ARR de 0.35 a 0.44.



Lignot et al. (1999) mencionan la necesidad en la camaronicultura de
desarrollar medidas individuales tanto fisiolégicas como bioquimicas para evaluar
el estado fisiolégico de las poblaciones de camarones y asi permitirnos predecir
los efectos del estrés y contaminantes sobre los organismos; proponen el uso de

la osmolaridad y los niveles de glucosa en la hemolinfa.

La glucosa, el lactato y la capacidad osmorreguladora han sido propuestas
como indicadores de estrés para diferentes especies de crustaceos como es el
caso de los juveniles de Litopenaeus vannamei, donde Mercier et al. (2006)
evaluaron el estrés por manejo en cultivo en 2 estanques de materiales diferentes
(plastico y concreto), encontrando que ademas de la glucosa y el lactato, también
se pueden utilizar las proteinas totales, la hemocianina, el colesterol, lipidos
totales y triglicéridos para evaluar la condicion fisioldgica de los camarones. En
estudios previos se ha notado que el metabolismo del organismo se modifica al
estar expuesto a condiciones estresantes, por lo cual se ha propuesto el uso de
dichas variables metabdlicas para la evaluacion del proceso de adaptacion ante un
estresor (Lignot et al., 1999; 2000; Rosas et al. 2001; 2002, Sanchez et al. 2001 y
Pascual et al. 2003; 2004) y como indicadoras de estrés en juveniles del camarén
blanco (Racotta y Palacios 1998). Palacios (1999) menciona que ademas pueden
ser utilizadas como indicadoras del estado reproductivo y de la calidad de larvas

en L. vannamei.

Hall y van Ham (1998) mencionan que la concentracion de glucosa en la
hemolinfa es un método simple y confiable que se puede utilizar como un
indicador de estrés en camarones, ya que reportan que varios agentes estresores
provocan un aumento significativo en la concentracién de glucosa en la hemolinfa

de P. monodon.

Sanchez et al. (2001) evaluaron los niveles de glucosa, lactato, proteinas,



colesterol, triacilglicéridos, la capacidad osmética, conteo total de hemocitos y la
actividad de la fenoloxidasa en la hemolinfa de adultos de L. setiferus aclimatados
a dos temperaturas y determinaron que pueden ser utilizados como indicadores de

estrés.

La fenoloxidasa es la enzima responsable del proceso de melanizacion
que se observa en crustaceos e insectos (Sdderhall y Cerenius, 1992). La
actividad de la fenoloxidasa ha sido evaluada en Farfantepenaeus californiensis,
Penaeus monodon, Farfantepenaeus paulensis, L. stylirostris y L. vannamei
(Rendén y Balcazar, 2003).

Ademas de las herramientas antes mencionadas para evaluar la salud de
los organismos, también se utilizan herramientas moleculares como es el caso de
la expresion diferencial que también ha ayudado a descubrir muchos genes
importantes involucrados en infecciones virales, cancer, ovulacion, ritmo
circadiano, transcripcién, polimorfismo de RNA mensajero y la interaccion RNA-
proteina. Esta técnica se basa en el aislamiento e identificacion de genes
expresados diferencialmente, por medio de tres pasos: Primero, la
retrotranscripcion del RNA mensajero presente en la muestra utilizando oligo dT.
Segundo, la seleccion de oligonucleotidos aleatorios para la amplificaciéon por PCR
del cDNA presente en la muestra y por ultimo el uso de geles de secuenciacion

para el analisis de los fragmentos de PCR (Liang y Pardee, 1992; 2003).

Unajak et al. (2006) identificaron la presencia de una secuencia con gran
homologia a las proteinas argonauta de mamiferos y de Drosophila melanogaster

en el cDNA de Penaeus monodon utilizando la técnica de expresion diferencial.

Montafio-Pérez et al. (2005) utilizaron la expresion diferencial en

hemocitos de L. vannamei retados con Vibrio alginolyticus y reportan que son



capaces de responder indicando cierto tipo de especificidad en la respuesta
inmune del camardn. Somboonwiwat et al. (2006) analizaron la expresion
diferencial en hemocitos de Penaeus monodon infectados con Vibrio harveyi,
encontrando un incremento en la expresién de 48 bandas y un decremento en la

expresion en 31 bandas después del reto con V. harveyi.

Chavez-Calvillo et al. (2010) evaluaron los cambios en la expresion
genética de L. vannamei alimentados con 2 tipos de dietas, una con proteina
animal y otra con proteina vegetal en 2 tejidos: hepatopancreas y musculo,
reportando diferencias en la expresion de 6 genes del hepatopancreas y 4 en el

musculo.

El camardén blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei (Boone) se
distribuye a lo largo de la costa del Pacifico desde el Golfo de California hasta el
norte de Peru, se le puede encontrar hasta una profundidad de 70 metros (Michel,
2002). Es una de las especies de peneidos mas estudiadas; ya que es el soporte
de muchas pesquerias comerciales comprendiendo el 30% de los camarones
peneidos que se cultivan en la costa este del Pacifico (Paez, 2002). Su éxito
comercial se debe a que este decapodo presenta una alta tasa de crecimiento con
una supervivencia y crecimiento aceptable en altas densidades de cultivo
(Rosenberry 1994; Treece 2000). Wyban, Walsh y Godin (1995), Ponce Palafox,
Martinez Palacios, Ross (1997) y Diaz, Farfan, Sierra y Re (2001) muestran que la
sobrevivencia y la tasa de crecimiento de esta especie dependen de la

temperatura y de su interaccion con la salinidad.

Debido al potencial econdmico que el camardn blanco representa para
México, es de suma importancia el evaluar la fisiologia térmica de los adultos de
esta especie y asi contar con mayor informacién para el mantenimiento de

organismos adultos de Litopenaeus vannamei y optimizar sus condiciones de



reproduccion antes de que el estrés limite su capacidad reproductiva, causando

efectos nocivos en los gametos.
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Il. Hipotesis

Al exponer a los adultos del camardn blanco a un estrés térmico, ocurrira
un desbalance interno que se reflejara en la modificacion de sus parametros
fisiolégicos y metabdlicos reflejandose también en su expresion diferencial
permitiéndonos evaluar la capacidad de adaptacién térmica asi como la

termotolerancia de esta especie.
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lll. Objetivos

lll.1 Objetivo General

Determinar la respuesta fisiologica y metabdlica involucrada en la
termotolerancia y el expresion diferencial en adultos de Litopenaeus vannamei,
aclimatados a diferentes temperaturas, para conocer su capacidad de adaptacion

térmica.

lll.2 Objetivos particulares:

Determinacion de la temperatura preferida de adultos de Litopenaeus

vannamei utilizando dos métodos.

