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RESUMEN

La sostenibilidad de los cultivos a nivel mundial se ha visto amenazada por el
incremento de los precios de la harina y el aceite de pescado utilizados
comunmente en la formulacién de alimentos balanceados. Surge entonces la
necesidad de impulsar la busqueda de ingredientes alternativos que sustituyan
de manera total las harinas y aceites de pescado, permitiendo reducir los costos
de produccién. Una alternativa a este problema es el uso de subproductos de
pesquerias como son las visceras de calamar y callo de hacha, los cuales
cuentan con un alto contenido de HUFA (DHA, EPA y ARA). Sin embargo, estos
acidos grasos, son mas susceptibles a oxidacion generando productos de
degradacion que influyen de manera importante en el sabor y el olor de pescado
y mariscos al perder su frescura (calidad post-cosecha). Por otro lado, el estrés
juega un papel muy importante, especialmente durante la cosecha, donde se ha
reportado que una exposicion aguda o cronica al estrés en el cultivo de
camarones impacta fuertemente la degradacion del ATP y productos de
degradacion como el IMP y la hipoxantina, los cuales también estan muy
relacionados con la calidad post-cosecha, al influir sobre el sabor y el olor del
producto. No obstante, se tiene reportado que el aporte de HUFA n-3 disminuye
la susceptibilidad al estrés de peces y mariscos, lo cual tiene un potencial efecto
benéfico en la calidad post-cosecha, en caso de influir en la utilizacion de ATP
pos estrés.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de alimentos elaborados
con subproductos pesqueros y la condicion de estrés en la degradacion de
nucleétidos y la oxidacion de lipidos post-mortem en el camardén blanco
Litopenaeus vannamei. Durante 45 dias, los camarones fueron sometidos a las
siguientes condiciones de alimentacién: dos alimentos experimentales
elaborados con subproductos de calamar y almeja, un alimento de harina de
sardina y un alimento comercial. Se evalu6 el desempefio en cultivo en términos
de supervivencia, ganancia en peso, consumo de alimento, tasa de crecimiento
y factor de conversion alimenticia. Se evalud el estado energético en la respuesta
de escape (estrés inducido) de los camarones hasta el agotamiento, mientras
que otro grupo se mantuvo sin estrés (control). Se designaron tres tiempos post-
mortem: dia cero congelando en nitrégeno liquido, dia dos y cuatro manteniendo
los camarones en hielo. Se evaluaron distintos indicadores del metabolismo
energético (nucledtidos, fosfagenos y combustibles), asi como el analisis de
lipidos (composicion de acidos grasos, lipidos totales y pigmentos carotenoides)
en musculo y hepatopancreas.

La sustitucion total de la harina de pescado en el alimento de camaron por
subproductos de la pesca (visceras de calamar y callo de hacha) ricos en HUFA,
resulté en un mayor desempefio en cultivo de los camarones. El consumo de
alimentos elaborados con subproductos también promovié una mayor capacidad
de respuesta de escape tanto en términos comportamentales (41 contracciones
del abdomen en un tiempo de 55s vs 23 coletazos en 34s para el alimento
comercial) como en términos de estatus energético (carga energética adenilica
de 0.9 y 0.55 y nivel de fosfato de arginina de 28 y 3 pumol g para los alimentos
a base de callo de hacha y comercial, respectivamente). Contrariamente a lo



esperado no se detectd una disminucion del contenido de acidos grasos en por
efecto de la condicibn de estrés y la condicion post-mortem en los tejidos
analizados, con lo que se descarta un posible dafio oxidativo a lipidos. Se
encontraron diferencias significativas Unicamente por efecto del tipo de alimento,
encontrando un mayor contenido de DHA, EPA y ARA en los alimentos de
subproductos de calamar y callo de hacha.

En conclusién, el consumo de alimentos elaborados con harinas de visceras de
calamar y callo de hacha mostraron caracteristicas satisfactorias e incluso
superiores en los parametros biolégicos, nutricionales y energéticos, con
respecto a un alimento convencional de laboratorio o comercial.

Palabras clave: Post-mortem, carga energética adenilica, Litopenaeus
vannamei, respuesta de escape, subproductos pesqueros.

Dr. llie Sava Racotta Dimitrov.



ABSTRACT

The sustainability of global aquaculture has been threatened by the rising prices
of fishmeal and fish oil commonly used in the formulation of balanced meals.
Given the above, it has become necessary to encourage the search for
alternative ingredients to replace total way the fish meal and oil, thereby reducing
production costs. An alternative to this problem is the use of fishery products as
are the viscera of squid and scallops, which have a high content of HUFA (DHA,
EPA and ARA). However, these fatty acids are more susceptible to oxidation,
resulting in degradation products that have an important influence on the taste
and smell of seafood to lose its freshness (post-harvest quality). However, it is
reported that the intake of n-3 HUFA decreases susceptibility to stress fish and
shellfish, which has a potential beneficial effect on post-harvest quality. On the
other hand, stress plays a very important role, especially during harvest, where it
has been reported that acute or chronic exposure to stress in shrimp farming
impacts the ATP and degradation products such as IMP and hypoxanthine, which
they are closely related to the taste.

The aim of this study was to evaluate the effect of food made from fish by-
products and the stress condition in the degradation of nucleotides and lipid
oxidation post-mortem on the white shrimp Litopenaeus vannamei. Shrimp were
cultured in fiberglass tanks of 60 L, in which four different foods were tested: two
experimental food products made from squid and clam food sardine meal and a
commercial feed. After 45 days in culture performance (survival, weight gain, feed
intake, growth rate and feed conversion) were evaluated. For analysis of the
energy state in the escape response, the shrimp were stimulated individually to
perform a series of tail-flips to exhaustion while another group remained
unstressed (control). Three post-mortem times were designated: Zero-day
freezing in liquid nitrogen, keeping shrimp two or four days on ice until further
analysis. Various indicators of energy metabolism (nucleotide phosphagens and
metabolic fuels) as well as the analysis of lipids (fatty acid composition, total lipids
and carotenoids) in muscle and hepatopancreas were evaluated.

