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Resumen de la tesis que presenta José Alberto Gutiérrez Vera como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Feromonas sexuales femeninas de contacto en Litopenaeus vannamei: Estandarizacion del
protocolo para su deteccion y sus efectos en el comportamiento de cortejo en machos

Resumen aprobado por:

Dr. Misael Rosales Leija
Director de tesis

La identificacion de feromonas sexuales es una de las lineas de investigacidon con mayor potencial practico
para optimizar la reproduccion en cautiverio de los crustdceos de importancia comercial. Para Litopenaeus
vannamei, el principal crustdceo cultivado en el mundo, se hipotetiza la existencia de dos tipos de
feromonas sexuales femeninas (distancia y contacto). Sin embargo, estas no se han identificado ni existe
un protocolo para su identificacién. El objetivo de este trabajo fue estandarizar un protocolo de bioensayo
para la deteccién de feromonas de contacto femeninas en L. vannameij y evaluar sus efectos sobre el
comportamiento reproductivo de los machos. Con este fin, en la primera parte de la investigacién se
evaluaron los efectos de diferentes condiciones experimentales sobre el comportamiento de los
camarones macho mediante bioensayos seriados, concluyendo que las siguientes condiciones son
necesarias para una clara evidencia del efecto que las feromonas sexuales de contacto femeninas pueden
tener sobre el comportamiento reproductivo de los camarones machos: 1) un periodo de
acondicionamiento de al menos 1 h con el tanque cubierto; 2) la introduccién de la “hembra artificial”
hecha de tubos rigidos de PVC recubiertos con moléculas liposolubles mientras el tanque aun esta
cubierto; y 3) un periodo de observacién de al menos 20 min. En la segunda parte de esta investigacion se
realizaron bioensayos donde se presentaron diferentes tratamientos de hembras “artificiales” a
camarones machos sexualmente maduros, observdndose una asociacion significativa entre el
comportamiento reproductivo de L. vannameiy los cuatro diferentes extractos cuticulares a los que fueron
expuestos: (1) exoesqueleto ventral de hembra madura (EVHM), (2) exoesqueleto dorsolateral de hembra
madura (EDHM), (3) exoesqueleto ventral de hembra inmadura (EVHI) y (4) exoesqueleto dorsolateral de
hembra inmadura (EDHI). En los tratamientos EVHI y EDHI se presentaron tres comportamientos distintos:
contacto, empuje y contacto prolongado; mientras que en los tratamientos EVHM y EDHM se presentaron
dos comportamientos: contacto y empuje. En los cuatro tratamientos existieron diferencias significativas
en la escala de comportamiento presentado, expresado como bioactividad total, con respecto a los
controles tratados con hexano.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, reproduccion, feromona, cortejo sexual.
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Abstract of the thesis presented by José Alberto Gutiérrez Vera as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Litopenaeus vannamei female contact sex pheromones: Protocol standardization for their
detection and their effects on male courtship behavior

Abstract approved by:

Dr. Misael Rosales Leija
Thesis Director

The identification of sex pheromones is one of the lines of research with the greatest practical
potential to optimize the reproduction in captivity of commercially important crustaceans. For
Litopenaeus vannamei, the main cultivated crustacean in the world, the existence of two types of
female sexual pheromones (distance and contact) is hypothesized. However, these have not been
identified and there is no bioassay protocol for their identification. The objective of this work was to
standardize a bioassay protocol for the detection of female contact pheromones in L. vannamei and
to evaluate their effects on the reproductive behavior of males. In the first part of the thesis, the effects
of different experimental conditions on the behavior of male shrimp was evaluated through serial
bioassays, concluding that the following conditions are needed for a clear evidence of the effect that
female contact sex pheromones can have on the male's reproductive behavior: 1) a conditioning
period of at least 1 h with the tank covered; 2) the introduction of the “artificial female” made of rigid
PVC tubes coated with liposoluble molecules while the tank is still covered; and 3) an observation
period of at least 20 min. In the second part of this thesis, bioassays were carried out where different
treatments of "artificial" females were presented to sexually mature male shrimp, observing a
significant association between the reproductive behavior of L. vannamei and the four different
cuticular extracts to which they were exposed: (1) ventral exoskeleton of mature female (EVHM), (2)
dorsolateral exoskeleton of mature female (EDHM), (3) ventral exoskeleton of immature female
(EVHI) and (4) dorsolateral exoskeleton of immature female (EDHI). In the EVHI and EDHI treatments
there were three different behaviors: contact, pushing and prolonged contact; while in the EVHM and
EDHM treatments there were two behaviors: contact and push. In the four treatments there was
significant differences in the behavioral scale presented, expressed as total bioactivity, with respect
to the controls treated with hexane.

Keywords: Litopenaeus vannamei, reproduction, pheromone, contact, courtship behavior.
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Capitulo 1. Introduccion

El cultivo de crustaceos es una actividad primaria que ha ganado importancia en las ultimas décadas,
llegando a contribuir el 11.43 % del total de la produccién acuicola mundial. En 2018, esta actividad
tuvo un estimado de produccién total de 9,387,000 t, de las cuales 3,653,000 t correspondieron a
acuicultura continental y 5,734,000 t a maricultura. Dentro de este subsector acuicola, la
camaronicultura es una de las industrias mas importantes, siendo el camardén blanco del Pacifico,
Litopenaeus vannamei, la especie mas cultivada. Dicha especie aportd 4,966,200 t a la produccién

mundial de crustaceos por cultivo, lo que representa el 52.90 % (FAO, 2020).

En México, L. vannamei también es el crustdceo mds importante para el sector pesquero y acuicola. La
produccién nacional en 2017 se estimé en 230,381 t en peso vivo por un valor de $16,888,988,000
MXN, de las cuales 158,115 t provenian de la acuicultura, lo que en volumen representa el 68.63 % del
total de la produccién nacional de camardn. Con estas cifras, el camardn se posiciona en segundo lugar
del total de la produccidn pesquera por volumen y primer lugar si solo se toma en cuenta la produccion
por cultivo. Sin embargo, por su valor econdmico se posiciona en el primer lugar entre los recursos
capturados y cultivados. Esto se debe a que si se compara el valor por tonelada de camardén en 2017
(573,308.94 MXN) con el de la trucha (560,206.33 MXN), el pez de aleta que tuvo mayor valor

econdémico por tonelada, el camarén esta por encima (CONAPESCA, 2018).

En vista de los beneficios de producir L. vannamei por la industria acuicola, la camaronicultura es el
subsector acuicola que ha mostrado un mayor crecimiento a nivel mundial y nacional (Martinez-
Cordova et al., 2009). Sin embargo, con este crecimiento se presentan nuevos retos, como son la
dispersion de enfermedades, la blisqueda de la sustentabilidad, la produccién suficiente de crias para
cubrir la demanda mundial y nacional, entre otros. La resolucién de este ultimo es fundamental, ya
que en la medida que se intensifique la produccidon de postlarvas mediante el desarrollo de
biotecnologias que permitan aumentar la eficiencia reproductiva, la produccidon de camardn tendra el
potencial de crecer a una mayor proporcidn de su crecimiento actual. Por tanto, la generacién de

conocimiento en el area es indispensable para el mejor aprovechamiento de este recurso.

Dentro de los distintos proyectos de investigacion que se realizan para la produccién de camardn, la
evaluacion de alternativas a la ablacién del pedunculo ocular con el fin de inducir a la maduracién y
desove de los organismos reproductores estd tomando importancia. En gran parte debido a la
eficiencia variable que presenta esta técnica para la produccién de nauplios, pero también debido a la
creciente preocupacion por el bienestar animal. Si bien no hay estudios que comprueben que los

camarones sufran dolor con esta técnica, si hay estudios que muestran la percepcidon negativa de los
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consumidores a esta practica, ya que la consideran como poco humanitaria (Domenénech, 2018;
Zacarias et al., 2021). Por lo tanto, con el fin de contribuir a satisfacer las demandas del mercado
mundial de manera eficiente y sostenible, el uso feromonas surge como una de las alternativas con

mayor potencial para incrementar la eficiencia reproductiva en crustaceos.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Biologia de Litopenaeus vannamei

El camardn L. vannamei es originario de la costa del Océano Pacifico de México, Centroamérica y
Suramérica, hasta el sur de Peru (Briggs et al., 2004). Como ya se menciond, a la fecha L. vannamei es
el crustdceo mas cultivado. Las ventajas de su cultivo se basan en su crecimiento rapido y una
resistencia a diversas enfermedades, como el virus de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en
inglés), relativamente mucho mayor que cualquier otra especie de camardn (Liao y Chien, 2011). Puede
alcanzar tallas comerciales de 16 g en promedio en un periodo de 2 a 3 meses, ademads de adaptarsey

crecer rapidamente en distintas salinidades (Hsien-Tsang y Aguilldn, 2008).

En la naturaleza, los camarones adultos viven y se aparean en ambientes marinos tropicales cercanos
a las costas, mientras que las etapas juveniles y pre-adultas viven en estuarios y lagunas costeras. Las
hembras depositan huevos con un tamaio de 0.22 a 0.26 mm, que al entrar en contacto con el agua
se sedimentan y adoptan una forma esférica. De 12-14 h después de la ovoposicion del huevo eclosiona
un nauplio. Los estadios larvales (nauplio, protozoea y mysis) se adentran en la zona costera conforme
van desarrollandose para finalmente establecerse en el fondo de los sistemas lagunares estuarinos
poco profundos. El nauplio es una larva de 0.2 y 0.6 mm que pasa por seis subestadios (por el tamafio
y nimero de mudas), durante este estadio el organismo se alimenta Unicamente de sus reservas
vitelinas y presenta un comportamiento plancténico. Por su parte, la protozoea es una larva de 0.6 —
2.8 mm con tres subestadios que se caracterizan por empezar a ingerir alimento exdgeno
(fitoplancton). El dltimo estadio larvario es la mysis, cuyas dimensiones se encuentran entre 2.8 y 5.2
mm, se alimenta de fitoplancton y zooplancton, y se divide en tres subestadios. Al inicio de esta etapa
la larva sigue siendo planctdnica; sin embargo, al acercarse a ser una postlarva adquiere un
comportamiento bentdnico debido al desarrollo de las patas caminadoras o pereidpodos. El estadio
de postlarva es muy parecida en su aspecto al camardn juvenil o adulto, la diferencia radica en la talla
(5-25 mm). El camarén pre-adulto regresa al ambiente marino fuera de la costa, donde ocurre su
maduracién sexual, apareamiento y desove, reiniciandose asi el ciclo de vida (Figura 1) (Rothlisberg,

1998; Treece y Yates, 1993; Wei et al., 2014).



et Costa - Estuario

s

/@’F“‘“—’ %\

Mysis Postlarva

Protozoea Juvenil

Nauplio

Preadulto

Huevos

fertilizados Adulto

Figura 1. Ciclo de vida de Litopenaeus vannamei (imagen modificada de Bayley y Jham, 1992).

Los organismos juveniles y adultos se caracterizan por tener el cuerpo dividido en dos regiones
caracteristicas visibles externamente: cefalotdrax y abdomen. El cefalotérax tiene 13 segmentos (5
cefdlicos y 8 toracicos) y estd conformado por rostrum, ojos, antenas, anténulas, branquias,
maxilipedos, mandibula, maxilula, maxila, pereiépodos, escafoceritos y escafognatitos; el abdomen
tiene 6 segmentos, los 5 primeros estdn compuestos por somas y pleépodos, mientras que el ultimo

presenta apéndices aplanados (urépodos) unidos a una espina o telson (Hsien-Tsang y Aguillon, 2008).

A pesar de la capacidad que tienen estos organismos para adaptarse a distintas condiciones, para la
reproduccion y crecimiento ideal es indispensable la medicidn y mantenimiento de los parametros
fisicos y quimicos del agua en los rangos de valores 6ptimos para la especie (Tabla 1). Adn dentro de
estos rangos, existen los denominados puntos isotérmico e isosmdtico, en donde los organismos
tienen el menor desgaste metabdlico y por tanto presentan un mayor rendimiento en sus procesos
fisiolégicos (Hochachka y Somero, 2014). En L. vannamei los puntos isotérmico e isoosmotico se
encuentran en 25.6-26.2 °C y 24.7 ppt respectivamente (Castille y Lawrence, 1981; Gonzdlez et al.,

2010).
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Tabla 1. Parametros del agua recomendados para el cultivo de camarén Litopenaeus vannamei (Boyd, 2009; Lara
Espinoza et al., 2015).

Parametros Valores 6ptimos
pH 7.0-8.3
Dureza Total (como mg/l de CaCOs) >75
Temperatura (°C) 26-30
Oxigeno disuelto (ppm) 5-9
Salinidad (ppt) 20-35
CO2 (ppm) <7
Amoniaco (ppm) <0.02
Nitritos (ppm) <0.55

Pese a las claras ventajas del cultivo de camardn blanco del Pacifico sobre otras especies, es
indispensable tomar en cuenta la genética, reproduccidn, alimentacién, manejo, sanidad y economia
de la especie, con el fin de obtener el maximo rendimiento posible de su cultivo. Dentro de estos
aspectos, la reproducciéon ha tomado importancia debido al potencial que tiene su investigacion para

optimizar el cultivo y satisfacer la demanda mundial de este organismo.

1.1.2 Reproduccion de Litopenaeus vannamei en cautiverio

La mayoria de los laboratorios comerciales de produccion de postlarvas de L. vannamei utiliza la técnica
de la ablacién unilateral del pedunculo ocular en su protocolo de reproduccion para inducir la
maduracién y el desove. Regularmente, este protocolo inicia con la seleccién de reproductores al llegar
a un peso entre 35 y 40 g, selecciondandose organismos en intermuda que no presenten estructuras
corporales dafiadas, que sean activos, y que estén libres de enfermedades o manchas de cualquier tipo

(Hsien-Tsang y Aguillon, 2008).

Los reproductores seleccionados son separados y aclimatados durante un periodo de 2-3 semanas para
que se adapten a las condiciones del area (alimentacién y fotoperiodo). La alimentacion se basa en
alimento natural (poliquetos, calamar, mejillones, almejas, etc.), y el fotoperiodo adecuado es 14 horas
luz: 10 oscuridad. Transcurrido el periodo de aclimatacidn, las hembras son separadas para colocarlas
en tanques para lainduccién a la maduracion y desove, lo cual se realiza mediante la ablacién unilateral

del pedunculo ocular. Esta técnica tiene su fundamento en los centros endocrinos que controlan la
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reproduccion, localizados en el peduinculo ocular (Gonzalez-Alanis, 2004; Jayasankar et al., 2020).