Cuantificar el efecto de cinco diferentes temperaturas de aclimatacion
sobre el consumo de oxigeno de rutina y Q,,del camarén blanco para estimar

su temperatura optima.

Cuantificar la variacién de los parametros metabdlicos (glucosa, proteinas
totales, colesterol, acilglicéridos y fenoloxidasa) y la osmolaridad de la
hemolinfa del camardon blanco expuesto a la temperatura critica maxima
(TCMax) utilizando cinco temperaturas de aclimatacién: 20 °C, 23 °C, 26 °C,
29°Cy32°C=1°C.

Estimar la tasa de respuesta a la aclimatacién (ARR) del camarén blanco

aclimatado a cinco temperaturas.

Determinar el endurecimiento térmico de adultos del camarén blanco
mediante la exposicion sucesiva a la TCMax en los organismos aclimatados

a diferentes temperaturas.
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Evaluar la expresion diferencial de genes en el camarén blanco expuesto

a diferentes temperaturas de aclimatacion.
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IV. Materiales y Métodos

Se colocaron 5000 organismos en estadio de postlarva PL,, en estanques
de 2000 L provenientes del laboratorio Acuacultores de La Paz S.A. ubicado en La
Paz, BCS, los cuales contaron con flujo continuo de agua de mar a 35%.,
mantenidos a una temperatura de 28 °C £ 1 °C con calentadores sumergibles de
1000 W, los camarones permanecieron en estas condiciones hasta que
alcanzaron la etapa adulta. Se les proporcioné diariamente alimento comercial

Rangen al 8% de su peso humedo.

Una vez que alcanzaron la talla de 15 a 18 g de peso humedo, se
colocaron 700 organismos en cada uno de los 5 estanques de 2000 L (n=3,500)
provistos con recambio de agua y aireacidén constante, donde se aclimataron por
30 dias a cinco temperaturas (20 °C, 23 °C, 26 °C, 29 °C y 32 °C £ 1 °C), con una
tasa de incremento o decremento de la temperatura de 2 °C por dia, estas se
mantuvieron utilizando calentadores de 1000 W conectados a controladores

individuales de temperatura.

El preferendum térmico de los camarones fue determinado por el método
agudo y gravitacional descrito por Reynolds y Casterlin (1979) para lo que se
utilizé un gradiente horizontal descrito por Diaz, Re, Medina, Re, Valdez y
Valenzuela (2006) que consté de un tubo de PVC de 400 cm de longitud y 20 cm
de diametro con 20 segmentos de 20 cm de longitud cada uno. La profundidad de
la columna de agua fue de 9 cm y el gradiente se formé al colocar un calentador
de 1000 W que se ubicd en uno de los extremos del gradiente, mientras que en el
extremo opuesto se bombed agua fria proveniente de un termorregulador (Neslab
HX-150). El gradiente tuvo un intervalo de temperatura de 10 a 40 °C. En cada
segmento se colocé una piedra de aireacién para mantener una concentracion de

oxigeno disuelto de 5 a 9 mg O, L, evitando asi la estratificacién en la columna de
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agua, la temperatura se midi6 en cada segmento con termdémetros digitales
colocados equidistantemente. En la parte frontal del gradiente, se colocd una
cortina y un espejo en un angulo de 45° para observar a los organismos en el

interior del mismo sin molestarlos, evitando asi el estrés.

Para la determinacion de la temperatura preferida mediante el método
agudo se utilizaron 100 adultos de camarén blanco previamente aclimatados
durante 30 dias en estanques de 2000 L a las temperaturas de 20 °C, 23 °C, 26
°C, 29 °Cy 32°C =1 °C. Alfinalizar el periodo de aclimatacion, se seleccionaron
5 camarones provenientes de cada temperatura de aclimatacion. En el interior del
gradiente ya formado, se colocaron 5 organismos marcados y sexados de acuerdo
a lo descrito por Pérez y Kensley (1997) obteniendo una relacion final de 1 macho
por 1 hembra y se introdujeron en el gradiente en las camaras virtuales que tenian
la temperatura de aclimatacion de donde provenian los camarones. La ubicacion
de los organismos y la temperatura de cada camara se registraron cada diez
minutos durante 120 minutos. Se realizaron cuatro repeticiones por cada condicidon

experimental.

El preferendum final se determind por la interseccion de las temperaturas
preferidas por los organismos provenientes de cada temperatura de aclimatacion,

con la linea de igualdad.

Para determinar la temperatura preferida por medio del método
gravitacional, se utilizaron 20 organismos marcados individualmente de acuerdo a
Diaz et al. (1995) provenientes de la temperatura de 29 °C, a los cuales no se les
proporcion6 alimento 24 h antes de iniciar los experimentos, se marcaron y
sexaron de la misma manera que los organismos que se usaron en el método
agudo. La posicion de los animales en los segmentos del gradiente, asi como la

temperatura, se registré6 cada hora durante un ciclo de 24 horas. Se realizaron
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cuatro repeticiones. Se simuld un ciclo dia-noche (12 h luz/12 h obscuridad) con
un intervalo de fase luminosa a obscura de 0.35 x 10*- 0.02 x 10 quanta s' cm?

respectivamente, con un periodo de transicion gradual entre ambos de 30 minutos.

Para la medicion del consumo de oxigeno de los camarones, se utilizdé un
respirometro semiabierto como el descrito por Diaz et al. (2007), se utilizaron 20
organismos provenientes de cada temperatura de aclimatacion (n= 100) que se
colocaron individualmente en 20 matraces de 2.800 L utilizados como camaras
respiratorias, con excepcion de una que permanecié vacia como control para
corregir el consumo de oxigeno ocasionado por microorganismos presentes en el

sistema.

Los organismos se colocaron en las camaras respirométricas 18 horas
antes de iniciar las mediciones para evitar estrés por manejo (Martinez Palacios,
Ross y Jiménez Valenzuela 1996). Los camarones no fueron alimentados 24 h

antes de iniciar los experimentos de medicidon de consumo de oxigeno.

Se tomaron las lecturas del oxigeno disuelto en cada camara, con un
oximetro YSI 52 B provisto de un sensor polarografico, el cual se conecté a una
camara cerrada por medio de un sistema de mangueras para evitar que la muestra

de agua tuviera contacto directo con el aire.