The food consumption of squid and scallops viscera meal promoted greater
physiological response in the escape response with 41 contractions of the
abdomen in a time of 55s. This increase in physiological condition resulted in an
increase of energy condition in term of energy charge and phosphagen; however,
glycogen and lactate concentration were not affected, only the protein
concentration and total lipids showed significant differences due to the stress
condition. For its part, the shrimp fed viscera squid and scallops meal showed
less degradation of nucleotides, have strong implications for the post-harvest
quality (some freshness). Contrary to expectations not decreased fatty acid
content in the effect of the stress condition and the condition in post-mortem
tissues analyzed, with a potential oxidative damage to lipids is discarded.
Significant differences were found only by effect of the food, finding a higher
content of DHA, EPA and ARA in food products of squid and scallops viscera.



In conclusion, consumption of squid and scallops viscera meal showed
satisfactory and even superior properties in biological, nutritional and energy
parameters with respect to a conventional food or commercial laboratory.

Keywords: Post-mortem, adenylate energy charge, Litopenaeus vannamei,
escape response, fisheries waste-products.
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1. INTRODUCCION

El rdpido crecimiento de la acuicultura en las Gltimas décadas ha provocado un
incremento en la demanda de harina y aceite de pescado, para la formulacion de
alimentos balanceados (Fraga et al., 2010). La sostenibilidad de los cultivos a
nivel mundial se ha visto amenazada por el incremento de los precios de estas
materias primas, teniendo en cuenta que el alimento es el costo operacional mas
elevado de esta industria, de ahi la necesidad de impulsar la busquedas de
ingredientes alternativos que permitan reducir los costos de produccion (Barrows
et al., 2007).

La busqueda de ingredientes de bajo costo y alta calidad, e.g. un alto contenido
de acidos grasos altamente polinsaturados, o HUFA por sus siglas en inglés, en
la elaboraciébn de alimentos para organismos acuaticos, es de importancia
fundamental (Villareal et al., 2004; Fraga et al., 2010; Guillaume et al., 2010;
Sealey y Hardy, 2011). El uso de subproductos derivados de la industria
pesquera, para la alimentacion de especies acuaticas, constituye un aspecto de
gran interés en la formulacién de alimentos y a su vez, una alternativa para la
disminucion de los costos de cultivo por concepto de alimentacion (Fraga et al.,
1996).

Los residuos de la industria pesquera no destinados para el consumo humano,
asi como las visceras de especies que se pescan en cantidades considerables,
representan una alternativa como aporte de HUFA, especialmente acido
eicosapentaenoico (EPA por sus siglas en inglés) y docosahexaendico (DHA por
sus siglas en inglés). Estos acidos grasos son de suma importancia en la
nutricion de peces marinos y crustaceos, dado que son acidos grasos esenciales,
constituyentes de las membranas celulares, y por lo tanto, cruciales para el

correcto funcionamiento y estructura (Sargent et al., 2002).

Durante el periodo post-cosecha, se presenta una pérdida del numero de
nutrientes en los tejidos de los productos acuicolas, entre estos destacan la
degradacion de nucledtidos adenilicos, oxidacion de vitaminas y lipidos,

pigmentos y proteinas. El principal problema encontrado en el proceso post-



cosecha esta relacionado directamente con la calidad del producto al momento
de la cosecha, la cual se pierde continuamente durante el proceso post-mortem

durante el almacenaje (Haard, 1992; Losada et al., 2006).

En crustaceos los trabajos relacionados con el manejo (manipulacién) durante el
cultivo y calidad post-cosecha son escasos. Sin embargo, al igual que en los
peces, factores como la calidad quimica y nutrimental de los alimentos pueden
afectar fuertemente no solo el crecimiento y desarrollo de los camarones en

cultivo, sino también su calidad desde el punto de vista comercial (Haard, 1992).

Se sabe que los niveles de inclusion de HUFA en la dieta tienen un efecto directo
sobre la salud de las especies cultivadas; se ha reportado una reduccion en la
susceptibilidad al estrés en organismos alimentados con dietas enriquecidas con

HUFA mejorando la condicion fisiol6gica (Palacios et al., 2004).

El estrés juega un papel muy importante en el cultivo de crustaceos,
especialmente durante la cosecha. Estudios recientes revelan que una
exposicidén aguda o cronica al estrés en el cultivo de camarones tiene un fuerte
impacto en las moléculas energéticas como ATP y subproductos, los cuales
estan muy relacionados con una cualidad de gran importancia en los productos

acuicolas como el sabor (Mercier et al., 2006; Gornik et al., 2008; 2010).

El objetivo principal de este trabajo es contribuir al conocimiento de los
fendmenos post-mortem en crustaceos cultivados, especificamente decdpodos,
asi como a esclarecer el papel que juega el estrés y la influencia de alimentos
enriquecidos con acidos altamente insaturados DHA y EPA, en la degradacion

de lipidos y nucledétidos durante el proceso post-mortem del camarén.



2. ANTECEDENTES

2.1 Nutricién acuicola

2.1.1 Estado de harinas y aceites de pescado

El rapido crecimiento de la acuicultura ha provocado un incremento en la
demanda de harinas y aceites especialmente de pescado, para la formulacion
de alimentos balanceados. En 2010, se destinaron 20.2 millones de toneladas
para fines no alimentarios, de los que un 75% (15 millones de toneladas) se
redujo a harina y aceite de pecado. En la tltima década, la demanda por la harina
y el aceite de pescado ha ido en aumento. La produccién de harina de pescado
alcanzd6 su maximo historico en 1994 con 30.2 millones de toneladas
(equivalente en peso vivo) y ha seguido una tendencia fluctuante desde
entonces, debido a la reduccion de las capturas de anchoveta, disminuyendo
hasta 15 millones de toneladas para el afio 2010. En cuanto al aceite de pescado,
la mejora de los desembarques y el acceso a las materias primas contribuyeron
a incrementar la produccion de aceite de pescado en 2011. A pesar de algunas
variaciones, los precios de la harina y el aceite de pescado siguen siendo
elevados, alcanzando valores de 1,800 USD/tonelada en el 2012 (Figuras 1y 2)
(FAO, 2012).
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Figura 1. Precios histéricos de harinas de pescado (FAO, 2012).