Tema que serd abordado con mayor profundidad en los siguientes subtemas.

El apareamiento inicia 5-7 dias después de realizada la ablacidn del peddnculo ocular; el macho corteja
a la hembra al nadar tras de ella, para posteriormente colocarse debajo de ella hasta expulsar el
espermatdéforo, el cual se adhiere entre el tercer y quinto par de pereidpodos de la hembra.
Finalmente, la hembra desova de 100,000 a 250,000 huevos, de los cuales eclosionan larvas de 12 a 14

h después, si son mantenidos a una temperatura entre 28 y 30°C (Arcos et al., 2003).

A la fecha, también existen laboratorios comerciales cuya produccién de postlarvas se basa en la
seleccion de lineas genéticas de hembras con maduracién ovarica espontdnea. Se ha demostrado que
estas hembras pueden tener una productividad similar que las hembras sometidas a la ablacidn si los
reproductores reciben alimento himedo suplementario de alta calidad durante la pre-maduracion, sin
embargo, debido a que los picos de maduracidn son impredecibles y por tanto no siempre se logra la
sincronizacién de los desoves, es dificil el establecimiento de programas de produccion (Zacarias et al.,

2019).

Alfaro-Montoya et al. (2019) mencionan que, en la tUltima década, al menos diez lineas de investigacion
relacionadas con la reproduccidn de esta especie tienen potencial para mejorar la camaronicultura con
base en el conocimiento cientifico, y las clasifican en cinco niveles de aplicacidon: conocimiento bdsico,
proteccion del producto, mejora del rendimiento de crecimiento, produccién de larvas, y alternativas
a la ablacién del pedunculo ocular; siendo este ultimo el nivel de aplicacidon objeto de este estudio. Los
mismos autores sefialan que gran parte del crecimiento en estas lineas de investigacion se deben a los

avances en el estudio de la endocrinologia reproductiva de los crustaceos.

1.1.3 Endocrinologia general de los crustaceos

El sistema endocrino de los crustaceos estd conformado por drganos neuroendocrinos, érganos
neurohemales y glandulas endocrinas (Gonzalez et al., 2018) (Figura 2A). A su vez, los érganos
neuroendocrinos estan constituidos por somas de neuronas con actividad secretora, y dentro de esta
clasificacidn se encuentran el érgano X del pedunculo ocular, ganglio subesofagico, ganglio toracico y
ganglio abdominal. Dentro de los érganos neurohemales mas conservados filogenéticamente, se
encuentran la glandula sinusal o glandula del seno, el érgano pericardico y los drganos
postcomisurales, todos ellos formados por los axones de células neurosecretoras que liberan las

secreciones de estas a la circulacién hemolinfatica. El 6rgano Y, el érgano mandibular, la glandula
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androgénica y los ovarios constituyen las glandulas endocrinas (Agarwal et al., 2017). De todas estas
estructuras, el complejo formado por el érgano X-glandula sinusal constituye el principal centro de
control endocrino en crustdceos, y entre sus funciones esta el control neuroendocrino del crecimiento,
la maduracidn sexual, la muda y la regulacidon de la osmolaridad y el metabolismo en crustaceos
(Jayasankar et al., 2020). Este complejo neurosecretor se encuentra en la base del pedunculo ocular,

entre la medulla terminalis y la medulla interna (Figura 2B) (Huberman, 2000).

Complejo érgano x- glandula
del seno

Organos postcomisurales |

Ganglio subesofagico |

Ganglio toracico |

Organo pericardico I

Ganglio abdominal I

Figura 2. Sistema endocrino de crustaceos (imagen modificada de Christie, 2011). A: Localizaciéon de las
principales estructuras endocrinas en crustaceos. B: Localizacion del complejo 6rgano X-glandula sinusal dentro
del pedunculo ocular (imagen modificada de Serrano et al., 2004). Abreviaturas: (LG) lamina ganglionaris; (ME)
medulla externa; (MI) medulla interna, (MT) medulla terminalis; (GS) glandula sinusal; (OX) érgano X; (NO) nervio
optico.

1.1.4 Ablacion unilateral del pedtinculo ocular

La técnica de la ablaciéon unilateral del pedinculo ocular fue descrita por primera vez por Panouse en
1943 (Radhakrishnan y Vijayakumaran, 1984), quien descubrié que al retirar uno de los pedunculos
oculares se promovia la maduracién ovdrica y la liberacién de gametos en crustaceos. La técnica
consiste en elegir el pedunculo ocular que se encuentre en peor condicién (opaco, lacerado,
melanizado y/o incompleto) para retirarlo quirdrgicamente, ya sea mediante la técnica de ligado o la

de cauterizado. Este procedimiento se realiza de 2 a 3 dias posteriores a la muda (Taylor et al., 2004).

El fundamento de este procedimiento estda en el modelo bdsico de regulacidn fisiolégica de la
reproduccion de los crustdceos, el cual estd establecido en un control hormonal de tres niveles: (1) el

sistema nervioso central (6rgano X-glandula sinusal/ganglio torécico), (2) érgano mandibular/ glandula
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androgénica, y (3) sistema reproductor masculino y femenino con sus érganos diana complementarios
(Okumura, 2004). La ablacién del pedunculo actia sobre el nivel de regulacién mas alto, que inicia con
una cascada de aminas biogénicas, entre ellas la serotonina, que al estimular la secrecidon de la
hormona estimulante de la gédnada (GSH) por el ganglio toracico, activa la vitelogénesis en el ovario y

hepatopancreas, y de manera indirecta la maduracién meidtica (Agarwal et al.,, 2017; Chen et al.,

2014).

Esta via es inhibida por la liberacién de neurohormonas inhibidoras de la familia de las hormonas
hiperglucémicas de los crustaceos (hormona hiperglucémica de crustaceos [CHH] / hormona inhibidora
de la muda [MIH] / hormona inhibidora gonadal [GIH] / hormona inhibidora del 6rgano mandibular
[MOIH]), las cuales son mayormente sintetizadas en el érgano X y almacenadas y secretadas por la
gldndula sinusal. Dentro de estas, destaca la GIH, que al ser antagonista de la GSH bloquea la
vitelogénesis, regulando asi negativamente la maduracién de los gametos. La GIH se divide en dos
subfamilias (Tipo | y Il) de acuerdo a su secuencia de aminoacidos y estructuras precursoras, ambas
subfamilias tienen diferentes isoformas que acttdan coordinadamente para una misma accidn biolégica

(Diwan, 2005; Huberman, 2000; Kang et al., 2021).

Chen et al. (2014) determinaron que el cerebro y el pedunculo ocular son los sitios mdas importantes

de expresion de la GIH, y por tanto ambos podrian actuar en conjunto para regular la expresion de la

vitelogenina y con ello la maduracién sexual (Figura 3).

Glandula del seno
umn
s ",

K"’ ."“‘.A ? /\
Z ‘l“-. .0,
Olano X GIH . _ Vitelina

L
Pedunculo ocular » . . VTG /
. ‘ = ‘:
Cerebro E iia
.: Vitelina
VTG \—J
Hepatopancreas

Figura 3. Regulacién de la reproduccién por la GIH derivada del pedtinculo ocular y del cerebro en hembras de
Litopenaeus vannamei (imagen modificada de Chen et al., 2014) . Abreviaturas: (GIH) hormona inhibidora de la

gbénada; (VTG) vitelogenina.
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Como ya se ha mencionado, el complejo drgano X- glandula sinusal se localiza en el pedunculo ocular,
por lo que al retirar el mismo, se inhibe gran parte de la produccidn y secrecidn de GIH, aumentando
asi la expresién de vitelogenina y la subsecuente maduracion y liberacidn de los gametos. Ademas, en
los ultimos estudios se ha demostrado que la ablaciéon del pedunculo ocular en camarones no solo
elimina las fuentes de GIH periféricas al peduinculo ocular, sino que también modula negativamente la

expresion de GIH en el cerebro (Chen et al., 2014).

A pesar de que la técnica de ablacién del pedunculo ocular sigue siendo la mas utilizada en los
protocolos de maduracién de camarones peneidos (Alfaro-Montoya et. al, 2019), presenta una serie
de problemas asociados a la produccién de postlarvas, dentro de las cuales se pueden mencionar que
1) no logra inducir la maduracion de génadas en una gran proporcién de las hembras, 2) las hembras
que logran madurar producen un nimero de huevos variables, 3) es posible que las hembras nunca se
emparejen con un macho, 4) los nauplios producidos por hembras sometidas a esta técnica tienen una
menor supervivencia que aquellos producidos por hembras que maduran de manera natural y 5) aun
si los nauplios logran sobrevivir hasta postlarvas, estas muestran una menor resistencia a patégenos
en comparacioén a las postlarvas producidas de manera natural (Arcos et al., 2003; Palacios et al., 1999;
Taylor et al., 2004; Teodoro et al., 2009; Zacarias et al., 2019, 2021). Aunado a esto, es una técnica
invasiva que compromete el sistema inmune y el estado fisiolégico general de los organismos
reproductores, aumentando la mortalidad y disminuyendo el periodo de vida util de estos organismos

(Sainz-Hernandez et al., 2008).

Bajo estos argumentos es que reluce nuevamente la importancia suplir o complementar esta técnica,
sobre todo con alternativas no invasivas que permitan el desarrollo de la camaronicultura con un

enfoque humanitario y eficiente.

1.1.5 Alternativas a la ablacidn unilateral del pedunculo ocular

Actualmente, las alternativas a la ablacién del pedunculo ocular son la mayor frontera de investigacidn
para la camaronicultura, y todas estan basadas en la estimulacidon de la vitelogénesis, ya sea de manera
indirecta, o a través de la inhibicién de GIH (Alfaro-Montoya et al., 2019). Se han utilizado diversas
moléculas para estimular la maduracién gonadal y el desove sin ablacién del pedunculo ocular, desde
hormonas como los esteroides y juvenoides, hasta prostaglandinas y neurotransmisores (Alfaro-
Montoya et al., 2019). Dentro de los tratamientos con hormonas, el 17 alpha-metiltestosterona ha
demostrado ser efectivo para incrementar el conteo espermatico en machos de L. vannamei sin

aumentar significativamente las anormalidades en los espermatozoides, ademas, los tratamientos con
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17 alpha-hidroxi-progesterona han sido efectivos para incrementar la expresidn de vitelogenina en
hembras de Penaeus japonicus (Alfaro, 1996; Yano, 1987). Por otro lado, los tratamientos con
juvenoides (metil fernesoato y hormona juvenil Ill) han logrado estimular la madurez gonadal in vitro
en machos y hembras, no obstante se requiere la evaluacién in vivo para confirmar estos resultados

(Alfaro et al., 2008; Teodoro et al., 2009; Tsukimura y Kamemoto, 1991).

Dentro de los neurotransmisores, la serotonina ha tenido resultados prometedores para inducir la
maduracién ovarica al ser combinada con el antipsicdtico espiperona, presentando tasas de
maduracién cercanas a la ablacién unilateral del pedunculo ocular (Alfaro et al., 2004), pero al ser
aplicado mediante inyeccién, continua siendo un proceso invasivo y menos practico que otras

alternativas.

Otra de las técnicas que estd surgiendo como una alternativa prometedora es la interferencia por RNA,
basada en el uso de RNA de doble cadena (dsRNA) para silenciar por interferencia la transcripcion de
la GIH. Esta técnica ha sido probada en Penaeus monodon y L. vannamei, con una tasa de ovoposicion
de 57% y 63%, respectivamente (Feijo et al., 2016; Treerattrakool et al., 2011) . Sin embargo, al igual
que la alternativa anterior, las moléculas de GIH dsRNA deben administrase via inyeccién. Ademas,
como ya se ha citado, la GIH tiene multiples isoformas que podrian actuar en conjunto para regular
negativamente la reproduccién de los crustaceos, por lo que, para igualar las tasas de maduracion de
la ablacidn, seria necesario inyectar una combinacidon de dsRNA de diferentes isoformas. Una ultima
desventaja que se le ha atribuido a esta alternativa subyace en las reservas ya existentes de GIH en la
glandula del seno; Kang et al. (2021) mencionan que, a pesar de que las moléculas de GIH dsRNA
pueden inhibir en gran medida la sintesis de GIH, no pueden eliminar la GIH que ya ha sido sintetizada

y almacenada.

Por otro lado, las terapias con feromonas se caracterizan por ser no invasivas, lo que las dota de un
gran potencial para ser aprovechadas en el control de la reproduccién de estos organismos ya sea
sustituyendo o complementando la técnica de la ablacién del pedunculo ocular (Alfaro-Montoya et.

al., 2019).

1.1.6 Feromonas en crustaceos

Se define como feromona a aquellas sustancias que un individuo secreta al medio que lo rodea y que
son captadas por otro de la misma especie, causandole una reaccion especifica (Law y Regnier, 1971).

En invertebrados se han identificado un gran nimero de feromonas que acttian en la determinacién
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de las caracteristicas de comportamiento social, como lo son la delimitacidn territorial, la identificacion
de colonias especificas, la jerarquia social, el estado de los ciclos reproductivos, y los rituales de

apareamiento (Ando et al., 2004).

Especificamente, las feromonas sexuales tienen importancia vital en la reproduccidn al tener efectos
estimulatorios de un macho o una hembra para propiciar la relacidn sexual con el fin de perpetuar la
especie (Zhang et al., 2011). En crustdceos se ha determinado la existencia de dos tipos de feromonas
sexuales: feromonas de proximidad (contacto) y feromonas activas a distancia. Las feromonas de
distancia son solubles en el medio, actian con bajas concentraciones, y son captadas por via olfatoria;
mientras que las feromonas de contacto son insolubles en el medio y actuan a altas concentraciones
directamente en el sentido del tacto o gusto (Caskey y Bauer, 2005). En el caso de crustaceos acuaticos,
las feromonas de contacto son compuestos liposolubles como ceras e hidrocarburos (Zhang et al.,

2011).

Ryan (1966) fue el primer autor en mostrar evidencia de la posible existencia de feromonas en
crusticeos. Posteriormente, Barki e llan (1999) probaron esta hipdtesis mientras realizaban
bioensayos de emparejamiento y receptividad en langosta australiana (Cherax quadricarinatus), ya que
los machos de esta especie presentaban comportamientos de cortejo muy marcados con el simple
hecho de estar en presencia de las hembras. Sin embargo, la naturaleza quimica de estas sustancias
seguia siendo desconocida, y no fue hasta tiempo después que Hardege et al. (2011) realizaron la
primera identificacién de feromona sexual en crustdceos mediante las técnicas de cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) y resonancia magnética (NMR, por sus siglas en
inglés). La feromona identificada fue el uridinfosfato, que actia como feromona de distancia en el

cangrejo comun (Carcinus maenas).