Las camaras respirométricas permanecieron cerradas durante 1 hora y
media, tiempo suficiente para evitar que el oxigeno disuelto disminuyera mas alla

del 30% y se convirtiera en un factor de estrés (Stern et al. 1984).

Antes de cerrar las camaras se tomo6 una muestra de agua para cuantificar
la concentracion inicial de oxigeno y al finalizar el periodo de 1 hora y media se

tomd otra muestra para medir la concentracion final de oxigeno disuelto. Se
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realizaron dos repeticiones con un intervalo de 2 horas para cada condicidon

experimental. Las mediciones se realizaron entre las 9:00 y 13:00 h.

El consumo de oxigeno de los organismos se calculd a partir de la
diferencia entre las concentraciones iniciales y finales del oxigeno consumido por
los organismos provenientes de cada temperatura de aclimatacién y se

expresaron como (VO, mg O, kg' h" p.h.) donde p.h. es el peso humedo.

El calculo del coeficiente térmico para la tasa metabodlica del camardn
(Qu), el cual representa la sensibilidad del organismo a las variaciones de
temperatura se realizé por medio de la siguiente ecuacién (1), propuesta por
Schmidt-Nielsen (1997) para los organismos provenientes de cada temperatura de

aclimatacion:

Q. = ( Tasa, / Tasa,)omemzTemn (1)

Para determinar la TCMax, se utilizaron 40 organismos provenientes de
cada temperatura de aclimatacion (20, 23, 26, 29 y 32 + 1 °C) que se colocaron de
2 en 2 en acuarios de 24 x 12 x 12” (45 L), equipados con un calentador de 1000
W y una piedra de aireacién para evitar la estratificacion y mantener una
temperatura uniforme, se colocaron los camarones 30 minutos antes de dar inicio
al experimento para disminuir el estrés por manejo (Pérez et al., 2003).
Posteriormente se incrementé la temperatura del agua a una tasa de 1 °C por
minuto hasta observar la primer senal de estrés o perdida de equilibrio (LRR) (Re
et al., 2005; 2006). En ese momento se sacaron los organismos y se les extrajo
una muestra de 10 ul hemolinfa para realizar de manera inmediata la medicién de
la presion osmotica. La osmolaridad de la hemolinfa se determind con un
osmometro de vapor modelo Wescor 5200. Los resultados se expresaron en mmol

Kg'. Se realizaron 20 repeticiones por cada tratamiento.
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Para obtener la tasa de respuesta de aclimatacion (ARR), se utilizaron los
datos obtenidos del estudio de la TCMax y se dividieron entre la temperatura de

aclimatacion respectiva, obteniendo de este modo, ACTMax/AT (Claussen, 1977).

Para evaluar el endurecimiento térmico del camarén blanco se expusieron
de manera repetida 20 organismos por temperatura de aclimatacion a la TCMax
espaciada de la siguiente manera: 0, 1, 3, 6, 12 y 24 h., una vez observada la
pérdida de equilibrio (LRR), los organismos se regresaron a un acuario con la
temperatura de aclimatacion de la que provenian, donde se mantuvieron hasta la

siguiente exposicion.

Para la cuantificacion de los metabolitos, (glucosa, proteinas totales,
colesterol, acilglicéridos) se extrajo la hemolinfa de los camarones de cada
condicion experimental utilizando una jeringa de insulina precargada con una
solucion anticoagulante fria de SIC-EDTA en relacién 2:1 (Vargas-Albores et al.,
1993). Todas las muestras se centrifugaron a 800 g por 3 minutos a 4 °C, el
sobrenadante fue separado para la cuantificacion de cada metabolito por medio de
kits comerciales. Se utilizaron placas de 96 pozos donde fueron colocados 10 uL
de cada muestra por triplicado, posteriormente se afnadieron 200 uL del reactivo
correspondiente, se incubaron y se leyeron en un lector de placas marca BIO-RAD
a 540 nm (glucosa, colesterol y acilglicéridos) 490 nm (fenoloxidasa) y a 595 nm
(proteinas totales), finalmente la concentracion de cada metabolito fue calculada

en base a una curva de regresion.

Los andlisis estadisticos de la temperatura preferida, consumo de oxigeno,
tolerancia térmica (TCMax), endurecimiento, osmolaridad de la hemolinfa y los
metabolitos se procesaron mediante el analisis exploratorio de datos (Tukey,
1977) y se graficaron en cajas en paralelo, dentro de las cuales el 50% de los

datos se distribuyé alrededor de la mediana y en el intervalo de confianza; el otro
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50% de los datos se distribuyd en cada barra. Se realizaron analisis de varianza
de una via (ANOVA) por medio de los programas SigmaSTAT y SigmaPLOT para

observar las diferencias entre los tratamientos.

Para analizar la expresion diferencial de los hepatopancreas de los
camarones provenientes de las 5 temperaturas de aclimatacion se utilizaron los
organismos en el punto en el que alcanzaron su TCMax, en ese punto se
disectaron los hepatopancreas y se colocaron inmediatamente en nitrégeno

liquido, posteriormente se almacenaron a -80 °C hasta que se procesaron.

Se utilizaron aproximadamente 80 mg de tejido para realizar la extraccion
de RNA por medio de TRIzol (Invitrogen). Se homogenizaron 80 mg de
hepatopancreas con 1 mL de TRI, se agregaron 200 uL de cloroformo y se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugdé a 12000
g por 15 minutos a 4 °C, se transfirid el sobrenadante con el RNA y se agregaron
500 pL de alcohol isopropilico, se incubaron a temperatura ambiente por 10
minutos y posteriormente se centrifugd a 12000 g por 15 minutos a 4 °C. Después
se descartd el sobrenadante y se realiz6 un lavado con 1 mL de etanol frio al 75%,
se mezcld y se centrifugd a 7500 g por 5 minutos a 4 °C, se dejo secar la pastilla
por 10 minutos y se resuspendié el RNA en agua libre de nucleadas, se incubd
durante 10 minutos a 55 °C, se cuantificé a una longitud de onda de 230 nm
utilizando un espectrofotdmetro Nanovue, se ajusté la concentracion a 2000 ng pL

'y se almacend a -80 °C.