Precios de los aceites de pescado y soja
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Figura 2. Precios histéricos de aceites de pescado (FAO, 2012).

Entre las principales harinas y grasas utilizadas en alimentos acuicolas figuran
las harinas y aceites de pescado entero, de subproductos de pescado y mariscos
y harinas y aceites de fito y zooplancton. Aunque algunos tipos de zooplancton
marino pueden usarse como ingredientes de alimentos para la acuicultura, solo
se explota comercialmente el Krill antartico (Euphausia superba) con un total de
118,124 toneladas en el 2007, el cual comparado con los 17.9 millones de
toneladas de pescado, producto de la pesca de captura marina, resulta poco
viable como sustituto total. Sin embargo, se ha propuesto un posible uso de la
harina de zooplancton empledndose en cantidades relativamente menores,
como ingrediente bioactivo o atrayente en alimentos acuicolas o para larvas de
peces. La harina y el aceite derivados del pescado o del marisco entero
capturado en el medio silvestre, incluida la captura incidental, constituyen
actualmente las principales fuentes de proteinas y lipidos de origen acuatico
disponibles para los alimentos (FAO, 2012).

La harina de pescado se elabora a partir de pescado entero o de restos de
pescado, utilizando un alto nimero de especies para la produccion de harina y
aceite de pescado. Sin embargo, las especies pelagicas pequefias, en particular,
la anchoveta, son las que se emplean principalmente para su transformacion; el
volumen de harina y aceite de pescado producido en el mundo oscila anualmente
en funcion de las variaciones de las capturas de estas especies (Tacon et al.,
2011).



Se calcula que en la actualidad se utilizan alrededor de 6 millones de toneladas
de recortes y desechos de pescado comestible para la produccion de harina y
aceite de pescado. De acuerdo con estimaciones realizadas por la Organizacion
Internacional de la harina y el aceite de pescado, aproximadamente el 25 % de
la produccion de harina de pescado (1.23 millones de toneladas) procede de
subproductos pesqueros en el 2008 y 36% en 2010. No se dispone de
informacion precisa sobre el porcentaje de la produccidon mundial de harina y
aceite de pescado que se elabora a partir de residuos del procesamiento de
productos acuicola, aunque es probable que se trate de un volumen importante
de residuos de peces cultivados (FAO, 2012).

Las razones de este aumento cabe atribuirlas al rapido crecimiento
experimentado en el sector de la acuicultura de peces de escama marinos y
crustaceos, asi como a la ausencia de fuentes alternativas rentables de lipidos
comestibles que sean ricos en HUFA, incluidos el EPA y el DHA (Rana et al.,
2009).

2.1.2 Uso de subproductos pesqueros en alimentos balanceados para
camaron

En el pasado, los subproductos de la pesca, incluidos los desechos, se
consideraban de bajo valor, o como un problema que habia de eliminarse de la
forma més conveniente o descartarse. En los dos ultimos decenios, se ha
registrado una mayor concientizacion en el plano mundial acerca de los aspectos
econdmicos, sociales y ambientales de la utilizacion 6ptima de los subproductos
de la pesca y de la importancia de reducir los descartes y las pérdidas en las
fases posteriores a la captura (almacenamiento, elaboracion y distribucion). La
utilizacién de los subproductos de la pesca se ha convertido en una industria
importante en varios paises; cada vez se presta mas atencion a la manipulacién
de los subproductos de forma controlada, segura e higiénica (FAO, 2012).

En México, el aprovechamiento de los recursos pesqueros es una actividad que
genera desarrollo econdmico y social en el pais. Baja California Sur es el tercer
estado de mayor produccion pesquera a nivel nacional y es el principal productor

de calamar gigante (42.5% del total nacional) con una captura de 50 mil



toneladas en el afio 2002 y de callo de hacha (52.2% del total nacional) con 250
mil toneladas en el afilo 2008 (CONAPESCA, 2011).

Con respecto al contenido de acidos grasos en las materias prima, las almejas
contienen alrededor de 15% de EPA en las visceras (Arjona et al., 2008). Por
otra parte, el calamar contiene en su manto hasta 35% de DHA (Drazen et al.,
2009). Sin embargo, las visceras de callo de hacha, asi como la de calamar
carecen de valor en el mercado, por lo que son desechadas. Estos desechos
equivalen al 18% del peso total del animal en el caso del calamar y hasta un 60%
para el callo de hacha. Considerando los altos volumenes de produccion
pesquera para ambos recursos, resulta evidente el uso potencial de visceras de
calamar, asi como de una gran variedad de almejas, como una alternativa para

la obtencién de productos de alto valor nutricional, principalmente HUFA n-3.

2.2 Requerimientos de HUFA en camardn

Los productos marinos son considerados una fuente rica de HUFA omega-3 (n-
3), los cuales son ampliamente conocidos por su efecto benéfico en la salud.
Entre los mariscos, los crustaceos como el camaron juegan un importante papel
en la nutricion y salud humana, debido a que sirven como una fuente rica de
proteinas, vitaminas, calcio y HUFA n-3 (Bragagnolo y Rodriguez-Amaya, 2001;
Heu et al., 2003; Sirot et al., 2008).