Ese mismo afio, Zhang et al. (2011) identificaron la primer feromona sexual de contacto en crustaceos
al trabajar con el camarén fantasma limpiador (Lysmata boggessi). La feromona fue caracterizada
mediante la técnica de cromatografia de gas acoplada a espectrometro de masas (GC-SM, por sus siglas
en inglés), y estd conformada por una mezcla de sustancias volatiles derivadas de acidos grasos:
hexadecanamida, octadecenamida y metil linoleato. Con estos resultados, los autores establecieron la
hipdtesis de que, en animales acudticos como los crustaceos, las feromonas de distancia son
hidrosolubles y las de contacto liposolubles. Estos mismos autores sefialan que la funcidn principal de
las feromonas de distancia en crustaceos posiblemente sea la atraccién (efecto disparador), mientras
que las feromonas de contacto podrian estar implicadas en el reconocimiento final de la parejay la
liberacion de gametos (efecto disparador e inductor) (Figura 4), concordando con lo que previamente

se habia establecido en otros organismos (Wyatt, 2003).
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Figura 4. Esquema del funcionamiento hipotético de las feromonas sexuales en crustdceos decapodos (Imagen
modificada de Wyatt, 2003).

Posteriormente, Kamio et al. (2014) lograron identificar feromonas sexuales en la orina del cangrejo
azul (Callinectes sapidus), estableciéndose la premisa de que la orina era el medio de los crustaceos
para liberar las feromonas sexuales de distancia; y que por lo tanto, este tipo de feromonas podian ser
extraidas tanto del agua condicionada por los organismos, como de la orina de los mismos. Después,
Okamura et al. (2017) se dieron a la tarea de desarrollar un bioensayo pre-cépula para la
caracterizacién quimica de estas moléculas, usando como modelo al cangrejo ermitafio (Pagurus
Filholi); los resultados obtenidos por estos autores sustentan la existencia de feromonas sexuales en
la orina de crustaceos, ademas establecen evidencia de que estas moléculas son muy estables en el

medio acuatico

Con estos avances se ha establecido que las feromonas en crustdceos son especie-especificas, y por
tanto es necesario un correcto protocolo para los bioensayos de identificacién. Con respecto a este
punto, Dunham (1988) establecid una serie de condiciones requeridas para el correcto desarrollo de
bioensayos de comportamiento para la deteccién de feromonas sexuales femeninas en crustaceos.
Estos incluyen: 1) la limitacion de la influencia de otros modos de sefializacion (sonora y visual), 2) la
utilizacién de controles negativos, 3) el uso de ensayos "a ciegas" en los que el observador no es
consciente de la naturaleza de las sustancias bajo investigacién y 4) la visualizacion de un
comportamiento claro. Bamber y Naylor (1996) establecieron también la necesidad de emplear

machos sexualmente maduros y receptivos a las feromonas de hembras.
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A pesar de estos estudios, la investigacion respecto a la comunicaciéon quimica en crustaceos ha tenido
poca atencién en los usos potenciales en acuicultura, solo abarcando intentos preliminares de
incorporacién de feromonas como atrayentes en el alimento o su uso para facilitar la captura de
reproductores silvestres (Barkari et al., 2011; Montemayor, 1995). Sin embargo, estas investigaciones
tienen el potencial de solventar diversos problemas actuales en la reproduccién en cautiverio de estos
organismos, ya sea sustituyendo técnicas realizadas en la actualidad o complementandolas para
aumentar su eficiencia. No obstante, para llegar al punto en que las feromonas y otros mensajeros
guimicos externos que modifican el comportamiento y la fisiologia sean utilizados en la industria
acuicola, es necesario identificar estas moléculas, con el fin de sintetizarlas artificialmente y poder

establecer nuevas tecnologias aplicables a escala comercial.

1.1.7 Feromonas en Litopenaeus vannamei

En L. vannamei aun no se ha realizado la identificacién de feromonas sexuales, no obstante, Alfaro et
al. (2004) sugirieron la induccion de la maduracion ovarica por feromonas en L. vannamei. Los autores
sefialan que la maduracion ovarica no solo se activd al inyectar serotonina con espiperona en las
hembras de esta especie, sino que también hubo maduracién espontdnea en el grupo control,

atribuyéndolo a la presencia de metabolitos en el agua.

La existencia de feromonas sexuales en L. vannamei también se ha hipotetizado por el
comportamiento reproductivo de esta especie. Misamore y Browdy (1996) dividieron este
comportamiento en cuatro etapas: persecucion, sondeo, sujecion y flexion (Figura 4). Durante la etapa
de persecucion, el macho se acerca a la hembra para empujarla y empezar el cortejo al nadar tras de
ella. Una vez que la hembra es alcanzada inicia la etapa de sondeo, donde el macho se coloca en
posiciéon ventral a ella, y con el primer par de antenas (anténulas) palpa la regién ventral,
principalmente la zona del télico. Cuando las anténulas captan la sefial de reconocimiento, el macho
inicia el comportamiento de sujecidn y finalmente se flexiona en un angulo de 20° a 90° con respecto
a la hembra para depositar el espermatdforo sobre el télico. EIl comportamiento de sujecion puede
presentarse mas de una vez en una misma pareja. Estos autores atribuyeron las etapas de persecucién

y sujecion a la accidon de feromonas sexuales.



13

Bon @

Persecucion
60 s a 3 min

>
Angie of Rotation

Figura 5. Comportamiento reproductivo de Litopenaeus vannamei (imagen modificada de Misamore y Browdy,
1996).

Yano et al. (1988) también hipotetizaron que el comportamiento de persecucién y sujecién eran
desencadenados por la accidon de feromonas. Estos autores plantearon que el comportamiento de
persecucion era desencadenado por una feromona de distancia a la que denominaron feromona
estimulante de la persecucién (CSP, por sus siglas en inglés), mientras que el comportamiento de
sujecion era promovido por una feromona de contacto que era captada por las anténulas de los
machos, a la cual denominaron feromona estimulante del emparejamiento (MSP, por sus siglas en
inglés). Ademas, estos mismos autores establecieron que la etapa de emparejamiento y transferencia

del espermatdéforo podrian tener un rol fundamental en la maduracién final del ovocito.

En definitiva, los estudios sobre estas moléculas en crustdceos son recientes, y en el caso de L.
vannamej escasos, por lo que hace falta que se abarque una gran cantidad de puntos para su aplicacion
practica en la industria acuicola; sin embargo, la identificacién es un buen punto de inicio. En el caso
especifico de las MSP, al estar relacionadas principalmente con el emparejamiento, su identificacion
podria dar lugar a un mejor entendimiento de este proceso. Adicionalmente, un mayor conocimiento
de las MSP tendria una aplicacidn practica en la industria, ya que su uso podria incrementar la tasa de
copulaciéon de los organismos reproductores, aumentando asi la eficiencia de reproduccién en
cautiverio. Por otro lado, no se puede descartar que esta feromona pudiera tener algin papel en el
proceso de la maduracidn sexual que le permita sustituir o complementar a la ablacién del pedunculo

ocular.
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1.2 Justificacion

El camardn blanco del Pacifico, L. vannamei, es el principal crustdceo cultivado en el mundo, vy la
especie acuicola mds importante por valor econdmico en México. Por lo que es necesario que se sigan
realizando investigaciones relacionadas con la reproduccidn de este organismo, con las cuales se pueda

optimizar el cultivo y asi satisfacer la demanda de postlarvas de mejor calidad a escala comercial.

Dentro de las lineas de investigacidn relacionadas con la reproduccién de esta especie, la identificacién
de feromonas sexuales es una de las que tiene mayor potencial practico en la industria acuicola. No
obstante, la investigacidn sobre feromonas en crustdceos es escasa, y a pesar de que en L. vannamei
se hipotetiza la existencia de dos tipos de feromonas sexuales femeninas (distancia y contacto), a la
fecha estas no han sido identificadas y no existe un protocolo de bioensayo para su identificacién. Por
tanto, para establecer las bases para futuras investigaciones que permitan que las feromonas de
contacto puedan ser utilizadas para optimizar la reproduccién en cautiverio de L. vannamei, es
necesario estandarizar un protocolo de bioensayo para su identificacion, ademas de demostrar los

efectos que tienen sobre el comportamiento reproductivo de los machos.

El nivel de aplicacién que pudieran tener estas moléculas sobre la reproduccion de L. vannamei
dependera del efecto que se les demuestre: disparador o inductor. De los resultados de este estudio,
la potencial aplicacion mas proxima seria el uso de feromonas de contacto para mejorar las tasas de
copulacién, incrementando la eficiencia de produccién de postlarvas, pues se podria potencializar la
accion de los machos y la aceptacién de las hembras. Sin embargo, a largo plazo las feromonas podrian

ser una alternativa no invasiva para suplementar o sustituir la técnica de ablacién de pedunculo ocular.

1.3 Hipotesis

e Las condiciones experimentales influyen en el efecto que tienen los extractos de potenciales
feromonas sexuales femeninas de contacto de Litopenaeus vannamei sobre el

comportamiento reproductivo de organismos del sexo opuesto.

e La cuticula de las hembras maduras de Litopenaeus vannamei contiene compuestos

liposolubles que inducen un comportamiento de sujecién en el sexo opuesto.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Establecer y validar un protocolo de bioensayo para la deteccidn de potenciales feromonas sexuales
femeninas de contacto en Litopenaeus vannamei mediante la demostracién de que los compuestos
cuticulares liposolubles de hembras maduras tienen un efecto sobre el comportamiento reproductivo

de los machos de la misma especie.

1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar las condiciones experimentales de aclimatacidn y de bioensayo para la

identificacion de potenciales feromonas de contacto en Litopenaeus vannamei.

e Evaluar el comportamiento de los machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos al

extracto de cuticula de hembras maduras y hembras inmaduras.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion y mantenimiento de los organismos

2.1.1 Hembras adultas para obtencion de extractos

Inicialmente, postlarvas de una linea genética de rdpido crecimiento producidas por induccién gonadal
natural (sin ablacion) fueron obtenidas de un laboratorio comercial (Maricultura Vigas, Campeche,
México) y mantenidas en el Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la Universidad Auténoma de
Baja California (UABC) hasta alcanzar la fase adulta. De estos organismos, 36 hembras fueron
transportadas a las instalaciones del CICESE via terrestre en un tanque de 1,000 | suministrado de
oxigeno mediante un tanque equipado con una valvula de presién; durante todo el recorrido se
mantuvo un monitoreo constante del oxigeno disuelto y la temperatura, manteniendo ambos

parametros con un minimo de 3 mg/l O,y a 26 °C, respectivamente.

Dentro de las instalaciones del CICESE, los organismos fueron aclimatados en un tanque de 500 |
mediante el bombeo continuo de agua proveniente del sistema receptor, hasta alcanzar los 28° C. Una
vez aclimatados, los organismos fueron transferidos a un tanque de 2,000 | dentro de un invernadero
para su mantenimiento. El tanque de mantenimiento se encontraba conectado a un sistema de
recirculacién acuicola para mantener la calidad de agua, y estaba equipado con dos controladores de
temperatura de 1,000 W y dos piedras aireadoras. Ademas, diariamente se retiraba la materia organica

acumulada en el tanque mediante sifoneo y se realizaba un recambio de agua del 20 %.

En los tanques de mantenimiento se realizé la transicién del alimento seco peletizado al alimento semi-
himedo BREED-S FRESH de la marca INVE®, este proceso durd 12 dias. Una vez terminada la transicién,
se empezo a suministrar el 25% de la biomasa de una dieta de alta calidad para reproductores basada
en dos raciones de 19% de poliquetos (08:00 y 16:30 h), dos raciones de 30% de calamar fresco (13:00
y 21:00 h), y 2% de alimento semihimedo BREED-S FRESH de la marca INVE®, este ultimo suministrado
mediante un alimentador automatico de 12 h. Esta alimentacién se mantuvo hasta que al menos 10
hembras alcanzaron el estadio IV de desarrollo gonadal (madurez completa), estadio en el cual los
ovocitos presentan los bastones corticales completos, es decir son ovocitos maduros. El estadio de
desarrollo gonadal se determind mediante la observacion directa del tamafio y pigmentacién de la
gbénada en el organismo a contraluz (Figura 6). Cabe destacar que la maduracion de las hembras

sucedidé de manera espontanea, es decir sin ablacién de pedunculo ocular.
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Figura 6. Hembra en estadio IV de desarrollo gonadal. Los Iébulos ovaricos presentan una fuerte pigmentacion
naranja, ocupan la totalidad del largo del dorso de la hembra con un grosor prominente y se les distingue una
constriccion en el primer segmento abdominal.

Durante todo el periodo de mantenimiento hasta la madurez, los organismos se mantuvieron a 28° C,
35 ppt y con un rango de oxigeno disuelto (OD) de 3-6 mg/|. Para corroborar estos parametros se
realizd un monitoreo diario de OD, temperatura y salinidad, mientras que los desechos nitrogenados
(Nitrégeno Amoniacal Total, Nitritos y Nitratos) se midieron cada tercer dia para confirmar que no se

encontraban por encima de los limites establecidos para la especie.

2.1.2 Machos adultos para realizacidon de bioensayos

Un total de 10,000 postlarvas fueron obtenidas también del laboratorio comercial Maricultura Vigas.
Estos organismos fueron transportados en una bolsa de lona transparente via aérea y terrestre a las
instalaciones del CICESE. Una vez en las instalaciones del CICESE, los organismos fueron depositados
en un tanque de 540 | para la aclimatacion, la cual consistié en bombear agua del sistema receptor,
incrementando la temperatura 2° C cada 10 min hasta alcanzar los 28° C. Una vez alcanzados los 28°

C, al tanque se le colocé un controlador de temperatura de 1,000 W y una piedra difusora, y se cerrd
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la entrada de agua al sistema para iniciar el mantenimiento de los organismos sin recambio ni

tratamiento de agua.