Se sintetizaron 3 oligos dT y 11 aleatorios, con las siguientes secuencias:
Oligo (dT) 16bases:
GdT: 5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3'
AdT: 5-AAGCTTTTTTTTTTTA-3'
CdT: 5'-AAGCTTTTTTTTTTTC-3'
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Oligos aleatorios de 13bases:
P1DDaleatorio: 5'-AAGCTTGATTGCC-3'
P2DDaleatorio: 5'-AAATCGGTCATAG-3'
P3DDaleatorio: 5'-TAAATGCTGGTGG-3'
P4DDaleatorio: 5'-TAAATGCTGGTAG-3'
P5DDaleatorio: 5'-AAAGATCTGACTG-3'
P6DDaleatorio: 5'-TAAATGCTGGGTG-3'
P7DDaleatorio: 5'-TAAATGCTGTATG-3'
P8DDaleatorio: 5'-TAAATGGAGCTGG-3'
P9DDaleatorio: 5'-TAAATGTGGCAGG-3'
P10DDaleatorio: 5'-TAAAGCACCGTCC-3'
P11DDHSP: 5'-GGNCCNAARATTGA-3'

Para sintetizar cDNA a partir del RNA previamente extraido se utilizé el kit
SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen) y se siguieron las
indicaciones del fabricante, en el cual se utiliz6 como cebador cada uno de los 3
oligos “dT” antes mencionados. El cDNA resultante se cuantificd utilizando un
espectrofotometro Nanovue, se ajustdé la concentraciéon a 100 ng uL' y se

almacend a -80 °C.

Una vez sintetizado el cDNA se realizaron reacciones de PCR con el kit
GoTaqg (Promega) utilizando como cebadores los oligos aleatorios y el oligo dT
empleados para la sintesis del cDNA correspondiente con el siguiente programa:

94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de (94 °C por 30 segundos, 40 °C por 90 segundos

y 72 °C por 50 segundos) seguido de una extension final de 72 °C por 15 minutos.

Una vez obtenidas las amplificaciones se desnaturalizaron a 95 °C por 5

minutos y se cargaron en un gel de poliacrilamida al 6% con Urea 8 M de 40 cm
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de longitud y se corri6 a 2000 V, 60 mAmps, 70 W durante 2 horas.
Posteriormente se realizé una tincion con plata para revelar la presencia de las

bandas.
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V. Resultados

La temperatura preferida determinada mediante el método agudo en
adultos de L. vannamei fue de 26.2 + 0.44 °C. La influencia de la temperatura de

aclimatacién no tuvo un efecto significativo (P < 0.05) (Figura 1).
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Figura 1.- Temperatura preferida por los adultos de L. vannamei
determinada mediante el método agudo. La zona delimitada por ftriangulos
representa los intervalos de confianza de las medianas al 95%.

La temperatura preferida por los adultos del camarén blanco mediante el
metodo gavitacional durante el dia fue de 26.0 °C y durante la noche de 25.6 °C,
no se observaron diferencias significativas entre el preferendum diurno y el
nocturno de temperatura (P < 0.05) (Figura 2), con un preferendum final de 26.0
°C. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el preferendum final

de los adultos determinado mediante el método agudo y el gravitacional.
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Figura 2.- Temperatura preferida por los adultos de L. vannamei
determinada mediante el método gravitacional. La zona delimitada por triangulos
representa los intervalos de confianza de las medianas al 95%.

La tasa de consumo de oxigeno de los adultos del camardn blanco se
incrementd significativamente (P < 0.05 y = -37.91 + (3.97 x, r’= 0.99) conforme la
temperatura de aclimatacion aumenté de 20 °C a 32 °C. Alcanzando un maximo
de 90.0 mg O, kg h" p.h. (Figura 3). El intervalo del cociente de temperatura del
camaron blanco (Q,,) entre los intervalos de temperatura de 20-23 °C fue de 2.99,
y entre 23-26 °C fue de 1.60 (Tabla I).
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Consumo de Oxigeno = -37.91 + (3.97 x Temperatura de Aclimatacion)

100 - R°=0.99
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Figura 3.- Consumo de oxigeno (mg O, kg’ h' p.h.) en adultos de L.
vannamei aclimatados a las temperaturas de 20, 23, 26, 29 y 32 °C.

Tabla .- Tasas de consumo de oxigeno de adultos de L. vannamei
aclimatados a diferentes temperaturas y sus respectivos valores de Q..

Temperatura Consumo de Intervalo de Qo

(°C) oxigeno Temperatura
(mg O, kg” h" p.h.)

20 39.6 - -
23 55.4 20-23 2.99
26 63.8 23-26 1.6
29 76.6 26-29 1.83
32 90.0 29-32 1.74




24

La TCMax de los adultos de camardn blanco se incremento conforme la
temperatura de aclimatacion incremento de 20 a 32 °C, un analisis de varianza de
una via nos indico que la temperatura de aclimatacion tuvo un efecto (P < 0.05)
sobre la temperatura critica maxima, siendo de 36 °C para los camarones
aclimatados a 20 °C, de 37.4 °C para los de 23 °C, de 39.3 °C para los de 26 °C,
de 39.9 °C para los de 29 °C y de 41.5 °C para los camarones aclimatados a 32
°C (Figura 4).
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Figura 4.- Temperatura critica maxima de los adultos del camarén blanco
procedentes de cinco temperaturas de aclimatacion. La zona sombreada
representa el intervalo de la mediana al 95%, las barras incluyen la distribucién al
50% y las lineas representan los cuartiles.

En este estudio, no se observé un endurecimiento térmico en los adultos
de L. vannamei, ya que no se encontraron diferencias significativas (P < 0.05)
entre los valores de las 6 distintas exposiciones a la TCMax a las que fueron

sometidos en un lapso de 24 horas (Figura 5).
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Figura 5.- Endurecimiento térmico determinado a través de exposiciones
sucesivas a la TCMax en los adultos del camardén blanco procedentes de cinco
temperaturas de aclimatacion.

La osmolaridad de la hemolinfa de los organismos control provenientes de
las diferentes temperaturas de aclimatacion, no presentaron diferencias
significativas entre si, indicando una osmolaridad constante e independiente de la
temperatura de aclimatacion a la que se encontraban los camarones (776 mmol
kg'). Al comparar las osmolaridades de la hemolinfa de los organismos
provenientes de las diferentes temperaturas de aclimatacion, expuestos a la
TCMax y donde se observo como punto final la primera perdida de equilibrio se
obtuvo intervalo de la osmolaridad de (803-809 mmol kg'). Para el caso de las
organismos mantenidos en las cinco temperaturas de aclimatacion (20, 23, 26, 29,
32 °C), y expuestos a la TCMax se obtuvieron diferencias significativas (P < 0.05)
en la osmolaridad de las muestras control y las muestras experimentales (Figura
6).
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Figura 6.- Osmolaridad de la hemolinfa del camarén blanco aclimatado a
5 temperaturas diferentes. En color negro se presentan los controles y en gris los
experimentales.