Los HUFA como el acido araquidoénico (ARA), el EPA 'y el DHA son considerados
como esenciales en los camarones peneidos. Los camarones, al igual que en la
mayoria de los crustaceos marinos, tienen una capacidad limitada para sintetizar
HUFA a partir del acido linoléico (18:2n-6) y el acido linolénico (18:3n-3). Por lo
anterior, y como en la mayoria de los organismos marinos, los HUFA deben
suministrarse en la dieta (Sargent et al., 2002).

Una dieta con n-3 HUFA juega un importante papel en la nutricion de peces y
crustaceos, proporcionando acidos grasos esenciales que son vitales
constituyentes de las membranas celulares, y son necesarios para la estructura
y normal funcionamiento de la membrana. Diversos estudios han reportado que

el aceite de peces marinos (rico en EPA y DHA) es la mejor fuente de lipidos



para la elaboracion de alimentos balanceados en camarén (Lim et al., 1997;
Gonzélez-Félix et al., 2002).

2.3 Calidad Post-cosecha

La aceptacion de los productos marinos depende en gran medida de que sean
seguros para el consumidor, tengan buena calidad nutricional, ademas del sabor,
olor y textura. Sin embargo, durante y después del proceso de cosecha, estos
productos se encuentran sujetos a reacciones que pueden modificar su calidad

alimentaria, provocando una baja aceptacion en el mercado (Haard, 1992).

2.3.1 Cambios relacionados con la fraccién lipidica

El contenido de grasas de los pescados y mariscos es muy variable y, puede
variar dependiendo de la especie, de la edad, del estado nutricional y del
desarrollo gonadal, entre otros factores (Love, 1975; Hazel, 1979; Brown, 1986;
Contreras-Guzméan, 2002).

En la mayoria de las especies pesqueras los depositos de grasa consisten
principalmente en acidos grasos de cadena larga (14-22 &tomos de carbono) con
un alto grado de insaturaciones (HUFA), tales como el DHA y EPA (Stansby y
Hall, 1967; Haard, 1992; Huss, 1995). Sin embargo, se ha visto que el alto
contenido de HUFA puede tener efectos negativos a nivel celular, debido al
proceso de peroxidacion. La peroxidacion de los HUFA resulta en la produccién
de agentes toxicos a las células si no se cuenta con un eficiente mecanismo de
proteccién antioxidante. Por lo tanto, una elevada inclusion de estos acidos
grasos en la dieta puede conducir a procesos degradativos de la calidad por
procesos oxidativos de los lipidos, especialmente durante el periodo de
almacenaje en el cual se intensifica la oxidacion, caracteristico en procesos post-
mortem.

Aunque muy poco se conoce acerca de la peroxidacion de EPA y DHA en
camarones peneidos, en peces se ha reportado que pueden llegar a afectar las
propiedades de las membranas celulares y mitocondriales en el masculo (Kjaer
et al., 2008; Todorcevic et al., 2009; Ostbye et al., 2009).



2.3.2 Pigmentos carotenoides

Los carotenoides son pigmentos solubles en grasas, también conocidos como
lipocromos, y son uno de los grupos de pigmentos naturales marinos mas
importantes. A pesar de su distribucion universal y su extensa abundancia en
una variedad de animales acuaticos, los carotenoides son sintetizados de novo
solamente por plantas y algunos microorganismos. Por lo tanto, los animales
dependen de su suplemento en el alimento exdégeno para cubrir sus
requerimientos nutricionales y metabdlicos (Bell et al., 2003; Bransden et al.,
2005; Villalta et al., 2005).

La mayoria de los crustaceos contienen carotenoides, en alguna combinacion,
en el caparazon, asi como en los ojos, sangre, huevos, hepatopancreas y
ovarios. Los pigmentos aislados de varias clases de crustaceos son usualmente
la astaxantina, beta-caroteno, equineonona y cantaxantina. Diversos estudios
han establecido que el carotenoide mas importante en exoesqueleto y érganos
internos en crustaceos es la astaxantina (Tanaka et al., 1976). El papel de los
carotenoides en la nutricién de crustaceos consiste en proteger a las células de
los compuestos oxidantes y peroxidantes (Kurshize et al., 1990). La reactividad
de los carotenoides con radicales libres y estados de excitacion del oxigeno, esta
igualmente bien documentada, indicando su papel como antioxidantes naturales
efectivos (Meyers y Latscha, 1997). La presencia de un gran niumero de dobles
enlaces hace a los carotenoides muy sensibles a la oxidacion, especialmente en
reacciones de fotooxidacion con el oxigeno singlete. También se oxidan en
presencia de lipoxigenasas, pero no de forma directa, sino por reaccion con lo
hidroperoxidos. Las reacciones de oxidacion dan lugar en todos los casos a la

pérdida del color (Woodall et al., 1997; Carranco-Jauregui et al., 2001).

2.4 El estrés

La captura, el manejo, el confinamiento y el transporte son practicas comunes
de la acuicultura, los cuales inducen una respuesta fisiologica de estrés tanto en
peces como en crustaceos (Barton et al., 2000; Davis, 2004; Jentoft et al., 2005).
Se sabe que los organismos responden a estos estresores, por un fenbmeno

llamado sindrome de adaptacion general (GAS, por sus siglas en inglés) (Barton



et al., 2000). En crustaceos, el efecto primario del GAS involucra un incremento
de la actividad de la hormona hiperglucémica bajo condiciones estresantes,
resultando en cambios secundarios tales como el incremento de los niveles de
glucosa y cambios en ciertas enzimas metabdlicas y finalmente resulta en
efectos terciarios, los cuales se manifiestan como cambios en el rendimiento
fisiologico en todo el organismo (Wendelaar Bonga, 1997).

Dependiendo de la intensidad, asi como de la duracion de exposicion ante un
agente estresor, la respuesta de estrés se puede considerar crénica o aguda.
Cuando el estimulo estresor se presentan en forma prolongada en el tiempo
(dias a semanas), la respuesta al estimulo se conoce como estrés crénico. Por
el contrario, cuando los estimulos son puntuales (de minutos a horas), la
respuesta se considera como estrés agudo (Pickering, 1993).