Los animales fueron mantenidos en este tanque durante dos semanas, que fue cuando se estimd que
alcanzaron un peso promedio de 0.05 g. Durante este periodo, los organismos fueron alimentados a
saciedad aparente con alimento comercial de la marca Zeigler® en presentacidon de migaja (40% de
proteina). Transcurrido este tiempo, se realizd el conteo de los organismos sobrevivientes, y se llevd a
cabo la transferencia de estos a un tanque de 2,000 | equipado con controlador de temperatura (1,000
W) y piedras difusoras; este tanque se mantuvo conectado a un sistema de recirculaciéon para
mantener la calidad de agua. También se cambid la dieta de los animales por un alimento comercial
de la marca Zeigler® en presentacién de micro pellet (40% de proteina), ajustandose la racién diaria de
acuerdo con la ganancia de peso determinada en biometrias semanales y de acuerdo con el factor de

conversion alimenticia (FCA).

Cuando los organismos alcanzaron un peso promedio de 3 g, fueron divididos en 2 tanques de 2,000 |
con las mismas condiciones de cultivo anteriormente mencionadas. A partir de esta etapa, se cambid
nuevamente la dieta, ahora por alimento comercial de la marca Zeigler® en presentacién de mini pellet
(35% de proteina), el cual fue administrado de acuerdo con la ganancia de peso y el FCA. Se continud
con las biometrias semanales, y una vez que los organismos alcanzaron un peso promedio de 12 g, se
procedio a realizar el sexado de los mismos por medio de la determinacidn de la presencia o ausencia

del petasma (Figura 7).

Figura 7. Identificacién sexual en Litopenaeus vannamei. A: Macho con presencia de petasma en el primer par
de pledpodos. B: Hembras con ausencia de petasma y presencia de télico entre el cuarto y quinto par de
pereidpodos.



19
De los machos identificados, 300 individuos fueron seleccionados y separados aleatoriamente, con el
objetivo de optimizar su crecimiento mediante la disminucién de densidad y el cambio de dieta. Para
esto, los organismos seleccionados fueron transferidos a dos tanques de 2,000 | con las condiciones
de cultivo ya descritas, ademas, se les cambio la dieta a una combinacién de alimento semi-humedo
BREED-S FRESH de la marca INVE® y calamar fresco. Se alimentd con el 5% de la biomasa total de
alimento semi-humedo y el 20 % de |la biomasa total de calamar fresco; el alimento semi-humedo fue
suministrado mediante un alimentador automatico de 12 h, mientras que el calamar fresco se
suministré en tres porciones (9:00, 13:00 y 16:00 h). Los organismos fueron mantenidos en estas
condiciones hasta alcanzar un promedio de peso de 28 g, que fue cuando alcanzaron la maduracién

sexual, la cual se determind mediante la presencia de un espermatéforo completo e integro.

Durante todo el periodo de mantenimiento, se realizd el monitoreo diario de OD, temperatura y
salinidad, manteniéndose a 3-6 mg/l, 28° C y 35 ppt, respectivamente, mientras que los desechos
nitrogenados (Nitrégeno Amoniacal Total, Nitratos y Nitritos) se midieron cada tercer dia para

confirmar que no se encontraban por encima de los limites establecidos para la especie.

2.2 Extraccion de compuestos cuticulares liposolubles

Con el fin de tener mayor probabilidad de extraer las feromonas potencialmente presentes en las
hembras maduras, las hembras fueron monitoreadas diariamente para determinar el estado de
maduracién gonadal. Una vez que las hembras alcanzaban el estadio IV de madurez gonadal, eran
extraidas del sistema entre las 12:00 y 19:00 h del dia, que es cuando se presentan las condiciones de
luz donde la literatura reporta actividad de cortejo y emparejamiento en esta especie (Isao Yano,
1987). Posteriormente eran sacrificadas mediante choque térmico al ser transferidas a un recipiente

con agua proveniente del mismo sistema, pero con una temperatura de 4° C.

Para obtener el extracto de cuticula se siguié la metodologia de Zhang et al. (2011) con algunas
modificaciones. Primero se maceraron por separado los componentes estructurales de la regién
abdominal y dorsolateral del exoesqueleto, para la posterior sumersién de cada uno en 5 ml de hexano
grado HPLC por 30 s. Una vez transcurrido este tiempo, con el objetivo de retirar los restos de
exoesqueleto, cada extracto (abdominal y dorsolateral) fue pasado por un tamiz con luz de malla de
0.5 mm, y posteriormente fue recolectado en frascos dmbar de 60 ml para su almacenamiento a una
temperatura de -20° C. Este procedimiento se repitid hasta completar la extraccion en 10 hembras

maduras, es decir, hasta contar con 50 ml de cada extracto (ventral y dorsolateral).
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Con el objetivo de evaluar el efecto de los compuestos cuticulares liposolubles de hembras inmaduras
sobre el comportamiento reproductivo de los machos, se procedidé a recolectar los extractos de las
primeras utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente. Para tener certeza de que las
hembras inmaduras a muestrear se encontraban en el estadio | de maduracién gonadal, el muestreo
se realizé una vez que las hembras habian desovado y terminaban el proceso de reabsorcién gonadal.
Al final se obtuvieron cuatro diferentes extractos: (1) exoesqueleto ventral de hembra madura (EVHM),
(2) exoesqueleto dorsolateral de hembra madura (EDHM), (3) exoesqueleto ventral de hembra

inmadura (EVHI) y (4) exoesqueleto dorsolateral de hembra inmadura (EDHI).

2.3 Estandarizacion del protocolo para bioensayos

Para determinar el protocolo de bioensayo para la deteccidon de feromonas sexuales de contacto en L.
vannamei, se procedid a realizar una serie de experimentos donde cada nuevo experimento utilizé la
condicidn elegida en el experimento anterior. Las condiciones por determinar fueron las siguientes: 1)
exposicién de luz durante aclimatacién, 2) duraciéon de aclimatacién, 3) material para “hembras
artificiales”, 4) método para introducir “hembra artificial” al tanque y 5) duracién del periodo de

observacién del bioensayo.

Los experimentos se llevaron a cabo en un sistema de recirculacién acuicola con agua de mar filtrada
(35 ppt), conformado por diez tanques de fibra de vidrio con una capacidad de 150 |, todos conectados
a un filtro Bubble Bead® y a un tanque reservorio de 100 |. En el tanque reservorio se colocaron 4
controladores de temperatura de 300 W, con el objetivo de mantener una temperatura constante de

28°C.

Se realizaron un total de cinco experimentos preliminares, cada uno con 2 tratamientos y 3 réplicas
por tratamiento; efectuandose todos dentro del fotoperiodo natural en un horario entre las 18:00 y
20:00 h, ya que, de acuerdo con Yano et al. (1988), el emparejamiento de L. vannamei es mayor entre

una hora antes y una hora después de la puesta de sol.

2.3.1 Exposicion de luz durante aclimatacién

Para determinar las condiciones de luz adecuadas durante la aclimatacion, se evaluaron dos

tratamientos: aclimatacién con luz y aclimatacién sin luz. Para esto, se utilizaron camarones machos
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en etapa reproductiva, los cuales fueron distribuidos de manera individual y aleatoria en seis tanques.
En el caso del tratamiento sin luz, tres tanques seleccionados aleatoriamente fueron cubiertos en su
totalidad con una lona de plastico negro, mientras que, en el tratamiento con luz, los tres tanques
restantes se mantuvieron descubiertos. Los organismos fueron mantenidos en esas condiciones
durante 1 hy, transcurrido este tiempo, se retiraron las cubiertas del tratamiento con luz. Finalmente,
se observo la actividad de los organismos dentro del tanque por 1 h, determinandose si tenian

actividad (movimiento progresivo lineal o no lineal) o no (movimiento no progresivo).

2.3.2 Duracion de aclimatacion

En este experimento se evaluaron dos tiempos de aclimatacién: 20 min y 1 h, los cuales fueron
escogidos con base en los protocolos de Caskey y Bauer (2005), Hardege et al. ( 2011) y Kamio et al.
(2014). Para lo cual, se utilizaron camarones machos en etapa reproductiva, distribuidos de manera
individual y aleatoria en seis tanques. Para ambos tratamientos, los tanques fueron cubiertos en su
totalidad con una lona de plastico negra. Transcurridos 20 min, tres tanques seleccionados
aleatoriamente fueron descubiertos. Posteriormente, transcurrida 1 h, los tres tanques restantes
fueron descubiertos. Inmediatamente tras ser descubiertos, el comportamiento de los organismos de
todos los tanques fue observado por un lapso de 1 h, determinandose si tenian actividad (movimiento

progresivo lineal o no lineal) o no (movimiento no progresivo).

2.3.3 Material para “hembras artificiales”

Se evaluaron 2 diferentes materiales para ser utilizados como “hembras artificiales” durante los
bioensayos. El primero consistié en tubos rigidos de Policloruro de vinilo (PVC) de % in con una longitud
de 9 cmy un peso de 19.39 + 1.02 g, mientras que el segundo fue una manguera flexible transparente
de PVC de % in con una longitud de 9 cm y un peso de 4.39 + 0.11 g. Se utilizaron camarones machos
en etapa reproductiva, distribuidos de manera individual y aleatoria en seis tanques. En ambos
tratamientos, la aclimatacién consistié en mantener a los organismos por 1 h con los tanques cubiertos
en su totalidad con una lona de plastico negra. Una vez terminada la aclimatacidn, los tanques fueron
descubiertos y se colocaron lentamente dos “hembras artificiales” de PVC en tres tanques
seleccionados aleatoriamente y dos “hembras artificiales” de manguera flexible transparente en los

tres tanques restantes. Finalmente, se observd el comportamiento de los organismos en todos los
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tanques durante 1 h para determinar si los camarones tenian contacto o no con las “hembras

artificiales”.

2.3.4 Método para introducir “hembra artificial” al tanque

Se utilizaron camarones machos en etapa reproductiva, distribuidos de manera individual y aleatoria
en seis tanques, siguiéndose el mismo método de aclimatacién descrito en el experimento preliminar
anterior. Una vez terminada la aclimatacidn, se procedio a introducir dos “hembras artificiales” (tubos
de PVC de % in con una longitud de 9 cm y un peso de 19.39 + 1.02 g) por tanque, mediante dos
diferentes métodos: 1) introduccién con el tanque cubierto y 2) introduccién con el tanque
descubierto. Cada uno de los métodos se aplico en tres tanques seleccionados aleatoriamente. Una
vez que las hembras artificiales fueron colocadas lentamente, se procedié a descubrir los tanques del
primer tratamiento. Inmediatamente después, se procedié a evaluar la actividad de los organismos en
ambos tratamientos. En el caso de que se presentara movimiento progresivo lineal o no lineal, se
consideré que el organismo tenia actividad dentro del tanque, de lo contrario (movimiento no

progresivo), se considerd que no tuvo actividad.

2.3.5 Duracion del periodo de observacion del bioensayo

Por ultimo, para determinar la duracién necesaria para los bioensayos, se procedid a realizar un
experimento con las condiciones seleccionadas en los experimentos preliminares anteriores, pero con
dos tratamientos para las “hembras artificiales”: hexano (control) y EVHM; a fin de recrear las
condiciones de los bioensayos formales. Cada uno de los tratamientos fue utilizado en tres tanques
seleccionados aleatoriamente. Primero se colocaron camarones machos en etapa reproductiva de
manera individual y aleatoria en los tanques. Ya en los tanques, los organismos fueron aclimatados con
el tanque cubierto durante 1 h, y transcurrido este tiempo se les introdujeron dos “hembras
artificiales” (tubos de PVC de % in con una longitud de 9 cm y un peso de 19.39 + 1.02) previamente
preparadas con el tratamiento correspondiente. Posteriormente, se procedié a descubrir todos los
tanques para finalmente determinar el intervalo de tiempo de bioensayo en el cual los camarones
habian tenido al menos un contacto y mantenian un movimiento constante dentro del tanque.
Adicionalmente, se observé el comportamiento general que presentaban los organismos frente a las

“hembras artificiales” tratadas.
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2.4 Diseno experimental para evaluacion del efecto de compuestos
cuticulares de hembras sobre el comportamiento de machos

Previo a los bioensayos, se procedié a remover completamente el solvente de cada extracto mediante

evaporacioén rotatoria, y posteriormente se disolvio el residuo en 20 ml de hexano.

Para la realizacion de los bioensayos se utilizé el sistema de cultivo descrito anteriormente para los
experimentos preliminares, asi como las condiciones de calidad de agua, horario y fotoperiodo ya
mencionadas. Con base en los resultados obtenidos de los experimentos preliminares se decidié
mantener a los organismos en un periodo de acondicionamiento de 1 h con el tanque cubierto, donde
los camarones macho fueron colocados de manera individual y aleatoria. Una vez terminado el periodo
de acondicionamiento, se colocd dos tubos rigidos de PVC de % in y 9 cm de longitud a cada tanque, a
fin de ser utilizados como “hembras artificiales”. La preparacion de los tubos consistié en la inmersion
de estos durante 1 s en el tratamiento correspondiente, con el posterior secado del tubo durante 15 s

a temperatura ambiente (Zhang et al., 2011).

Asi mismo, con base en los resultados de los experimentos preliminares se determind que el periodo
de experimentacion de los bioensayos fuera de 20 min, donde se observd y grabd (para una posterior
revisién) el comportamiento de los camarones frente a las “hembras artificiales”. Para evitar
habituacion, ningun individuo fue utilizado mads de una vez. Ademas, los bioensayos fueron realizados
a ciegas, es decir, sin que el observador tuviera conocimiento de la asignacién de tratamientos en los

tanques experimentales, esto con el fin de reducir el sesgo del observador.

Dado el alcance de la camara utilizada y del nUmero de tanques con el que contaba el sistema, cada

bioensayo se llevd a cabo en ocho dias, en grupos de dos réplicas por tratamiento por dia.

2.4.1 Bioensayo |: Efecto de extractos de hembras inmaduras en el comportamiento de
camarones machos

Para evaluar el efecto de los extractos de hembras inmaduras en el comportamiento de los camarones
macho, se realizd un bioensayo en el que se utilizaron 15 réplicas para cada uno de los siguientes
tratamientos: experimental con EVHI, experimental con EDHI y tratamiento control con hexano (CTL).
Para cada comportamiento presentado se establecieron las categorias: presenté comportamiento o
no presentd comportamiento. En caso de que algin comportamiento se presentara mas de una vez,

en una o mas réplicas, se establecié el nimero de veces que se presentaba dicho comportamiento.
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Ademas, para evaluar la bioactividad total presentada ante cada tratamiento, se generd una escala de

acuerdo con la intensidad de los comportamientos presentados en este experimento (Tabla 2).

Tabla 2. Escala de las respuestas conductuales de Litopenaeus vannamei macho tras la exposicidn a extractos
cuticulares de hembras inmaduras.

Grado Respuesta
0 Sin respuesta: No se observé ningun cambio en el comportamiento.