Se realizé el calculo del ARR de acuerdo a lo descrito por Claussen (1977)
obteniendo un intervalo de 0.20-0.63 para los adultos del camarén blanco

aclimatados a las cinco temperaturas antes descritas (Tabla Il).

TABLA Il. Temperatura Critica Maxima y ARR de Litopenaeus vannamei
aclimatado a cinco diferentes temperaturas.

Temperatura de Intervalo de
TCMax ARR
Aclimatacion Temperatura
20 36.0 --
23 37.4 20-23 0.46
26 39.3 23-26 0.63
29 39.9 26-29 0.20

32 41.5 29-32 0.53



27

Al analizar los metabolitos en los adultos del camarén blanco de
organismos controles, se observo que en ninguno de los casos la temperatura de
aclimatacion tuvo un efecto en los metabolitos. Sin embargo con la exposicion a la

TCMax se observé lo siguiente:

Los resultados de colesterol no mostraron diferencias significativas (P <
0.05) entre los organismos control y los experimentales, con valores de 0.231 a
0.338 mg mL" (Figura 7).
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Figura 7.- Colesterol presente en la hemolinfa del camarén blanco
aclimatado a 5 temperaturas diferentes. En color negro se presentan los controles
y en gris los experimentales.

En el caso de los acilglicéridos de los camarones expuestos a la TCMax
los resultados variaron de 0.442 a 0.66 mg mL' y no mostraron diferencias

significativas entre los organismos control y experimentales (P < 0.05) (Figura 8).
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Figura 8.- Aclilglicéridos presentes en la hemolinfa del camarén blanco
aclimatado a 5 temperaturas diferentes. En color negro se presentan los controles
y en gris los experimentales.

En cuanto a las proteinas totales, de los camarones, en este trabajo se
reportaron valores de 149 a 177 mg mL", sin embargo, tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los organismos control y experimentales (P < 0.05)
(Figura 9).
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Figura 9.- Proteinas totales presentes en la hemolinfa del camarén blanco
aclimatado a 5 temperaturas diferentes. En color negro se presentan los controles
y en gris los experimentales.

Los valores de glucosa encontrados en el presente estudio en los adultos
del camarén blanco no mostraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los
organismos control independientemente de la temperatura de aclimatacion en la
que se encontraban, con valores de 0.18 a 0.26 mg mL'. En el caso de los
organismos experimentales, si se observaron diferencias significativas (P < 0.05)
al compararlos con los organismos control, manteniéndose la glucosa en un
intervalo de 0.49 a 0.57 mg mL" (Figura 10).
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Figura 10.- Glucosa presente en la hemolinfa del camarén blanco
aclimatado a 5 temperaturas diferentes. En color negro se presentan los controles
y en gris los experimentales.

Los resultados de la fenoloxidasa en la hemolinfa de los camarones,
mostraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los organismos control y los
experimentales de cada una de las distintas temperaturas de aclimatacion, la
actividad de la fenoloxidasa en los organismos experimentales se mantuvo en un
intervalo de 0.048 a 0.052 a una D.O. de 490 nm y en los organismos control en

un intervalo de 0.16 a 0.18 una D.O. de 490 nm (Figura 11).
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Figura 11.- Actividad de la fenoloxidasa en la hemolinfa del camardn
blanco aclimatado a 5 temperaturas diferentes. En color negro se presentan los
controles y en gris los experimentales.

Hasta el momento se tienen estandarizadas las condiciones de PCR para
observar la expresion diferencial del RNA de los hepatopancreas del camaron
blanco, asi como el oligo dT y 3 oligos aleatorios (8, 10 y 11). Se puede observar

la expresidn genética de 2 camarones bajo estas condiciones (Figura 12).

Se compard la expresion genética de 6 camarones aclimatados a 3
temperaturas (20, 26 y 32 °C), 2 camarones por temperatura, 1 control y 1

camaroén expuesto a estrés térmico en el punto de su TCMax (Figura 13).
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Figura 12.- Gel de poliacrilamida con expresion diferencial de 2 muestras
de hepatopancreas de camaroén aclimatado a 26 °C, amplificado con los tres oligos
aleatorios 8, 10 y 11 respectivamente, utilizando oligo dTC (primeros 2 carriles de
cada condicion pertenecen al camardn 1 y los segundos 2 carriles pertenecen al
camaron 2).
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Figura 13.- Gel de poliacrilamida con expresion diferencial de 6 muestras
de hepatopancreas de camaroén 3 controles y 3 experimentales aclimatados a 20,
26 y 32 °C, amplificado con oligo aleatorio 8 y oligo dTC.
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VI. Discusion

La temperatura preferida en los organismos acuaticos se puede diferenciar
entre el preferendum agudo de temperatura y el preferendum final. Mientras que la
temperatura aguda preferida esta influenciada por la temperatura de aclimatacion,
el preferendum final no se ve afectado (Reynolds y Casterlin 1979; Diaz y Buckle
1993). En lo que respecta a la determinacion de la temperatura preferida de los
adultos de L. vannamei mediante los métodos agudo y gravitacional, se encontrd

que los valores estuvieron entre 26.2 - 26.0 °C.

De acuerdo a lo mencionado por Johnson y Kelsch (1998) las especies
que experimentan fluctuaciones térmicas anuales bajas, pero estan expuestas a
fluctuaciones de temperaturas diarias o estacionales tienen un ciclo corto y
tendran relaciones de preferencia de temperatura independientes de las de
aclimatacion. En este trabajo, las temperaturas preferidas de los adultos de L.
vannamei determinadas mediante el método agudo fueron independientes de la
temperatura de aclimatacion. Resultados similares se han obtenido en trabajos
realizados por Espina, Diaz Herrera y Buckle (1993) en Procambarus clarkii, Chen
y Chen (1999) con Penaeus monodon en un intervalo de temperatura de
aclimatacion de 24 a 32 °C. Organismos como los adultos del camardn blanco que
experimentan un ciclo corto de temperatura deberan estar favorecidos con una
amplia tolerancia térmica y no requeriran tiempo para aclimatarse (Johnson y
Kelsch 1998).