Durante el cultivo de camardn, diferentes variaciones ambientales y
procedimientos de manejo realizados comunmente resultan de una condicion de
estrés, por lo que se consideran agentes estresores. Algunos de los agentes
estresores reportados son la alta concentracion de amonio (Racotta y
Hernandez-Herrera, 2000), hipoxia (Pérez-Rostro et al., 2004), salinidad
(Hurtado et al., 2007) y temperatura (Pascual et al., 2003). Ademas del estrés
gque puede ser provocado por factores ambientales, se tiene registro del estrés
inducido durante el manejo; entre estos estresores destacan la ablacién del
pedunculo ocular, extraccion del espermatoforo, el proceso mismo de captura,
cosecha, y a largo plazo, el cultivo a altas densidades (Newman, 2000; Perazzolo
et al., 2002; Nga et al., 2005).

2.4.1 Papel de los HUFA en el estrés

Se tiene ampliamente documentado que la suplementacion de HUFA en el
alimento de camarones peneidos produce mejores resultados de crecimiento,
supervivencia y resistencia al estrés por cambios ambientales, siendo la
temperatura y salinidad los parametros mas estudiados (Xu et al., 1994; Kontara
et al., 1997; Wouters et al., 1997; Gonzalez-Félix et al., 2002).

Recientemente, se han propuesto los HUFA como moléculas capaces de

modular o atenuar la respuesta de los organismos ante distintas condiciones



desfavorables (Calder, 2001). Un ejemplo de estos acidos grasos es un
eicosanoide derivado del ARA, la prostaglandina PGE2. Se ha demostrado que
la administracion de ARA produce incrementos en los niveles de PGE2 y una

mejor respuesta al estrés (Bell et al., 1996).

En peces se sabe que el incremento en la produccion de PGE2 en organismos
suplementados con ARA, regula la sintesis de cortisol a través del eje hipdfisis-
hipotalamo, lo que resulta en una mejor respuesta al estrés agudo, que se
traduce en una mayor supervivencia de las larvas. Koven et al. (2001)
encontraron una baja mortalidad en larvas de dorada (Sparus aurata) sujetas a
estrés por manipulacion, al ser alimentadas con rotiferos enriquecidos con ARA,
comparados con aquellos que no fueron suplementados con ARA. En otro
estudio realizado por Koven et al. (2001), larvas de pez alimentadas con
suplemento de ARA mostraron una mayor resistencia al estrés agudo por
manipulacion, pero al mismo tiempo fueron mas susceptibles al estrés cronico
inducido por fluctuaciones diarias en la salinidad, comparadas con larvas

alimentadas con dietas bajas en ARA.

Sin embargo, hasta la fecha se tienen pocos registros del efecto de suministrar
HUFA en el alimento, en la resistencia al estrés en camarones peneidos.
Palacios et al. (2004) encontraron una mayor supervivencia en larvas de
camaron blanco Litopenaeus vannamei sujetos a estrés por salinidad, al ser
alimentados con nauplios de Artemia con diferentes niveles de inclusion de
HUFA, lo cual se atribuyé a un incremento de la respuesta de mecanismos
osmoreguladores, particularmente la actividad de la bomba Na*/K* -ATPasa
presente en las branquias. Esto esta basado en la hipo6tesis de que el
enriquecimiento de los alimentos con HUFA puede afectar la composicién de
acidos grasos en las membranas de los tejidos, especialmente en branquias,

modulando asi la actividad de las enzimas asociadas a las membranas.

Si bien se observd un incremento en la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa,
no esta del todo claro si el incremento también es resultado de una mejor
condicion fisiolégica a su vez derivado de un mejor estatus nutricional. A la fecha

se encuentra muy poco estudiado el efecto de los HUFA sobre el estrés por
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manipulacion en camarones peneidos. Una excepcion es el estudio realizado por
Mercier et al. (2009), en el cual se probo el enriquecimiento de alimentos con
diferentes niveles de HUFA, encontrando que el alimento con altos niveles de
HUFA contrarresté parcialmente el efecto negativo del estrés por manipulacion,
medido a través de la supervivencia de juveniles de camarén blanco L.
vannamei. Aguilar et al. (2012), probaron el incremento de ARA en el alimento
de juveniles de L. vannamei cultivados a altas densidades, encontrando una
disminucioén de la respuesta al estrés durante el muestreo, asi como incrementos
en la respuesta del sistema inmune, tales como el tiempo de coagulacion y el

estallido respiratorio.

2.4.2 Respuesta de escape

La respuesta de escape es un comportamiento comdn de organismos acuaticos
y componentes criticos de las interacciones predador-presa, dado que permite
minimizar la probabilidad de ser capturado (Arnott et al., 1998). Sin embargo,
también puede presentarse en respuesta a sustancias nocivas, al alimentarse
(Wine y Krasne, 1972) o durante el proceso de muda (Dehn et al., 1985).
Muchos crustaceos de la clase Malacostraca como langostinos, langostas y
camarones poseen un abdomen elongado que pueden utilizar para propulsar al
animal a través del agua mediante un poderoso nado o “tail-flip” en inglés. El tail-
flip o respuesta de escape consiste en una serie de flexiones abdominales
repetitivas seguidas de una extensién lo que provoca la propulsion del organismo
en sentido opuesto al estimulo estresor (Arnott et al., 1998).

La respuesta comportamental de la respuesta de escape ha sido propuesta como
un modelo para simular los eventos que ocurren durante una cosecha tradicional
con atarraya a pie de estague en un cultivo de camardn. Este modelo consiste
en el conteo total de flexiones abdominales que realiza un organismo, asi como
el tiempo en que llega a un estado de agotamiento fisiol6gico (Thébault et al.,
1994; Yu et al., 2009).