Contacto: El macho tuvo al menos un contacto con la “hembra artificial” e inicié una

1 N .
examinacion con las anténulas.

5 Empuje: Después de tener contacto el macho tomé impulso para empujar a la “hembra
artificial”.

3 Contacto prolongado: Las anténulas del macho mantuvieron contacto constante con la

“hembra artificial” por al menos 10 s.

2.4.2 Bioensayo ll: Efecto de extractos de hembras maduras en el comportamiento de
camarones macho

El efecto que tienen los extractos de hembras maduras sobre el comportamiento de los camarones
macho se evalué mediante un bioensayo en el que se utilizaron 15 réplicas para cada uno de los
siguientes tratamientos: experimental con EVHM, experimental EDHM y tratamiento control con
hexano (CTL). De la misma manera que en el bioensayo previo, para cada comportamiento presentado
se establecieron las categorias: presenté comportamiento o no presenté comportamiento. En caso de
qgue algun comportamiento se presentara mds de una vez, en una o mas réplicas, se establecié el
numero de veces que se presentaba dicho comportamiento. Ademas, para evaluar la bioactividad total
presentada ante cada tratamiento, se utilizd nuevamente la escala generada para el bioensayo anterior

(Tabla 2).

2.6 Analisis estadistico

En el caso de los experimentos preliminares para el establecimiento del protocolo para los bioensayos,
la relacidn de la actividad de los camarones respecto a las diferentes condiciones probadas se evalué
mediante el analisis de tablas de contingencia (2 x 2) con la prueba exacta de Barnard. Cuando el

resultado del andlisis determind que las variables eran dependientes (p < 0.05), se procedio a evaluar
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el grado de asociacidon de estas mediante el calculo del Coeficiente V de Cramer. Para la interpretacion

de este coeficiente se utilizd la escala establecida por Lee (2016) (Anexo A).

Para determinar la relacidn entre la presentacién de cada comportamiento respecto a los diferentes
tratamientos de los bioensayos, se realizé un analisis de tablas de contingencia (3 x 2) con la prueba X2
de independencia. En el caso de que las variables fueran dependientes (p < 0.05), se calculd el
coeficiente V de Cramer, se estudiaron los valores residuales de Pearson para establecer entre qué
tratamientos habia diferencias, y se dividié la tabla en tablas 2 x 2 para tener un estudio mds exacto
de estas diferencias. Las tablas 2 x 2 se analizaron mediante la prueba exacta de Barnard, y se les evalué

el grado de asociacién entre variables mediante el calculo del Coeficiente V de Cramer.

En el caso de los comportamientos que se presentaron mas de una vez por réplica, el nUmero de veces
que se presentd cada comportamiento se analizé con una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de
una via, y en caso de haber diferencias entre tratamientos (p < 0.05), se realizé la prueba a posteriori
de Tukey’s HSD. Para todas las variables se verificaron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad mediante las pruebas Shapiro-Wilk y Barlett, respectivamente. Cuando no se
cumplieron los supuestos anteriores, se procedio a realizar la prueba de Kruskal-Wallis, con una prueba
a posteriori de comparacion multiple de rango de medias si se encontraban diferencias entre
tratamientos. En el caso de la bioactividad total, esta se analizé mediante la prueba de Kruskal-Wallis
con una prueba de suma de rangos por pares de Wilconxon en el caso de encontrar diferencias entre
tratamientos. Todas las pruebas se llevaron a cabo con una confiabilidad del 95% utilizando el software

“R” version 4.1.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Estandarizacion del protocolo para bioensayos

3.1.1 Exposicion de luz durante aclimatacion

Cuando los camarones macho fueron aclimatados con el tanque cubierto para evitar la entrada de luz,
todas las réplicas mostraron movimiento progresivo (Activo), a diferencia de cuando fueron
aclimatados con presencia de luz, donde ninguna de las réplicas presenté movimiento progresivo, solo
rotacion sobre su propio eje (Sin actividad) (Figura 8A). De acuerdo con la prueba de independencia
realizada, existe una influencia significativa de las condiciones de luz durante la aclimatacién sobre la
actividad de machos de L. vannamei en el periodo de bioensayo (p = 0.03). El coeficiente V de Cramer

de 1 permitid establecer que la influencia es muy fuerte.

w
w

N
N

Nimero de observaciones n

Numero de observaciones |E|

. . Sin actividad
Sin actividad 1 i
1 . H Activo
MW Activo
0 0
. 20 min 1h
Sin luz Con luz )
. Tratamiento
Tratamiento

[o]

w3 o3

Q [

= =

o o

Qo (S}

g )

2 j:

o Sin contacto [S] Sin actividad

Q1 1 .

© B Contacto © B Activo

< o

Q [0

Tubo rigido Tubo flexible Tanque cubierto Tanque descubierto
Tratamiento Tratamiento

Figura 8. Actividad de machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a diferentes condiciones
experimentales (n= 3 réplicas/tratamiento). A) Exposicion de luz durante la aclimatacion, B) Duracién de la
aclimatacion, C) Material para “hembras artificiales”, D) Método para introducir “hembra artificial” al tanque.

3.1.2 Duracion de aclimatacion

En cuanto a la duracion de la aclimatacion, todas las réplicas de los camarones aclimatados por 1 h

mostraron movimiento progresivo (Activo), al contrario de los camarones aclimatados por 20 min,
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donde ninguna de las réplicas presentd movimiento progresivo (Sin actividad) (Figura 8B). Acorde con
la prueba de independencia realizada, existe influencia significativa del tiempo de aclimatacién sobre
la actividad de machos de L. vannamei en el periodo de bioensayo (p = 0.03). El coeficiente V de Cramer

de 1 indicd que la influencia es muy fuerte.

3.1.3 Material para “hembras artificiales”

Con respecto al material a utilizar como “hembras artificiales”, el tubo rigido de PVC mostré ser la
mejor alternativa, ya que todos los camarones mostraron al menos un contacto cuando se usé este
material, a diferencia de las réplicas donde se utiliz6 la manguera flexible, donde ningln camardn
presentd contacto (Figura 8C). De acuerdo con la prueba de independencia realizada, existe relacién
significativa entre el material de la “hembra artificial” y el contacto que tienen los machos de L.

vannameij con esta (p = 0.03). El coeficiente V de Cramer de 1 mostré que la relacién es muy fuerte.

3.1.4 Método para introducir “hembra artificial” al tanque

Con respecto al método para introducir las “hembras artificiales” a los tanques, en la introduccién con
el tanque cubierto, dos de las tres réplicas mostraron movimiento progresivo (Activo), a diferencia de
cuando la introduccion se realizé con el tanque descubierto, donde ninguna de las réplicas presenté
movimiento progresivo (Sin actividad) (Figura 8D). De acuerdo con la prueba de independencia
realizada, el método de introduccién de la “hembra artificial” no tuvo una influencia significativa sobre

la actividad de machos de L. vannamei, en el periodo de bioensayo (p = 0.15).

3.1.5 Duracion del periodo de observacién del bioensayo

Bajo las condiciones elegidas para los bioensayos de validacion del protocolo, se determind que, una
vez terminada la aclimatacion e introducidas las “hembras artificiales” en los tanques, los camarones
se mantenian activos (movimiento progresivo) hasta por 20 min, ademas de que en ese periodo todos
los camarones macho con el tratamiento EVHM habian tenido al menos un contacto con la “hembra
1",

artificial”. Una vez pasados los 20 min, los camarones disminuyeron su actividad gradualmente, y
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aproximadamente a los 30 min ninguno presentd actividad. Por tanto, se decidié que la duracién de

bioensayo seria por un periodo de 20 min.

Adicionalmente se observé el comportamiento de los camarones frente a las “hembras artificiales”
tratadas, determindndose la presencia de comportamiento de empuje, pero no del comportamiento
de sujecidn esperado, razén por la cual se decidié concentrar los extractos para los bioensayos
“formales". Dado el bajo nimero de réplicas (tres réplicas por tratamiento) y el posible sesgo del
observador que conocia de antemano la distribucién de los tratamientos, se decidid no realizar ningun

tipo de andlisis a los resultados de comportamiento obtenidos en este bioensayo.

3.2 Bioensayo I: Efecto de extractos de hembras inmaduras en el
comportamiento de camarones macho

Los machos de L. vannamei mostraron tres grados de comportamientos diferentes al ser expuestos a
los extractos cuticulares de hembras inmaduras: A) contacto, B) empuje y C) contacto prolongado.

Cada uno de ellos se evalué por separado y en conjunto.

3.2.1 Relacidn entre los tratamientos y cada uno de los comportamientos presentados

Con respecto al comportamiento de contacto, este se presenté en un mayor nimero de réplicas de los
tratamientos EDHI y EVHI (12 y 14 réplicas, respectivamente), en comparacién con el control (tres
réplicas) (Figura 9A). De acuerdo con el resultado de la prueba de independencia, existe una relacién
significativa entre los tratamientos y el comportamiento de contacto presentado por los machos de L.
vannamej (p < 0.001). El resultado del coeficiente V de Cramer (0.67) establecié que la relacion
existente es fuerte. Al realizar los andlisis de independencia entre pares de tratamientos, se encontré
que el comportamiento fue significativamente dependiente del tratamiento cuando se comparé el
control con cualquiera de los dos extractos de hembra inmadura (p < 0.001 en ambas comparaciones),
pero no mostréd dependencia significativa cuando se compararon los dos extractos entre si. Los
coeficientes V de Cramer de las comparaciones de cada extracto con el control mostraron que la
relacidon entre tratamiento y comportamiento de contacto fue mayor en el tratamiento con EVHI
(0.74), en comparacién con el tratamiento EDHI (0.6), aun asi, los dos tratamientos tienen una
influencia fuerte sobre el comportamiento de contacto. Cabe destacar que, las réplicas del tratamiento

control no solo tuvieron una incidencia minima en el comportamiento de contacto, también fue
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bastante notorio que los camarones evitaban el contacto con las “hembras artificiales” después de la

aparente percepcidn con sus antenas.

Con respecto al comportamiento de empuje, este se presentd en un mayor numero de réplicas de los
tratamientos EDHIy EVHI (cinco y siete, respectivamente), en comparacion con el control (una réplica),
aunque la frecuencia de presentacion de este comportamiento fue menor que la del comportamiento
de contacto (Figura 9B). Acorde al resultado de la prueba de independencia, existe relacién
significativa entre los tratamientos y el comportamiento de empuje presentado por los machos de L.
vannamei (p = 0.048), y el resultado del coeficiente V de Cramer (0.37) establecié que la relacién
existente es moderada. Cuando se realizo el andlisis entre pares de tratamientos, se encontré que el
comportamiento solo era significativamente dependiente del tratamiento cuando se comparaba el
control con el tratamiento EVHI (p = 0.01), con un coeficiente V de Cramer de 0.2, lo que indicé una

asociacion débil.

Finalmente, en lo que se refiere al comportamiento de contacto prolongado, este se presentd en un
mayor nimero de réplicas del tratamiento EVHI (cinco réplicas), en comparacién con el tratamiento

EDHI (una réplica) y el control (ninguna réplica) (Figura 9C).
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Figura 9. Respuesta conductual de machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a extractos cuticulares de
hembras inmaduras (n= 15 réplicas/tratamiento). A) Contacto, B) Empuje y C) Contacto prolongado.
Abreviaturas: (CTL) control; (EDHI) exoesqueleto dorsolateral de hembra inmadura, (EVHI) exoesqueleto ventral
de hembra inmadura.
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De acuerdo con el resultado de la prueba de independencia, existe relacion significativa entre los
tratamientos y el comportamiento de contacto prolongado presentado por los machos de L. vannamei
(p = 0.01). El coeficiente V de Cramer de 0.42, establecié que la relacidén existente es relativamente
fuerte. Al realizar el anadlisis entre pares de tratamientos, se encontré que, al igual que en el
comportamiento de empuje, el comportamiento solo era dependiente del tratamiento cuando se
comparaba el control con el tratamiento EVHI (p = 0.01). El coeficiente V de Cramer de 0.48 establecio

que la relacién es relativamente fuerte.

3.2.2 Numero de veces que se presentaron los comportamientos reiterados

Dentro de los comportamientos presentados por los machos de L. vannamei al ser expuestos a los
extractos cuticulares de hembras inmaduras, el comportamiento de contacto y el comportamiento de
empuje se presentaron mas de una vez en una o mas réplicas. En el caso del comportamiento de
contacto, los resultados de las pruebas estadisticas indicaron que existen diferencias significativas en
el nimero de veces que se presentd este comportamiento por réplica (p < 0.001), encontrandose estas
diferencias entre el control y cada uno de los tratamientos, pero no entre tratamientos. A pesar de
esto, el tratamiento con EVHI presentd en promedio un mayor nimero de veces el comportamiento
de contacto (2.80 + 1.90), en comparacion con el tratamiento con EDHI (2.07 + 2.09) (Tabla 3). Por otra
parte, también se encontraron diferencias significativas en el numero de veces que se presentaba el
comportamiento de empuje por réplica (p = 0.04), siendo el tratamiento con EVHI el que mostré este

comportamiento (0.73 + 0.96) un mayor niumero de veces (Tabla 3).

Tabla 3. Valores promedio + desviacion estandar del nimero de veces que se presentaron los comportamientos
reiterados de machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a extractos cuticulares de hembras inmaduras.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.5) entre tratamientos: a>b. Abreviaturas: (CTL) control;
(EDHI) exoesqueleto dorsolateral de hembra inmadura; (EVHI) exoesqueleto ventral de hembra inmadura.

Tratamiento
Comportamiento
CTL EDHI EVHI

Contacto 0.40+0.91° 2.07+2.09° 2.80+1.90°

Empuje 0.07+0.26°" 0.40+0.63b" 0.73+0.96°
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3.2.3 Evaluacion de la bioactividad total

En cuanto a la bioactividad total presentada por los machos frente a los extractos de hembras
inmaduras, se encontraron diferencias significativas entre el control y los tratamientos con EDHI y
EVHI, pero no entre tratamientos (p < 0.001). En el caso del control, la mayor proporcion de réplicas
(80%) presento el grado 0 en la escala de comportamiento. Por otra parte, en el tratamiento con EDHI
la mayor proporcién de réplicas (40 %) presentaron el grado 1 en la escala de comportamiento, pero
también hubo una proporcidon importante (33.33 %) que presentd el grado 2. Finalmente, en el
tratamiento con EVHI, la mayor proporcién de réplicas presentaron grado 2 o 3 en la escala de
comportamiento (33.33 % cada uno) (Figura 10). Cabe destacar que a pesar de que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos con EDHI y EVHI, el comportamiento grado 3 se

presentd en un mayor nimero de réplicas del tratamiento EVHI.
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Figura 10. Grado de bioactividad presentada por machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a extractos
cuticulares de hembras inmaduras (n= 15 réplicas/tratamiento). Grado 0: sin respuesta; grado 1: contacto; grado
2: empuje y grado 3: Contacto prolongado. Abreviaturas: (CTL) control; (EDHI) exoesqueleto dorsolateral de
hembra inmadura; (EVHI) exoesqueleto ventral de hembra inmadura.