El preferendum diurno y nocturno de L. vannamei, no fue
significativamente diferente. Reynolds y Casterlin (1979), Diaz et al. (2000), Pérez
et al. (2003), Luna-Figueroa et al. (2003) y Re et al. (2006) han reportado
resultados similares en relacion a la temperatura preferida en organismos

acuaticos y su relacion a lo largo del dia, nuestros resultados no concuerdan con
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la hipétesis bioenergética propuesta por Brett (1971) que menciona que los
organismos utilizan el comportamiento termorregulador al elegir temperaturas
bajas en el dia y altas en la noche para favorecer el balance metabdlico diario y

preservar energia cuando el alimento es limitante en el habitat.

Una vez que los camarones se encontraron dentro del gradiente, estos
usaron como mecanismo de orientacion térmica la ortoquinesis, debido a que los
adultos tuvieron un intervalo de temperaturas preferidas de 25.6 a 26.0 °C,
permaneciendo en un intervalo estrecho de temperatura, lo que causd que
disminuyera su velocidad de desplazamiento, en aquellas temperaturas que
maximizaron su disponibilidad de energia, la cual puede ser canalizada a
funciones tales como actividad, reproduccion y sobrevivencia (Fraenkel y Gunn
1961; Kelsch y Neill 1990; Bryan et al. 1990; Kelsch 1996; Lagerspetz y Vainio
2006).

Para juveniles de Penaeus duorarum Reynolds y Casterlin (1979)
reportaron una temperatura preferida combinando el ciclo diurno y nocturno de
30.3 °C. En juveniles de L. stylirostris Re et al. (2006) obtuvieron una temperatura
preferida de 27.8 °C la cual no fue modificada por la salinidad. Valdez (2002) y
Hernandez et al. (2006) demostraron que la temperatura y no la salinidad tenia un
efecto en la preferencia de L. vannamei encontraron una temperatura preferida de
27 a 30 °C para juveniles de esta especie. La temperatura preferida reportada
para juveniles de P. duorarum, L. stylirostris y L. vannamei tuvo un intervalo de 27
a 30.3 °C, el cual es similar a lo reportado por Ponce-Palafox et al. (1997) quienes
mencionan que en el intervalo de temperatura de 28 a 30 °C obtuvieron una mejor

sobrevivencia y crecimiento en juveniles de camarén blanco.

En este trabajo realizado en organismos adultos de camarén blanco, se

obtuvo una temperatura preferida de 26.0 °C, la que coincide con los estudios
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realizados en adultos de Penaeus setiferus (Linnaeus) por Bray y colaboradores
(1985) donde evaluaron el efecto de la temperatura en la calidad del esperma y
reportan un menor numero de anormalidades en el esperma de adultos
mantenidos en temperaturas de 25 a 26 °C. Pascual y colaboradores (1998)
determinaron el efecto de la temperatura en la condicion del tracto reproductivo de
adultos de P. setiferus y recomiendan una temperatura de 25 a 27 °C para obtener
una mejor calidad de esperma y una correcta regeneraciéon del espermatéforo. En
adultos de L. vannamei Pérez-Velazquez y colaboradores (2001) evaluaron el
efecto que tienen diferentes temperaturas experimentales sobre la calidad del
esperma, el porcentaje de anormalidades y el conteo espermatico, concluyeron
que los organismos que se encontraban a una temperatura de 26 °C tuvieron un
mayor conteo espermatico y un bajo porcentaje de anormalidades espermaticas.
Por lo tanto podemos concluir que mantener una temperatura de 26 °C es mejor

para el mantenimiento de organismos adultos, con fines reproductivos.

Giattina y Garton (1982) sugieren cuatro hipdtesis para unificar los
conceptos en el estudio del comportamiento termorregulador en organismos
acuaticos. Las diferencias observadas entre organismos juveniles y adultos del
camaron blanco en relacion a la temperatura preferida, esta relacionada con el
hecho de que los juveniles la temperatura preferida coincide con la 6ptima para
crecimiento, en el caso de los adultos su temperatura preferida sera la éptima para
la reproduccion. Esto coincide con la hipétesis numero tres mencionada por
Giattina y Garton (1982) que la temperatura preferida puede reflejar el 6ptimo

térmico para que se realicen adecuadamente ciertos procesos fisioldgicos.

La temperatura preferida obtenida para los adultos de L. vannamei fue un
buen indicador de los requerimientos térmicos ambientales para la especie; ya que
los organismos se encuentran fisioldgicamente estables en este intervalo de
temperatura. Nichelmann (1983) menciona que en estos intervalos, el organismo

esta expuesto a un estrés minimo y que sus funciones fisiolégicas se encuentran
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optimizadas, lo que se ve reflejado en condiciones reproductivas adecuadas. La
amplitud de esta zona termo-neutral tiene implicaciones ecoldgicas vy
acuaculturales importantes (Huey y Stevenson 1979). En consecuencia, nosotros
recomendamos para el mantenimiento de un stock reproductivo saludable de L.
vannamei que el agua en condiciones controladas tenga una temperatura

promedio cercana al preferendum térmico reportado en este trabajo (25.8-26.2°C).

En lo que respecta al consumo de oxigeno de los adultos de L. vannamei,
se encontré que conforme aumento la temperatura de aclimatacion, el consumo de
oxigeno también se incrementd; resultados similares han sido obtenidos en peces
por Kita et al. (1996), Das et al. (2004; 2005), Chatterjee et al. (2004) y Diaz,
Gonzalez, Sanchez, Leyva y Valenzuela (2007) y en crustaceos como el camarén
P. vannamei de diferentes pesos corporales (Martinez Palacios et al. 1996) y el

langostino Macrobrachium rosenbergii (Manush et al., 2004).

El cociente respiratorio (Q,) de los adultos de camardn blanco fue menor
en el intervalo de 23-26 °C (1.60), lo que indico que dentro de ese intervalo de
temperaturas de aclimatacion los organismos tuvieron una mejor adaptacion para
el mantenimiento de su homeostasis (Dent y Lutterschmidt 2003; Chatterjee et al.
2004). Se ha mencionado por Kita et al. (1996), Chatterjee et al. (2004), Das et al.
(2004), Das et al. (2005) y Debnath et al. (2006) que el punto en el que el Q,
disminuye en relacion a las temperaturas de aclimatacién, corresponde a la
temperatura éptima, ya que la disminucién del Q,, significa que el metabolismo del
organismo se redujo, pudiéndose canalizar mas energia para los procesos
reproductivos, dicho intervalo coincidié con el preferendum térmico del camarén

blanco (26.0 °C) encontrado en este trabajo.