El musculo abdominal de crustaceos decdpodos involucrados en las respuestas
rapidas de escape, comprende principalmente fibras del tipo rapidas que estan
bioquimicamente adaptadas para una actividad metabdlica interna. Estas fibras

en el musculo de crustaceos son generalmente similares en estructura y
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propiedades metabdlicas a las fibras del tipo rapidas de vertebrados (Beis y
Newsholme, 1975; Gornik et al., 2008). Para satisfacer las demandas de energia
de la respuesta de escape y una gran variedad de procesos fisioldgicos, se
requiere de la utilizacion de energia anaerobica (glucélisis anaerobia) (Ellington,
1983). La disminucion de nucleétidos (ATP), la acumulacién de lactato por
glucdlisis anaerobia y el agotamiento de glucégeno, son algunas de las
respuestas metabdlicas tipicas durante la actividad fisica interna como la
respuesta de escape (Paterson, 1993; Hervant et al., 1999), dado que la mayor
parte de la energia se genera por via anaerdbica. Morris y Adamczewska (2002),
mostraron que un breve periodo de ejercicio en el cangrejo Gecarcoidea natalis,
agota las reservas de fosfato de arginina (Arg-P), consume glucdgeno y resulta
en la acumulacion de lactato en el masculo.

Géade (1984) evalud el efecto de la respuesta de escape mediante flexiones
abdominales hasta el agotamiento fisiol6gico sobre el metabolismo energético
en el cangrejo Orconectes limosus, encontrando disminucion de la carga
energética adenilica (CEA), aumento en la concentracion de lactato en musculo
y una disminucién de la Arg-P. Esto concuerda con lo reportado para diversos
crustaceos en los que se ha investigado los efectos de la respuesta de escape
en los principales combustibles y reservas metabdlicas (England y Baldwin,
1983; Onnen y Zebe, 1983; Morris y Adamczewska, 2002).

2.4.3 Estrés ante-mortem

Existen numerosos estudios sobre el deterioro y los efectos de almacenamiento
en el musculo de crustaceos (Sidhu et al., 1974; Stroud et al., 1982; Shimada et
al., 2000; Mendes et al., 2001; Aubourg et al., 2007), sin embargo es poco
conocida la via por la cual los agentes estresores ante-mortem cambian la
bioquimica post-mortem y por lo tanto la calidad de los productos cultivados. Se
ha reportado en diversos estudios realizados sobre peces y crustaceos, los
cuales son usados como fuente de alimento, la influencia y el papel que juegan

los agentes estresores ante-mortem en el curso de los eventos post-mortem.

En un estudio realizado por Gornik et al. (2010) en la langosta Nephrops

norvegicus, se evaluo el efecto de la aplicacion de cuatro agentes estresores
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(actividad fisica, emersion, inanicion e infeccién con un parasito), encontrando
cambios significativos en la concentracion de diversos metabolitos. De manera
general, se puede observar una disminucién de la CEA, como consecuencia de
la disminucion de la concentracion del ATP, aunado al incremento de ADP y
AMP, asi como el agotamiento de la reserva de Arg-P. Con respecto a los
metabolitos se encontrd una disminucion del glucogeno, asi como un aumento
en la concentracion de lactato en musculo. Estos autores concluyeron que la
aplicacion de un agente estresor ante-mortem influencia de manera importante

el curso de los eventos post-mortem, como se muestra en la Tabla I.

Tabla 1. Efecto de un estresor ante-mortem (actividad fisica) sobre la
concentracion de diversos sustratos energéticos en condicién post-mortem.

ANTE-MORTEM POST-MORTEM (24HRS)

METABOLITO Basales Ejercitados Basales Ejercitados

ARG-P 38.54 4.79 5.0 0 *
GLUCOGENO 83.60 58.75 20 20
LACTATO 5.96 34.47 80 110
ATP 3.53 2.68 1.5 1.0
ADP 0.93 2.28 1.5 2.0 *
AMP 0.25 2.07 4.0 6.0 *
IMP Nd Nd 2.0 3.0
HIPOXANTINA Nd Nd Nd Nd
CEA 0.86 0.57 0.20 0.20

*Estadisticamente diferente al control; Unidades expresadas en pmol g?
musculo. Arg-P: fosfato de arginina; CEA: carga energética adenilica; ATP:
Adenosin Trifosfato; ADP: Adenosin difosfato; AMP: Adenosin Monofosfato; IMP:
Inosin Monofosfato. Tomado de Gornik et al., 2010.
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2.4.4 Bioquimica post-mortem en camaron

Tras la captura y muerte del camaron, la interrupcion de la circulacion sanguinea
priva al masculo del aporte de oxigeno y de toda una serie de nutrientes
celulares. El sistema mitocondrial deja de funcionar en todas las células y el ATP
disminuye gradualmente por la accion de diversas ATPasas, algunas propias de
las proteinas contractiles y otras de los sistemas de membrana. Una pequefia
cantidad de ATP es re-sintetizado temporalmente por la conversion de la Arg-P
en arginina y la trasferencia del fosfato al ADP (Nazir y Magar, 1963; lwamoto et
al., 1987). Posteriormente tiene lugar la glucdlisis anaerobia, acumulandose
lactato como producto final, con la concomitante disminucion del pH muscular
(Love, 1979; Haard, 1992; Huss, 1995).

Distintos estudios indican que el contenido de glucogeno, la velocidad de
degradacion y consecuentemente el pH final del musculo varia segun la especie,
el tipo de musculo, el estado nutricional del organismo, la condicion gonadal y el

grado de agotamiento al momento de la muerte (Huss, 1995).

2.4.5 Cambios post-mortem: catabolismo y cambios autoliticos del ATP

El ATP es convertido, por reacciones de desfosforilacion, primero en adenosina
difosfato (ADP) y posteriormente en adenosina monofosfato (AMP). EI AMP es
a su vez desaminado a inosin monofosfato (IMP) y este se degrada a inosina
(HxR) e hipoxantina (Hx) (Saito et al., 1959; Ehira et al., 1986).