3.3 Bioensayo 2: Efecto de extractos de hembras maduras en el
comportamiento de camarones macho

Los machos de L. vannamei mostraron Unicamente dos grados de comportamientos al ser expuestos a
los extractos cuticulares de hembras maduras: A) contacto y B) empuje. Cada uno de ellos se evalué

por separado y en conjunto.
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3.3.1 Relacidn entre los tratamientos y cada uno de los comportamientos presentados

Con respecto al comportamiento de contacto, este se presenté en un mayor nimero de réplicas de los
tratamientos EDHM y EVHM (15 y 14 réplicas, respectivamente), en comparacion con el control (seis
réplicas) (Figura 11A). De acuerdo con el resultado de la prueba de independencia, existe relacién
entre los tratamientos y el comportamiento de contacto presentado por los machos de L. vannamei (p
<0.001), y con los resultados del coeficiente V de Cramer (0.65), se establecid que la relacion existente
es fuerte. Cuando se realizaron los analisis de independencia entre pares de tratamientos, se encontré
que, al igual que en el caso del bioensayo con extractos de hembras inmaduras, el comportamiento
era dependiente del tratamiento cuando se comparaba el control con cualquiera de los dos extractos
de hembra inmadura (p < 0.001 en tratamiento con EDHM y p = 0.001 en tratamiento con EVHM), pero
no cuando se compararon los dos extractos entre si. Los coeficientes V de Cramer de las comparaciones
de cada extracto con el control mostraron que la relacién entre tratamiento y comportamiento de
contacto era fuerte en el tratamiento EDHM (0.66), mientras que esta relacion era relativamente
fuerte en tratamiento EVHM (0.57). En este bioensayo, también las réplicas control evitaban
notoriamente el contacto con las “hembras artificiales” después de la aparente percepcidén con sus

antenas.

Con respecto al comportamiento de empuje, este se presentd en un mayor numero de réplicas en el
tratamiento EDHM (siete réplicas), en comparacion con el tratamiento EVHM (cinco réplicas) y el

control (una réplica réplica) (Figura 11B).
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Figura 11. Respuesta conductual de machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a extractos cuticulares de
hembras maduras (n= 15 réplicas/tratamiento). A) Contacto y B) Empuje. Abreviaturas: (CTL) control; (EDHM)
exoesqueleto dorsolateral de hembra madura; (EVHM) exoesqueleto ventral de hembra madura.
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Con el resultado de la prueba de independencia se establecid que existe relacidn significativa
(p = 0.04) entre los tratamientos y el comportamiento de empuje presentado por los machos
de L. vannamei, y con un coeficiente V de Cramer de 0.37, la relacidn existente es moderada.
Cuando se realizé el analisis entre pares de tratamientos, se encontrdé que el comportamiento
solo era dependiente del tratamiento cuando se comparaba el control con el tratamiento
EDHM (p = 0.01), con un coeficiente V de Cramer de 0.45, indicando una asociacion

relativamente fuerte.

3.3.2 Numero de veces que se presentaron los comportamientos reiterados

En cuanto a los comportamientos presentados por los machos de L. vannamei al ser expuestos a los
extractos cuticulares de hembras maduras, tanto el comportamiento de contacto como el
comportamiento de empuje se presentaron mas de una vez en una o mas réplicas. En el caso del
comportamiento de contacto, se encontraron diferencias significativas en el nUmero de veces que se
presentd este comportamiento por réplica (p < 0.001), encontrandose estas diferencias ente el control
y el tratamiento EVHM. Aunque no existieron diferencias significativas entre tratamientos, el
tratamiento EVHM presentd en promedio mayor nimero de veces el comportamiento de contacto
(3.60 + 1.35), en comparacion con el tratamiento EDHM (2.67 + 1.99) (Tabla 4). Por otra parte, no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos con respecto al nimero de veces que se

presentd el comportamiento de empuje (Tabla 4).

Tabla 4. Valores promedio + desviacion estandar del nimero de veces que se presentaron los comportamientos
reiterados de machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a extractos cuticulares de hembras maduras.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos: a>b. Abreviaturas: (CTL) control;
(EDHM) exoesqueleto dorsolateral de hembra madura; (EVHM) exoesqueleto ventral de hembra madura.

Tratamiento
Comportamiento
CTL EDHM EVHM

Contacto 0.87+1.60° 2.67+£1.99% 3.60+1.35°

Empuje 0.67+0.26 0.53+0.64 0.40+0.63
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3.3.3 Evaluacion de la bioactividad total

Respecto a la bioactividad total presentada por los machos frente a los extractos de hembras maduras,
se encontraron diferencias significativas (p < 0.001) entre el control y los tratamientos EDHM y EVHM,
pero no entre EDHM y EVHM. En el control, la mayor proporcion de réplicas (60 %) presento el grado
0 en la escala de comportamiento, en el tratamiento EDHM la mayor proporciéon de réplicas (53.33 %)
presentaron el grado 1 en la escala de comportamiento, y en el tratamiento EVHM, la mayor
proporcién de réplicas (60 %) presentaron el grado 2 (Figura 12). A pesar de que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos EDHM y EVHM, es de destacar que el tratamiento con
EVHM mostré un mayor numero de réplicas con comportamiento del grado 2 de la escala de
comportamiento, pero el tratamiento con EDHM mostré ligeramente una mayor proporcion de

réplicas con el grado 3.
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Figura 12. Grado de bioactividad presentada por machos de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a extractos
cuticulares de hembras maduras (n= 15 réplicas/tratamiento). Grado 0: sin respuesta; grado 1: contacto; grado
2: empuje y grado 3: contacto prolongado. Abreviaturas: (CTL) control; (EDHM) exoesqueleto dorsolateral de
hembra madura; (EVHM) exoesqueleto ventral de hembra madura.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Estandarizacion de protocolo de bioensayo

La evaluacién de la respuesta de comportamiento es uno de los principales retos para la identificacion
de feromonas en crustaceos, razén por la cual diversos autores han sefialado la importancia de la
estandarizacién de protocolos de bioensayos desarrollados de acuerdo con el comportamiento natural
de cada especie, y al tipo de feromona a identificar (contacto o distancia) (Caskey y Bauer, 2005;
Dunham, 1978; Hardege et al., 2002; Zhang et al., 2011). En este estudio se desarrollé por primera vez
un protocolo de bioensayo de comportamiento para la identificacion de feromonas sexuales
femeninas de contacto en L. vannamei, especie de gran importancia econdmica nacional y mundial
(CONAPESCA, 2018; FAO, 2020). De acuerdo con los resultados obtenidos, las siguientes condiciones
son necesarias para una clara evidencia del efecto potencial de las feromonas sexuales femeninas de
contacto sobre el comportamiento reproductivo de los camarones machos: 1) un periodo de
acondicionamiento de al menos 1 h con el tanque cubierto; 2) la introduccion de una “hembra
&

artificial” hecha de tubos rigidos de PVC recubiertos con moléculas liposolubles mientras el tanque adn

esta cubierto; y 3) un periodo de observacion de al menos 20 min.

En cuanto a las condiciones de luz durante la aclimatacién, Hardege et al. (2002) son los Unicos que
han considerado relevante la influencia de este factor sobre el nivel de actividad de los organismos.
Estos autores trabajaron con el cangrejo C. maenas, y seiialan que la disminucién de luz durante la
etapa de aclimatacion produce un estado de inactividad en los organismos, que cesa una vez que el
tanque es descubierto, resultando en un mayor nivel de actividad durante el periodo de observacién.
Esto coincide con los resultados de este estudio, donde se encontré una fuerte influencia de este factor
sobre la actividad de los camarones macho. Cuando los tanques eran cubiertos durante la aclimatacidn,
los camarones presentaban mayor incidencia de movimiento progresivo durante el periodo de
observacién en el bioensayo. Esto es fundamental cuando se trata de identificacién de feromonas de
contacto, ya que, como su nombre lo dice, estas requieren contacto directo con los érganos sensoriales
del organismo para ser captadas, y mientras mayor movimiento progresivo tenga el camarén, mayor

probabilidad tendra de encontrarse con la “hembra artificial” que contenga las feromonas.

Con respecto a la duracién de la aclimatacién, se han propuesto diferentes tiempos dependiendo la
especie. Caskey y Bauer (2005) utilizaron un periodo de aclimatacién de 5 min en el camardn
Palaemonetes pugio, mientras que Hardege et al. (2011) utilizaron un intervalo de 10 a 20 min en C.
maenas, y Peddio et al. (2019) un periodo de 15 min en Procambarus Clarkii, todos para la

identificacion de feromonas sexuales femeninas de distancia. Por su parte, los resultados de este
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estudio demostraron que los machos de L. vannamei tienen mayor actividad general y movimiento
progresivo durante el periodo de bioensayo cuando el periodo de aclimatacién es de una hora, lo que
podria explicarse por el mayor periodo de inactividad que sostiene el organismo al estar en oscuridad
por mayor tiempo. Este periodo de aclimatacidn concuerda con el utilizado por Kamio et al. (2014)
para la identificaciéon de feromonas sexuales femeninas de distancia en el cangrejo azul (Callinectes
sapidus). Al igual que con las condiciones de luz, el mayor movimiento progresivo con la aclimatacion

de una hora aumenta la probabilidad de que los machos tengan contacto con la “hembra artificial”.

Otro aspecto importante por determinar fue el material a utilizar como “hembra artificial”. Con este
propdsito, en estudios previos se han utilizado piedras y esponjas en la identificacion de feromonas de
distancia, y tubos de polietileno rigidos en la identificacion de feromonas de contacto (Caskey et al.,
2009; Hardege et al., 2002; Kamio et al., 2014; Zhang et al., 2011). En este trabajo se probaron dos
materiales: 1) tubos rigidos de PVC de % in y 2) manguera flexible transparente de PVC de % in. El PVC
es un polimero sintético que se caracteriza por ser inocuo, ligero, y por amortiguar ondas sonoras
(Akovali, 2012); caracteristicas que lo hacen iddneo para ser manipulado por los organismos y evitar
interferencias de estimulos sonoros. Los materiales usados fueron seleccionados por las caracteristicas
del polimero que los conforman, y fueron introducidos por pares en cada tanque para aumentar la
probabilidad de contacto por parte de los camarones. Con los resultados obtenidos se determind que
existe una fuerte influencia del material de la hembra falsa sobre la incidencia de contactos de los
camarones macho, resultando que los camarones tenian mayor incidencia de contacto con el tubo
rigido. La causa por la cual los camarones nunca tuvieron contacto con la manguera flexible reside en
el peso de este material, ya que, al ser mas ligero, estuvo en constante movimiento por la circulaciéon
del agua, dificultando el contacto con los organismos. Ademas, al ser un material transparente se

dificultd su vision en los videos captados por la cdmara.

Como se menciond anteriormente, a pesar de que todas las réplicas con “hembra artificial” de tubo
rigido mostraron al menos un contacto, los camarones disminuyeron su actividad general cuando se
les introdujo el tubo en el tanque, razén por la cual se decidid probar diferentes métodos de
introduccion de las “hembras artificiales”. A pesar de que estadisticamente no se encontré influencia
significativa por método de introduccién de la “hembra artificial” sobre la actividad de los camarones,
se optd por introducirla cuando el tanque aln estd cubierto, basandose Unicamente en la evidencia
visual. La razén por la cual los camarones aumentaron su actividad y movimiento progresivo con este
método de introduccién se explica por la disminucién de estimulos visuales estresantes cuando el tubo
es colocado bajo condiciones de poca luz. Ademas, cuando el tubo es colocado de manera lenta,
probablemente se disminuyan también los estimulos mecanicos y sonoros estresantes para el

organismo. Esto concuerda con lo descrito por Hardege et al. (2011), que sefiala que cuando se limitan
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las interferencias visuales y sonoras del ambiente, existe mayor probabilidad de que los organismos

presenten sus comportamientos naturales.

Finalmente, en lo que concierne al periodo de observacion del bioensayo, los resultados del ultimo
experimento para estandarizar el protocolo para los bioensayos, se establecié un tiempo de 20 min.
Este tiempo coincide con el tiempo de observacién utilizado para P. pugio por Caskey y Bauer (2005),
y con el utilizado para C. maenas por Hardege et al. (2011); pero difiere del utilizado por Hardege et
al. (2002) para C. maenas (duracién de un minuto), y del utilizado por Peddio et al. (2019) para P. clarkii
(duracién de cuatro horas). Se observé que en un tiempo menor a 20 min es probable que el camarén
no tenga contacto con la “hembra artificial” y por tanto no presente el comportamiento esperado,
mientras que con un tiempo mayor de 20 min los camarones disminuyen su actividad y se quedan
estdticos en un solo lugar, lo que se puede atribuir a la culminacidon del aumento de actividad

propiciado por la aclimatacién con condiciones limitadas de luz.

Todos estos resultados en conjunto concuerdan con la hipdtesis de que las condiciones de
experimentacién influyen sobre la eventual respuesta de comportamiento que pudieran tener los
machos al ser expuestos a potenciales feromonas, y refuerzan la conjetura de que los protocolos de
bioensayos para identificacion de feromonas en crustdceos deben ser especie especificos vy
correspondientes al tipo de feromona a identificar. Ademas, con las condiciones seleccionadas
después de los experimentos, se logré cumplir con los requisitos establecidos por Dunham (1988) para
el desarrollo correcto de bioensayos de comportamiento para la deteccién de feromonas sexuales

femeninas en crustaceos.