La tasa metabdlica de los crustaceos puede ser medida indirectamente

por medio de la tasa de consumo de oxigeno, la temperatura Optima de
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reproduccion puede ser estimada a través de la determinacion del Q.. La
observacion de que la temperatura oOptima coincide con el intervalo de
temperaturas en las que los adultos de L. vannamei tuvieron un valor menor de
Q., puede ser explicado por el hecho de que los crustaceos tienen sistemas
enzimaticos y fisiolégicos que funcionan mejor cuando estan cercanos a su 6ptimo

de temperatura (Vernberg 1983)

La TCMax es considerada como una medida de la tolerancia térmica de
especies acuaticas, se puede determinar incrementando la temperatura
progresivamente desde la temperatura de aclimataciéon hasta que ocurre la primer
sefal de estrés, viéndose reflejada por la pérdida de equilibrio (LRR) (Becker y
Genoway, 1979; Paladino et al.,, 1980; Beitinger et al., 2000). Este punto de
pérdida de equilibrio es considerado como el punto térmico previo a la muerte del
organismo, Yya que pierde la habilidad de escapar de condiciones que lo
conduciran a la muerte (White, 1983; Beitinger et al., 2000). Cuando la
temperatura de aclimatacion se incremento de 20 a 32 °C, la tolerancia térmica del
camaroén blanco incremento de 36 a 41.5 °C (Tabla I). El reflejo del incremento en
la TCMax conforme aumentaba la temperatura de aclimatacion, ha sido reportado
anteriormente en otras especies de crustaceos como Palaemonetes kadiakensis,
Procambarus clarkii, Macrobrachium tenellum, M. rosenbergii, M. acanthurus,
Farfantepenaeus aztecus, Litopenaeus stylirostris, en postlarvas y juveniles de L.
vannamei (Nelson y Hooper, 1982; Diaz et al., 1994; Hernandez et al., 1996; Diaz
et al., 1998; 2002; Re et al., 2005; 2006; Kumlu et al., 2010). Paladino et al. (1980)
enfatizaron la necesidad de conocer la TCMax de organismos con fines
acuaculturales debido a que es un indicador de la tolerancia térmica y nos permite

identificar la temperatura en la que ocurre la primer sefal de estrés.

No se encontré un endurecimiento térmico a través de la determinacién
sucesiva de la exposicidon de los organismos a la TCMax en los ejemplares de L.

vannamei utilizados en este trabajo. Esto probablemente sea debido a que se
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trabajé con organismos adultos, y en condiciones naturales, no estan expuestos a
cambios térmicos tan pronunciados, como los cambios ambientales a los que
pueden estar expuestos organismos juveniles de esta misma especie, ya que los
organismos adultos se encuentran en mar abierto a diferencia de los organismos
juveniles que se encuentran en lagunas costeras y esteros expuestos a una mayor

variacion de temperatura (FAO, 1995).

Al considerar el punto de pérdida de equilibrio junto con la osmolaridad de
la hemolinfa reportada en este trabajo, donde se encontré un valor de 776 mmol
kg' para los organismos controles y un valor de 809 mmol kg' para los
experimentales independientemente de la temperatura de aclimatacion a la que se
encontraban y al observar que un valor por encima de este provocaria la muerte
del organismo, se puede inferir que se dio un problema de sefializacién, debido a
una despolarizacion de la membrana debido al incremento de iones en la
hemolinfa, lo que ocasiono que se desconecte el sistema nervioso del muscular,
corroborando lo que propone White (1983). Beitinger et al. (2000), mencionan que
es el punto previo a la muerte en el que la respuesta locomotora se desorganiza
debido a un bloqueo neuromuscular y a una falla presinaptica, donde el organismo
pierde la capacidad de escapar a condiciones que eventualmente lo llevaran a la
muerte. Hernandez et al. (2004) observaron que la temperatura afectd la
osmolaridad de la hemolinfa de erizos expuestos a la TCMax, alterando la
permeabilidad de la membrana lo que ocasiond variaciones en el flujo de iones y
agua, incrementando la presion osmatica en el fluido corporal de erizos expuestos
a altas temperaturas; resultados similares se observaron en este trabajo al

exponer a la TCMax a camarones blancos adultos.

En el presente estudio no se encontraron diferencias en los valores de
colesterol entre los organismos control y experimentales probablemente debido a
gue los camarones no lo sintetizan sino que lo obtienen de la dieta (Rosas et al.,

2004). Con el fin de evitar variaciones entre los organismos utilizados en este
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trabajo, todos fueron alimentados con la misma dieta. Rosas et al. (2004) reportan
un valor de colesterol de 0.32 mg mL" para L. setiferus en poblaciones naturales y
observa que los niveles de colesterol vy los acilglicéridos estan directamente
relacionados con el tipo de alimento y la condiciéon reproductiva (Pascual et al.,
2003a). En el caso de los acilglicéridos, al igual que el colesterol, no se
encontraron diferencias significativas entre los organismos control y los
organismos sometidos a la TCMax, probablemente debido a que es un marcador
que se utiliza como referencia para la calidad del alimento y comunmente son
afectados por la cantidad y calidad de las grasas incluidas en la dieta, también son
utilizados como fuente de energia y almacenamiento. Pascual et al. (2003a)
reportan valores de entre 0.4 mg mL" en adultos de L. setiferus sometidos a una
temperatura de 33 °C durante 10 dias. Pascual et al. (2003b) y Racotta y Palacios
(1998) reportan una concentracion basal de acilglicéridos en juveniles de L.
vannamei (0.40 mg mL") el cual es similar a los valores reportados en el presente

estudio en adultos de L. vannamei (0.44 mg mL").