En general, esta degradacion procede de la misma forma en las especies
marinas, sin embargo, en invertebrados marinos la ruta de degradacion de los
nucledtidos no ha sido claramente descrita. Diversos estudios proponen para
estos organismos un mecanismo alternativo, que considera una secuencia de
desfosforilaciones hasta adenosina (Ade), posteriormente se degrada a HxR e
Hx y en algunos casos puede formarse xantina y acido Urico (Saito et al., 1959;
Arai, 1966; Hiltz y Dyer, 1973; Sakaguchi et al., 1990) (Figura 3).

En el periodo post-mortem en camaroén, las moléculas de ATP se hidrolizan
rapidamente hasta IMP por la accion de enzimas enddgenas (Tarr, 1966; Okuma

et al., 1992). La posterior degradacion a HxR e Hx es lenta y participan enzimas
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autoliticas y microbianas (Ryder et al., 1993). Distintos estudios han determinado
que la velocidad de estas reacciones enzimaticas varia entre especies (Ryder,
1985; Sakaguchi et al., 1990), con el tipo de musculo (Obatake et al., 1988), con
la condicion biolégica (sexo, estadio gonadal, etc.) (De Vido de Mattio et al.,

1992, 2001) y condiciones de almacenamiento (Surette et al., 1988).

La concentracién de los metabolitos de degradacion de ATP durante el
almacenamiento en hielo de distintos productos pesqueros, ha sido ampliamente
utilizada como indicadores biologicos del grado de frescura (Saito et al., 1958;
Ehira y Uchiyama, 1973; Yokoyama et al., 1994). Se ha demostrado que el IMP
es el principal responsable del aroma y del sabor del pescado fresco; incluso en
Japoén es usado como un agente saborizante (Kuninaka et al., 1964).

Es bien sabido que los aminoacidos y nucleétidos que son componentes
esenciales en los productos carnicos, pescados y mariscos, contribuyen de gran
manera a las propiedades organolépticas de los productos. La caracteristica de
sabor de estas sustancias es llamada “umami” en japonés. El umami es un sabor
caracteristico impartido por el glutamato y por los 5 ribonucleétidos como el IMP
y juegan un papel importante en el realce del sabor, palatabilidad y aceptabilidad
de los alimentos (Yamaguchi et al., 1971).

Por el contrario, la Hx imparte un sabor amargo tipico del pescado en deterioro
(Hughes y Jones, 1966). Saito et al (1959), fueron los primeros en desarrollar un
indice para el andlisis de la calidad del pescado basados en las concentraciones
de todos los productos de degradacién de ATP, dicho indice es conocido como
el valor K. Otros indices no tan difundidos son el valor H, basado en la formacion
de Hx (Loung et al., 1991) y el indice G que da mayor importancia a la formacién
de HxR (Burns y Ke, 1985).
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Adenosin Trifosfato (ATP)

Desfosforilacidn 2Di

Adenosin Monofosfato (AMP)

Desaminacion / \ Desfosforilacién

Inosin Monofosfato (IMP) Adenosina

N/

Inosina (HxR)

Hipoxantina (Hx)

Figura 3. Degradacion de nucledtidos en camarén (Arai, 1966).

En crustaceos vivos predomina la concentracion de ATP, ADP y AMP, el balance
entre estos metabolitos es un importante factor en la regulacion del metabolismo
celular que puede ser descrito o representado por la “carga energética adenilica”
y que representa otro indice para determinar la condicién fisiol6gica del
organismo (CEA= [ATP] + ¥ [ADP] / [ATP] + [ADP] + [AMP]). En condicion post-
mortem la carga energética va a variar de la cantidad de ATP que el organismo
tenia al momento de la muerte y esta en funcion de la condicion fisiologica y los
agentes estresores a los que haya estado expuesto, asi como al método de

captura y las condiciones de almacenamiento.

2.4.6 Oxidacién de lipidos post-mortem

Las modificaciones mas importantes que tienen lugar en la fraccion lipidica,
durante el almacenamiento post-mortem en los productos acuicolas estan
relacionadas con procesos de hidrélisis y reacciones de oxidacién (Deng, 1978;
Ladikos y Lougovois, 1990). Ambas reacciones son de gran importancia para la

vida util de estos productos, ya que dan como resultado distintas sustancias, las
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cuales algunas tienen sabores y olores desagradables (rancidez) y otras pueden
contribuir a cambios en la textura (Haard, 1992; Huss, 1995). Los HUFA
presentes en los lipidos del pescado son oxidados mediante un mecanismo
autocatalitico dando hidroperoxidos, compuestos inodoros e insipidos (Ladikos

y Lougovois, 1990) (Figura 4).

Estos hidroperoxidos continian degradandose formandose aldehidos, cetonas,
alcoholes, pequefios acidos carboxilicos y alcanos que originan un extenso
espectro de olores y en algunos casos decoloracién (Fuijii et al., 1989). Estas
reacciones autocataliticas pueden ser aceleradas por calor, luz (especialmente

luz UV) y diversas sustancias organicas e inorganicas (tales como Cu y Fe).

H
.