4.2 Efecto de extractos de hembras sobre comportamiento de camarones
machos

La reproduccién sexual es un proceso complejo en el que la atracciéon entre organismos juega un papel
fundamental para al emparejamiento y por tanto para la seleccion sexual (Ryan, 1966). Para reducir
errores en este proceso que pudieran conllevar costos energéticos, muchas especies utilizan complejas
mezclas de sefiales quimicas que se combinan con patrones de comportamiento para indicar la
existencia de una pareja receptiva (Zhang et al., 2011). Yano et al. (1988) propusieron que en L.
vannamej una de estas sefiales es una feromona de contacto denominada MSP. Con el objetivo de
demostrar la existencia de esta feromona, en este estudio se evalud el efecto de los compuestos

liposolubles de la cuticula de hembras sobre el comportamiento reproductivo de los machos.
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De los comportamientos observados, el de contacto y empuje mostraron una asociacion significativa
con los tratamientos en los bioensayos 1y 2, ademas de presentarse mds de una vez en al menos una
réplica. Ambos comportamientos han sido relacionados con el comportamiento reproductivo de L.
vannamej por Misamore y Browdy (1996). Estos autores describen que el inicio del cortejo se da
mediante un empuje a la hembra por parte del macho, y que el contacto directo de las anténulas del
macho con la regién ventral de la hembra es indispensable para iniciar el emparejamiento. Ademas, el
comportamiento de contacto ha sido descrito como consecuencia de la exposicién de feromonas
sexuales en otras especies de crustaceos. Al respecto Bauer y Abdalla (2001) reportan un mayor
numero de contactos por parte de machos de Palaemonetes pugio con hembras preovulatorias que
con hembras no maduras, mientras que Kelly y Snell (1998) mencionan que en Trigriopus japonicus el
numero de contactos es dependiente de la concentracion de las sefiales de contacto. Este Ultimo punto
podria explicar las diferencias que se presentaron en estos comportamientos entre el exoesqueleto
ventral y el exoesqueleto dorsolateral, tanto de hembras maduras como de hembras inmaduras. De
acuerdo con estas diferencias, en hembras inmaduras la mayor cantidad de sefiales de contacto para
ambos comportamientos podria concentrarse en la regidon ventral, mientras que, en la hembra
madura, la sefial que promueve el empuje y el contacto pareciera estar mas concentrada en la regién
dorsolateral y en la region ventral, respectivamente. Es importante mencionar que este es el primer
trabajo donde se analizan estas dos regiones cuticulares de manera independiente en este tipo de

bioensayos.

Un hallazgo inesperado fue el comportamiento de contacto prolongado que se presentd Unicamente
en los extractos de hembra inmadura. Este comportamiento duré mds de 5 minutos y pudiera
relacionarse con el estadio de muda en que se muestrearon a estas hembras. Como se menciond en la
metodologia, para asegurar que los extractos fueran obtenidos de hembras en el estadio | de madurez
gonadal, el muestreo se realizé una vez concluida la reabsorcion ovarica, y de acuerdo con Raviv et al.
(2008), en L. vannamei la reabsorcion ovarica ocurre durante la premuda (estadios D2 y D3). El que
exista una sefal de contacto que atraiga a los machos de L. vannamei durante la etapa de premuda de
las hembras adultas tiene dos posibles explicaciones antagdnicas: a) induccién de canibalismo contra

organismos que entran en muda y b) estimulacién de guardia premuda para proteger a las hembras.

Con respecto a la primera explicacion, Wall et al. (2009) demostraron que en juveniles del cangrejo
Scylla serrata la presencia de olores durante la muda no aumenta significativamente el canibalismo en
comparacién con los olores liberados cuando un congénere es aplastado o sufre alguna lesidn. Por otra
parte, en juveniles de cangrejo de rio Orconectes rusticus se ha observado una mayor respuesta tactil
frente a organismos en muda comparado con organismos en intermuda. No obstante, en estos dos

estudios las sefiales evaluadas correspondieron a olores, ademads de que ninguna de las respuestas
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tactiles medidas duré mas de 10 s, mientras que en este estudio los contactos prolongados duraron
mas de 30 s y fueron atribuidas a sefiales de contacto. Por otra parte, se ha observado que el
canibalismo en camarones es mas frecuente en primeras etapas de vida y va disminuyendo conforme
los organismos se acercan a la edad adulta (Romano y Zeng, 2017). Ademas, se ha propuesto que en
camarones peneidos la principal causa de mortalidades en todas las etapas no es el canibalismo, sino

las sefiales quimicas de estrés asociadas con una alta densidad de poblacién (Nga et al., 2005).

En cuanto la posibilidad de la existencia de una guardia premuda en L. vannamei, no se encontraron
reportes en la literatura de la presencia de este comportamiento en esta especie; no obstante, en otros
crustaceos decapodos es comun con el objetivo de proteger a la hembra de otros machos y de posibles
predadores (Breithaupt el al., 2011). Hardege et al. (2002) mencionan que el comportamiento de
guardia es una parte fundamental del comportamiento reproductivo en crustaceos que se reproducen
cuando la hembra estd en el estadio de postmuda, y por tanto ha sido usado como signo de
comportamiento sexual en la identificacion de feromonas (Asai et al., 2010; Kamio et al., 2005). Sin
embargo, en L. vannamei la reproduccion ocurre cuando la hembra esta en periodo de intermuda

(estadio c4) (Raviv et al., 2008; Yano et al., 1988).

La posibilidad de que se haya presentado el comportamiento de guardia premuda en este trabajo
podria fundamentarse con la teoria de Parker (1974), que establece que en diferentes clases
taxondmicas del reino animal los comportamientos de cortejo frente a hembras no receptivas pueden
exacerbarse cuando la disponibilidad de hembras es baja, y pueden no presentarse cuando la
disponibilidad de hembras es alta. El mismo autor explica que cuando las hembras son escazas, este
tipo de comportamientos aumenta la probabilidad de emparejamiento, por lo que se podrian adoptar
sefiales determinadas de proximidad a la receptividad para dar inicio a una vigilancia en bisqueda de
monopolizar a la hembra. Cuando las hembras que muestran estas sefiales se vuelven escasas, se
puede favorecer la captacion de sefiales cada vez mds tempranas por parte de los machos. En la
naturaleza y en muchos laboratorios de reproduccion de L. vannamei se mantiene una relacion
hembra:macho de 1:0.5 a 1:2.8, lo que podria explicar por qué no se han observado este tipo de
comportamiento antes (Calderén-Pérez et al., 2007). Sin embargo, en este experimento los machos se
mantuvieron aislados de las hembras por un tiempo prolongado. Para confirmar que en efecto lo que
se presencid en este experimento corresponde a un comportamiento de guardia hacen falta mas

estudios.

Respecto a la bioactividad total, los resultados indican igualmente una influencia de los tratamientos
sobre el comportamiento de los machos. El que no existan diferencias en los tratamientos de cada uno

de los bioensayos, revela que las sefales de contacto que promueven los diferentes comportamientos
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categorizados se encuentran distribuidas en toda la superficie cuticular de las hembras. Sin embargo,
el que los extractos ventrales presenten una mayor frecuencia de los grados de comportamiento mas
altos, en conjunto con el mayor promedio de nUmero de comportamientos reiterados, podria significar
que la regién ventral de las hembras tiene una mayor concentracion de sefiales de contacto tanto en
hembras maduras como en inmaduras. Esto contradice los hallazgos encontrados cuando se evaluaron
los comportamientos de manera individual, donde aparentemente la sefial que promueve el empuje
estd mas concentrada en la regién dorsolateral. Sin embargo, al ser la bioactividad total una variable

de respuesta mds completa, su interpretacion es mas certera.

Algo a destacar es que en ningun tratamiento se presenté el comportamiento de sujeciéon que es la
sefial inequivoca del emparejamiento en L. vannamei (Misamore y Browdy, 1996). Para la ausencia de
este comportamiento existen diferentes explicaciones posibles. En primer lugar, el muestreo de las
hembras maduras se realizé en un intervalo de horario amplio porque muchas de las hembras estaban
desovando antes de la puesta de sol. Yano et al. (1988) reportan que a pesar de que el emparejamiento
se puede dar en presencia de luz, la mayor actividad de cortejo y emparejamiento se da entre una hora
antes y una hora después de la puesta de sol, por tanto, podria ser que no se haya logrado captar la
concentracién adecuada de feromonas dado el corto periodo de atractividad de la hembra. Algunos
autores han reportado que en crustaceos el grado de comportamiento sexual presentado por machos
al ser expuestos a potenciales feromonas sexuales femeninas es dependiente de su concentracion

(Caskey et al., 2009; Hardege et al., 2011).

Otra causa podria ser que los machos requieran estimulos adicionales de comportamiento
(movimiento) o textura para presentar completamente el comportamiento reproductivo. En insectos
y copépodos que utilizan feromonas de contacto se ha observado que cuando se presenta una hembra
receptiva inmovilizada a los machos, el emparejamiento podria disminuir o nunca presentarse (Ginzel
et al., 2003; Stoffolano et al., 1997). Kelly y Snell (1998) propusieron que la sefial de contacto necesita
adicionalmente de un estimulo mecanico, tal vez con el fin de evitar desgaste de energia por la posible
interaccion con hembras muertas. Ademas, siguiendo la hipdtesis de Yano et al. (1988) sobre la
existencia de dos tipos de feromonas sexuales femeninas en L. vannamei (contacto y distancia), es
posible que la CSP sea otro de los factores que interactian con la sefial de contacto para el

establecimiento del comportamiento reproductivo completo.

Al analizar estos resultados en conjunto, existe evidencia de que la cuticula de hembras maduras e
inmaduras de L. vananmei contiene mensajeros quimicos que actlan como sefales de contacto sobre
el sexo opuesto. No obstante, las diferencias de comportamiento encontradas en los distintos

tratamientos indican que podrian existir dos diferentes sefales de contacto con distintas funciones:
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atraccidn durante la premuda y reconocimiento sexual. Estas diferentes sefiales podrian ser parte de
una comunicacidon multimodal formada por distintos componentes de mas de una modalidad sensorial
(Breithaupt et al., 2011). En crustaceos, la comunicaciéon multimodal se da mayormente a través de las
vias visual, quimica y mecanica (Bauer, 2011). Sin embargo, la comunicacién visual se limita a
crustdceos terrestres, o crustaceos acuaticos que habitan ambientes poco turbios. Por otra parte, la
comunicacion quimica y mecanica puede ocurrir bajo cualquier condicion ambiental (Okamura et al.,
2017). Por lo tanto, es posible que para la presentacidon de un comportamiento reproductivo completo
en L. vannamei se requiera la accién en conjunto de seiiales quimicas de distancia como la CSP, seiales
guimicas de contacto como la MSP y sefiales mecanicas, como ya han hipotetizado otros autores para
esta y otras especies (Caskey y Bauer, 2005; Caskey et al., 2009; Yano et al., 1988), en contraste con lo
encontrado con otros crustaceos, donde la sefial de contacto es suficiente para la presentacién del

intento de sujecidn (Zhang et al., 2011).

Asimismo, basandose en la definicion de feromona establecida por Law y Regnier (1971), que establece
gue las feromonas son sustancias que un individuo secreta al medio que lo rodea para generar una
reacciéon especifica (agresividad, conformacion de estatus social, agregacion, entre otras) en otro
individuo de la misma especie, es posible decir que las sefales de contacto demostradas en este
trabajo son potencialmente feromonas de contacto, pero para concluir que se trata de feromonas
sexuales, es necesario recabar mas evidencia. No obstante, se observd una tendencia de mayor
incidencia de contacto y mayor nimero de contactos por réplica en los machos expuestos a los
extractos cuticulares de hembras maduras, en comparacién con los machos expuestos a los extractos
cuticulares de hembras inmaduras. La aparente mayor incidencia de la observacién de "no-contacto"
presentada por los machos frente a los extractos cuticulares de hembras inmaduras, podria significar
que la presunta sefial de reconocimiento sexual esta presente en mayor concentracion en la cuticula
de hembras maduras. Sin embargo, no es posible realizar una comparacién directa entre las dos etapas
reproductivas debido a la posible variacidon del fotoperiodo natural entre los bioensayos 1y 2, por lo
gue es preciso que se realice un bioensayo donde se comparen directamente los extractos cuticulares
de hembras maduras contra los extractos cuticulares de hembras inmaduras en las mismas condiciones

experimentales.

En cuanto a la posible naturaleza quimica de estas potenciales feromonas, existe una amplia variedad
de moléculas usadas como feromonas en la naturaleza, abarcando diferentes tamafios de molécula,
estructura, grupo funcional y combinaciones, siendo limitadas solo por el rango de moléculas que los
organismos pueden producir (Wyatt, 2017). Por tanto, cualquier molécula puede potencialmente
convertirse en una feromona. En el caso especifico de las feromonas de contacto, estas deben ser

relativamente insolubles en agua (no polares) para poder mantenerse en la superficie de los
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organismos sin tener que ser remplazadas constantemente (Zhang et al., 2011). En este trabajo las
sefiales de contacto fueron extraidas de la cuticula utilizando hexano como solvente, lo que denota la
naturaleza liposoluble de estas sefiales. Las ceramidas y los hidrocarburos son los principales
candidatos para actuar como feromonas de contacto en L. vannamei, dado que son los compuestos
liposolubles que se encuentran en mayor concentracién en la cuticula de los crustaceos (Nagasawa,
2012). Sin embargo, solo los hidrocarburos cuticulares de cadena larga han sido identificados como
feromonas de contacto en otras especies de crustaceos ademds de insectos (Howard y Blomquist,
2005; Zhang et al., 2011). Estudios previos han planteado que los hidrocarburos pueden comunicar un
amplio rango de informacion, como el sexo, la edad, el estado fisioldgico, los rasgos genéticos vy las
preferencias de emparejamiento (Billeter et al., 2009; Rundle et al., 2005). Para confirmar la hipdtesis
de que los hidrocarburos actian como feromonas de contacto en L. vannamei, es indispensable
realizar la caracterizaciéon quimica de los compuestos obtenidos mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometro de masa (GC/MS; por sus siglas en inglés). Este analisis ademas de
establecer claramente la naturaleza quimica de las sefiales de contacto aisladas ayudaria a vislumbrar
si las sefiales que promueven el comportamiento de guardia son completamente diferentes a las que
promueven el comportamiento de empuje y contacto, o si es una misma mezcla de compuestos cuya

accion depende de las proporciones de los mismos.