Los resultados en la concentracion de proteinas totales del presente
trabajo son similares con lo reportado por Racotta y Palacios (1998) con valores
basales de 125 mg mL" y una leve disminucion en camarones blancos
manipulados durante 2 horas. Pascual et al. (2003a) reportan valores de 220 mg
mL" en adultos de L. setiferus sometidos a una temperatura de 33 °C durante 10
dias con leves variaciones a lo largo del experimento. Pascual et al. (2003b)
reportan valores de 224 y 99 mg mL"en juveniles de L. vannamei mantenidos en
estanques al aire libre y en condiciones de laboratorio, respectivamente,
atribuyendo estas variaciones en la concentracion de proteinas a diferentes
condiciones nutricionales, por lo tanto es probable que no se haya observado
ninguna diferencia significativa al comparar a los organismos control con aquellos
sometidos a estrés térmico, debido a que ambos fueron alimentados con la misma

dieta.
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Los valores basales de glucosa reportados en el presente estudio (0.18 —
0.26 mg mL") son similares a los valores reportados por Racotta y Palacios (1998)
de 0.16 mg mL" en L. vannamei, Pascual et al. (2003a) de 0.21 mg mL"'en adultos
de L. setiferus sometidos a una temperatura de 33 °C durante 10 dias, donde
atribuyen la variacion en la cantidad de glucosa probablemente debido a que la
utiliza como fuente de energia para controlar su concentracion interna de iones.
Pascual et al. (2003b) reportan valores de 0.28 y 0.38 mg mL" en juveniles de L.
vannamei mantenidos en estanques al aire libre y en condiciones de laboratorio,

respectivamente.

Cuando los camarones se encuentran estresados, la concentracion de
glucosa en la hemolinfa incrementa para ser utilizada como una fuente de energia
rapida (Racotta y Palacios, 1998; Noga, 2000; Pascual et al., 2003a; 2003b). Hall y
van Ham (1998) reportaron que un estrés agudo puede causar un incremento
rapido en los niveles de glucosa. Telford (1968) menciona que este incremento se
puede ver en tan solo 5 minutos después del estrés, tal como se registrd en el
presente trabajo en los adultos de camarén blanco expuestos a la TCMax; sin
embargo, Webster (1996) reporta que la velocidad de la respuesta varia

significativamente dependiendo de la especie y del estresor.

Pascual et al. (2003a) mencionan que conforme aumenta la temperatura el
metabolismo de L. setiferus podria incrementarse, necesitando un incremento en
el consumo de energia. Una temperatura elevada, puede alterar la permeabilidad
de la membrana a iones que incrementan la perdida de agua y/o el ingreso de
iones afectando el balance osmotico (Weber y Spaargaren, 1970). Como
respuesta, el acylglicerol, colesterol y proteinas podrian utilizarse para reparar
membranas y la glucosa usarse como fuente de energia para controlar la

concentracion interna de iones a través de bombas (Pascual et al., 2003a).



42

Los valores basales de fenoloxidasa del presente trabajo (0.16 a 0.18 a
una D.O. de 490 nm) son similares a los reportados por Cheng et al. (2005)y Liy
Chen (2008) en juveniles de L. vannamei con un valor basal de 0.11 a una D.O. de
490 nm. Cheng et al. (2005) al evaluar el efecto de la exposiciéon a 4 diferentes
temperaturas en el sistema de defensa del camardn blanco reportan que a una
temperatura de 32 °C se podia observar una disminucion en la actividad de la
fenoloxidasa después de 12 horas con un valor de 0.045 a una D.O. de 490 nm,
dicho valor es similar a los encontrados en los organismos del presente estudio
que fueron sometidos a estrés térmico con valores de 0.048 - 0.052 a una D.O. de
490 nm.

Pascual et al. (2003a) atribuye una disminuciéon en la actividad de la
fenoloxidasa a que los camarones estaban respondiendo a una condicion
estresante y preparando su sistema de defensa para amortiguar el estrés, dichos
autores mencionan que no hay evidencia que demuestre el tiempo que lleva a los
hemocitos la produccién de fenoloxidasa y suponen que dicho proceso se lleva
mas de 48 horas, dependiendo de la intensidad del estrés. Sin embargo, en el
presente trabajo se observé una disminucion en la actividad de la fenoloxidasa en
10-15 minutos, debido a que la fenoloxidasa es parte del sistema de defensa del
camarén y fue la forma en la que reaccioné ante un estrés agudo. Yeh y
colaboradores (2010), probaron el efecto de un inmunoestimulante en juveniles de
camarén blanco al someterlo a un cambio de temperatura de 24 a 28 °C y a una
infeccidn con V. alginolyticus siguiéndolo a lo largo de 144 horas, observando una
disminucién en la actividad de la fenoloxidasa a las 6 horas y recuperandose
lentamente hasta las 144 horas. Sin embargo dichos autores mencionan que

desconocen las causas que activan el sistema de defensa de L. vannamei.

Se observo la expresion diferencial de los hepatopancreas del camardon blanco al
contrastar los organismos controles con los organismos experimentales de 3

temperaturas, particularmente se pudo observar la presencia de una banda de
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unos 500 pares de bases en la muestra experimental proveniente de una
temperatura de aclimatacion de 32 °C y la ausencia de la misma banda en la
muestra control, asi como la presencia de bandas de menor intensidad en ambas

muestras. Lo mismo sucedi6 en las temperaturas de 20 y 23 °C.
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VIl. Conclusiones

La temperatura preferida encontrada en este trabajo para los adultos de L.
vannamei fue de 26 °C independientemente del método utilizado, es probable que
tanto su temperatura preferida como la modificacion de sus parametros
metabdlicos, estén determinados por la reproduccién, esto para evitar dafno a los
espermatozoides, ya que la temperatura en la que los espermatozoides tienen una
mejor movilidad es de 26 °C al igual que la temperatura preferida reportada en

este trabajo.

Las variables mas sensibles para determinar la termotolerancia del
camarén blanco son: La glucosa, que incrementd 3 veces el valor basal en tan
solo 10 minutos después de someter a los camarones a estrés térmico. La
actividad de la fenoloxidasa se activo rapidamente como respuesta a estrés agudo

para amortiguar el efecto del estresor.

Considerando que la presion osmotica de la hemolinfa es la responsable
de mantener la homeostasis en el organismo y que no se observaron diferencias
significativas entre los organismos sometidos a su temperatura critica maxima
independientemente de la temperatura de aclimataciéon en la que se encontraban
obteniendo valores maximos de 809 mmol kg' en la presidbn osmoética de la
hemolinfa, se infiere que valores de osmolaridad por encima de este causaran la
muerte del organismo probablemente por un desajuste en la concentracion de

agua y iones a nivel celular.

Segun resultados preliminares en la expresiéon diferencial, se observod la
expresion de algunas bandas y la ausencia de otras al comparar condiciones
basales con condiciones de estrés. Por lo que es factible detectar estos cambios a

nivel genético.
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La determinacion de parametros fisiolégicos como la preferencia térmica y
la tasa metabdlica de organismos de alto valor comercial como el camardn blanco
es de suma importancia para poder establecer sitios adecuados para reproduccion

y cultivo que permitan una correcta utilizacion del recurso.
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