Otro punto importante por discutir es el origen de las presuntas feromonas obtenidas. De manera
general en los artrépodos, las feromonas de contacto son secretadas a la superficie cuticular a través
de canales porosos que tienen origen en glandulas epiteliales (Talbot y Demers, 1993). En diversas
especies de polillas la glandula productora de feromonas se ubica en células epiteliales modificadas
entre el octavo y noveno segmento abdominal. Una vez que los hidrocarburos son sintetizados, son
transportados por lipoforinas en la hemolinfa para ser captados y posteriormente liberados por las
glandulas epiteliales a la superficie cuticular de todo el cuerpo (Jurenka, 2004). Este modelo de
liberacion podria explicar por qué en este trabajo las regiones ventrales de hembras maduras e
inmaduras presentaron un mayor numero de réplicas en escalas de comportamiento mas altas en
comparacién con las regiones dorsolaterales. Probablemente, en la regién ventral se encuentren las
glandulas que producen las feromonas y por tanto haya una mayor concentracion de estos compuestos
en esta drea, en contraste con la regidn dorsolateral, donde los compuestos que conforman la presunta

feromona podrian ser liberados, mas no sintetizados.

En 1965, Barth propuso que los insectos tenian un control neuroendocrino de la produccion y
liberacion de feromonas. Este control presuntamente era mantenido por las hormonas juvenoides y la
hormona ecdisona; sin embargo, con los avances en el conocimiento de la regulacién de feromonas en

insectos, (Schal et al., 1998) propusieron una revisidon a esta hipdtesis. Actualmente se sabe que en
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muchos insectos la regulacion del proceso de biosintesis de feromonas es regulado principalmente por
neuropéptidos especializados denominados neuropéptidos activadores de la biosintesis de feromonas
(PBAN; por sus siglas en inglés), que pertenecen a la familia de las pirokininas y son producidos en el
ganglio supraesofagico (Jurenka y Nusawardani, 2011). A la fecha se sabe que existen dos péptidos
pertenecientes a la familia de las pirokininas en L. vannamei: Pev-PK1 Y Pev-PK2, por lo que en esta
especie la regulacion de las feromonas podria tener un control similar (Torfs et al., 2001), sin embargo
es conveniente mencionar que la funciéon de las pirokininas no se limita a la produccién de feromonas,

por lo que para confirmar esta hipdtesis hace falta todavia mas investigacion.

Siguiendo la hipdtesis de que las presuntas feromonas obtenidas son hidrocarburos, es probable que
las pirokininas regulen su biosintesis mediante la modificacidn de las rutas biosintéticas de los acidos
grasos como sucede en los insectos (Jurenka y Nusawardani, 2011). La modificacion de la ruta involucra
enzimas diferentes en cada especie, lo que da lugar a las feromonas especie-especificas (Rafaeli, 2009).
Sin embargo, con la poca informacion que se tiene, es imposible establecer una ruta especifica para L.
vannameij. La ruta general que se ha establecido para el control neuroenddécrino de la biosintesis de la
feromona en insectos mediante los péptidos pertenecientes a la familia de las pirokininas se resume a

continuacion.

El PBAN se une a su receptor especifico, que ha sido identificado como un receptor celular de
membrana acoplado a proteina G (GPCR; por sus siglas en inglés) en insectos (Park et al., 2002). Una
vez que se establece la unién receptor-ligando, inicia una cascada de transduccion que estimula la ruta
biosintética de la feromona. Mediante analisis transcriptémico combinado con mapeo de rutas
bioldgicas de sefializacidn, se ha determinado que la activacién del receptor induce la apertura de un
canal de calcio dependiente de ligando. La apertura de este canal produce un influjo de calcio
extracelular que aumenta las concentraciones citosdlicas de este mineral para que funcione como
segundo mensajero. Los altos niveles de calcio citosélico promueven la unidn de este con la proteina
calmodulina, y esta uniéon puede estimular directamente la biosintesis de feromonas en algunos
insectos, pero en otros puede estimular la activacién de la enzima adenilato ciclasa para producir
adenosin monofosfato ciclico (CAMP; por sus siglas en inglés) que actla como tercer mensajero. Ya sea
que se utilice la primera o la segunda ruta, la activacion de la ruta biosintética de las feromonas se da
por la activacién de fosfatasas y quinasas que activan diferentes enzimas (reductasas, desaturasas y
carboxilasas de acetil coenzima A) dependiendo la especie (Jurenka, 2004; Jurenka y Nusawardani,

2011; Rafaeli, 2009; Rafaeli y Jurenka, 2003).

Una vez establecida una posible ruta de biosintesis de las sefiales de contacto encontradas, continta

la interrogante de cdmo son captadas estas sefiales. Los crustaceos tienen dos tipos generales de
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sistemas de quimio recepcidn: el olfato y la quimio-recepcién dispersa (Derby, 2021; Harzsch y Krieger,
2018; Kamio et al., 2021). El olfato es mediado por sensilias denominadas astetascos que se localizan
Unicamente en la parte externa o lateral de las anténulas. Los astetascos son sensilias unimodales
inervadas por neuronas sensoriales olfatorias (OSNs; por sus siglas en inglés), pero no por neuronas
mecano sensoriales (MSNs; por sus siglas en inglés) (Derby, 2021; Dunham y Oh, 1992). La quimio-
recepcion dispersa, por otra parte, esta mediada por sensilias bimodales que son inervadas tanto por
neuronas sensoriales quimicas (CSNs; por sus siglas en inglés), como por MSNs, y se encuentra
distribuida a través de todo el cuerpo del animal y sus apéndices (Ache, 1982). Este funcionamiento
general de la quimio-recepcion también se ha identificado en L. vannamei (Eap et al., 2020). La
percepcién de feromonas se da casi de manera universal por “quimiorreceptores olfatorios”; sin
embargo, las feromonas de contacto podrian ser captadas mediante la quimio-recepcion dispersa

(Breithaupt et al., 2011).

En P. clarkii se ha reportado que tanto el flagelo lateral de la anténula, como el medial estan
involucrados en el emparejamiento; sin embargo, esta especie puede emparejarse aun sin anténulas
(Dunham y Oh, 1992), lo que podria explicarse por lo establecido por Peddio et al. (2019) de que esta
especie no depende de sefiales de distancia para su emparejamiento, sino que dependen Unicamente
de las sefiales de contacto. Por tanto, la anténula podria percibir las feromonas de contacto, pero
también otros érganos podrian cumplir esta funcidn. Con respecto a esto, diversos autores mencionan
que el flagelo antenal, las anténulas y los apéndices tordcicos de crustaceos podrian tener receptores

gue detecten feromonas de contacto (Bauer, 1976, 1979; Burkenroad, 1947; Caskey y Bauer, 2005).

El movimiento activo de las anténulas durante emparejamiento en L. vannamei , especialmente
durante la etapa de sondeo y sujecion, indica que este drgano esta implicado en la captacion de la
presunta feromona de contacto (Misamore and Browdy, 1996). Esto se ve reforzado por lo descrito
por Derby (2021), cuando menciona que las anténulas de L. vannamei no solo perciben olores, sino
qgue también perciben sefiales quimicas de contacto y sefiales mecanicas. En el presente trabajo se
observé que en los bioensayos 1 y 2, los organismos de réplicas del tratamiento control no se
acercaban a la “hembra artificial” después de la aparente percepcién con el flagelo antenal, mientras
que los organismos de las réplicas de los demas tratamientos (EDHI, EVHI, EDHM Y EVHM) se acercaban
a palpar a la “hembra artificial” con las anténulas después de una primera percepcién con el flagelo
antenal. Esta observacidn coincide con lo reportado en estudios previos de que el flagelo antenal
podria tener una funcién importante en la percepcién de feromonas de contacto dado la presencia de
sensilias bimodales (Caskey y Bauer, 2005; Caskey et al., 2009). Con esta informacidn se plantea la
hipdtesis de que a pesar de que diversos érganos implicados en la quimio-recepcion dispersa pueden

percibir a las feromonas de contacto en L. vannamei, el flagelo antenal y la anténulas podrian tener los
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papeles mas importante en esta funcion debido a que son los drganos con mayor nimero de sensilias
(Breithaupt et al., 2011). La captacién de la seiial por parte del flagelo antenal podria llamar la atencién
del macho en primera instancia, para que posteriormente este palpe detenidamente el abdomen de

la hembra con las anténulas.

A nivel molecular, la deteccidon de la sefial quimica inicia cuando el ligando se une al receptor localizado
en el érgano quimio sensorial. Pelosi et al. (2014) mencionan que la deteccién de sefiales quimicas
externas en artropodos es un proceso complejo que involucra receptores de membrana y proteinas de
union solubles altamente concentradas en drganos quimio-sensoriales, pero los mecanismos
especificos de transduccion aun son desconocidos. En crustdceos, las proteinas quimio-receptoras de
membrana son generalmente receptores ionotrépicos (IRs; por sus siglas en inglés), receptores de
potencial transitorio (TRPs; por sus siglas en inglés) y receptores parecidos a los gustativos (GRLs; por
sus siglas en inglés) (Kamio et al., 2021). En cuanto a las proteinas solubles, en crustaceos se ha
establecido que podrian ser de la familia de las proteinas quimio-sensoriales (CSPs,; por sus siglas en
inglés) o la familia Niemann-Pick tipo C2 (NPC2) (Pelosi et al., 2014). Ambas familias de proteinas han
sido identificadas en anténulas de artrépodos, por lo que podrian estar involucradas en captacion de
feromonas de distancia y de contacto (Ishida et al., 2014). Ademas, un analogo exclusivo de insectos,
las proteinas de unién a olores (OBPs; por sus siglas en inglés), han sido relacionadas fuertemente con
la percepcion de feromonas, por lo que es muy probable que las CSPs y NPC2 tengan las mismas
funciones (Pelosi et al., 2014). Futuras investigaciones deberian centrarse en el mecanismo de
transduccion que utilizan las feromonas de contacto para estimular los comportamientos aqui

descritos.

Finalmente, es importante discutir las posibles implicaciones de los resultados de este trabajo sobre la
industria camaronicola nacional y mundial. En este trabajo se ha analizado el efecto disparador de los
compuestos cuticulares liposolubles de hembras de L. vannamei sobre los machos. Misamore y Browdy
(1996) mencionan que la maduracién y el desove de L. vannamei puede ser inducido bajo las
condiciones adecuadas, pero un escaso emparejamiento resulta en el desove de gametos no
fertilizados. Por su parte, Yano et al. (1988) reportan que de una muestra de 36 hembras maduras, 33
fueron perseguidas por machos, pero solo 10 se lograron emparejar (tasa de emparejamiento de
30.3%), y de esas 10 solo 2 tuvieron una transferencia exitosa de espermatéforo (tasa de copulacién
de 20% en las hembras emparejadas). Lo que estos autores mencionan en conjunto, demuestra que la
baja tasa de emparejamiento y copulacién es uno de los principales problemas para aumentar la
productividad de nauplios. Por tanto, el que exista una primera evidencia de la existencia de feromonas

femeninas de contacto que promueven el comportamiento reproductivo en machos, es un primer paso
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en vias de resolver esta problematica, sin embargo, para poder llegar a este objetivo, es necesario que

se continue con esta linea de investigacion.

Por otra parte, no se debe perder de vista el posible efecto inductor que pudieran tener estos
compuestos sobre la fisiologia de los machos o de las hembras. En el caso de los machos, existe
evidencia de que la transferencia del espermatéforo es inducida por una feromona sexual de contacto
femenina (Blades, 1977; Caskey y Bauer, 2005); mientras que en el caso de la hembras, Yano et al.
(1988) propusieron que la MSP podria inducir de manera indirecta la maduracién final del ovocito

mediante la transferencia del espermatéforo.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Para establecer evidencia suficiente del efecto potencial de las feromonas sexuales femeninas
de contacto sobre el comportamiento reproductivo de los camarones machos, se requieren
las siguientes condiciones: 1) un periodo de acondicionamiento de al menos 1 h con el tanque
cubierto; 2) la introduccién de una “hembra artificial” hecha de tubos rigidos de PVC
recubiertos con moléculas liposolubles mientras el tanque aun esta cubierto; y 3) un periodo

de observaciéon de al menos 20 min.

e Los ensayos de bioactividad realizados mostraron que existe un efecto significativo de los
compuestos cuticulares liposolubles de hembra madura y hembra inmadura de L. vannamei

sobre el comportamiento de machos de la misma especie.

e Los camarones machos reproductores de L. vannamei expuestos a hembras artificiales en
presencia de extractos cuticulares de hembras inmaduras presentaron tres tipos de
comportamiento: contacto, empuje y guardia; mientras que en presencia de extractos
cuticulares de hembras maduras presentaron dos tipos de comportamiento: contacto y

empuje.

e Los extractos obtenidos de la regién ventral de hembras maduras e inmaduras presentan
mayor frecuencia de los comportamientos que se encuentran en la escala mas alta de

bioactividad.

e Los comportamientos observados en este trabajo sugieren que las sefiales de contacto tienen
dos funciones diferentes en camarones machos reproductores de L. vannamei: atraccidn

durante la premuda y reconocimiento sexual.

e La exploracién de los machos reproductores hacia las “hembras artificiales” mediante el
contacto directo con las antenas y las anténulas sugiere que estos dos érganos tienen un papel

central en la captacién de sefiales de contacto en L. vannamei.

e Los resultados obtenidos en los bioensayos realizados con extractos cuticulares de hembras
maduras en machos reproductores sugieren la presencia de potenciales feromonas de

contacto, lo cual debera ser dilucidado mediante analisis de GC-MS.
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Capitulo 6. Recomendaciones

e Paraexperimentos futuros se recomienda tener un mayor nimero de hembras en maduracién
para asi poder cerrar el intervalo de muestreo entre una hora antes y una hora después de la

puesta de sol.

e Se recomienda realizar el andlisis de GC/MS para la caracterizacion quimica de los extractos

obtenidos.

e Se recomienda realizar bioensayos con los analogos sintéticos de los compuestos que se
encuentren con la caracterizacién quimica, con el objetivo de establecer la identificacion

definitiva de la feromona.

e Se recomienda repetir los bioensayos agregando tratamientos donde los machos tengan
ablacionadas las anténulas y antenas, por separado y en conjunto, para confirmar el papel de

estos drganos en la captacién de las sefiales.

e Serecomienda la realizacién de un bioensayo donde se comparen directamente los extractos
cuticulares de hembras maduras contra los extractos cuticulares de hembras inmaduras en las

mismas condiciones experimentales.

e A largo plazo se recomienda el uso de marcadores genéticos moleculares para confirmar o
descartar las rutas de transduccién propuestas para la biosintesis y captacion de las seiiales de

contacto encontradas.
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Tabla 5. Interpretacién de los valores del coeficiente V de Cramer (Lee, 2016).

Valor estimado

Interpretacion de la asociacién

0-0.1

0.11-0.20

0.21-0.40

0.41-0.60

0.61-0.80

0.81-1.00

No existe

Débil

Moderada

Relativamente fuerte

Fuerte

Muy fuerte