Lipido poliinsaturado  (LH)  A_A=/\
: o o x* Radical libre de oxigeno
Abstraccion de hidrogeno

XH

e .
Lipido radical libre  (L*) A=/\=/\

Reagrupamiento molecular

Radical dieno conjugado A/~ \_/\
¢

O, Captura de oxigeno

Radical lipido peroxido /\/——'\z/\ i eR:gg;aelroxido_"'z;oiui;?:
0’2 LH Lipido poliinsaturado 3
Abstraccion de hidrégeno
L* Lipido radical libre

Lipido hidroperoxido /y=\=/\

0
’

HO

Figura 4. Esquema de la oxidacion de HUFA (Halliwell, 1994).
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2.4.7 Defensas antioxidantes

La célula posee mecanismos de proteccion dirigidos contra los productos de la
oxidacion lipidica. La accion de la enzima glutation peroxidasa, reduce los
hidroperoxidos en las membranas celulares a compuestos hidroxilicos. Esta
reaccion requiere un suministro de glutation reducido y por lo tanto cesa cuando
el organismo muere y la sustancia se agota en la célula. Las membranas también
contienen un compuesto fendlico, alfa-tocoferol (Vitamina E), el cual es
considerado como el més importante antioxidante natural. El tocoferol puede
donar atomos de hidrégeno a los radicales L- o LOO-. Se asume que el radical
tocoferil resultante reacciona con el acido ascoérbico (Vitamina C) en la interfase
lipido/agua regenerandose la molécula de tocoferol (Figura 5) (Salonen et al.,
2003).

LOO ¢-Tocoferol  Ascorbilo Glutatﬁc’m NADP
reducido

LoOH | ' Tocoferilo  Ascorbato | CAliON Y Sy npr
oxidado

LOO*: radical peroxilo; LOOH: lipoperoxido;
NADP™: nicotinamin adenin dinucletido fosfato (forma oxidada)
NADPH.H™: nicotinamin adenin dinucledtido fosfato (forma reducida)

Figura 5. Accidn del tocoferol sobre peréxidos lipidicos y su regeneracion en
presencia de ascorbato y glutation reducido (Salonen et al., 2003).

18



3. JUSTIFICACION

El estrés juega un papel muy importante en el cultivo de crustaceos,
especialmente durante la cosecha. Se ha reportado que una exposicion aguda
al estrés en el cultivo de camarones tiene un fuerte impacto en metabolismo del
ATP y hacia productos de degradacién como el IMP y la hipoxantina, los cuales,
al igual que los lipidos peroxidados, estan muy relacionados con la calidad post-
cosecha.

En condiciones de cultivo se pueden controlar algunos factores dietarios, los
cuales pueden influir sobre la calidad alimentaria de los productos al momento
de la cosecha como seria el enriquecer los camarones con un mayor contenido
de HUFA n-3. Se tiene reportado que el aporte de HUFA n-3 disminuye la
susceptibilidad al estrés de peces y mariscos, lo cual resulta un efecto benéfico
en la calidad post-cosecha.

Sin embargo, debido a la creciente demanda de piensos acuicolas empleados
en la elaboracion de alimentos balanceados como la harina y el aceite de
pescado, ha generado un incremento en los costos de produccion. Por lo tanto,
resulta esencial la sustitucion total de la harina y aceite de pescado por
alimentos elaborados con subproductos de productos pesqueros ricos en estos
acidos grasos, en productos de alto valor comercial en el mercado como es el

camaron.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto interactivo del estrés por manipulacion y alimentos
experimentales elaborados con subproductos pesqueros con alto contenido de
HUFA n-3 sobre la bioquimica post-mortem del camaron, especificamente en los

productos de la respuesta de estrés y el analisis de dafio lipidico.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto que tiene el suministro de alimentos ricos en HUFA
y el estrés por manipulacion en la respuesta de estreés.

e Determinar el efecto que tiene el suministro de alimentos ricos en HUFA
y el estrés por manipulacion en la degradacion post-mortem del ATP.

e Determinar el efecto que tiene el suministro de alimentos ricos en HUFA
y el estrés por manipulacion en la oxidacion de lipidos
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5. HIPOTESIS

La aplicacion de una condicion de estrés tendra un efecto acelerador sobre
degradacion post-mortem de nucledtidos que seré atenuado por el suplemento
de HUFA en el alimento. Sin embargo, el uso de alimentos elaborados a partir
de subproductos pesqueros de calamar y almeja, ricos en HUFA, promovera la
oxidacion de lipidos en diferentes tejidos del camardn durante el proceso post-
mortem. Los resultados a obtener serdn de importancia para que se tomen

ciertas precauciones que permitan optimizar la vida de anaquel.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Alimentos experimentales

6.1.1 Manejo de subproductos pesqueros para la elaboracion de alimento
El calamar Dosidicus gigas fue capturado en febrero del 2012 en la bahia de la
Paz B.C.S., a bordo del barco experimental BIP Il perteneciente al CIBNOR. Una
vez capturada se mantuvo dentro de la bodega del barco en congelacion a -15
°C, transportadas y almacenadas a -18°Cen el laboratorio de nutricion

experimental en las instalaciones del CIBNOR.

Las visceras de callo de hacha (Pinna rugosa y Atrina maura) fueron donadas
por pescadores de Puerto San Carlos B.C.S. en junio del 2012. Las muestras
fueron colectadas en bolsas plasticas negras y almacenas en hielo durante su

transporte y almacenadas en un congelador a -18°C en el CIBNOR.

6.1.2 Elaboracién de harinas experimentales

Las materias primas (visceras de calamar y callo de hacha) se descongelaron y
se pesaron en lotes de 1 kg y se colocaron dentro de un colador de acero
inoxidable y se cocieron en agua a 100°C en una olla con capacidad de 80 litros
por 5 minutos. Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
colocaron en charolas plasticas dentro de un horno de aire (VWR International,
Cornelius, OR, USA) a 60°C por 24h. Las visceras cocidas y secas se pasaron
por un molino para obtener particulas pequefias y se pulverizaron en un molino
de café. Ya pulverizadas las visceras se pasaron por un tamiz de 250 um y se

almacenaron en bolsas de plastico en refrigeracién a 5°C hasta su utilizacion.

6.1.3 Elaboracién de alimentos experimentales

Se elaboraron tres alimentos experimentales en la planta de alimentos
experimentales del CIBNOR siguiendo el método descrito por Civera y Guillaume
1989. Los alimentos se formularon para hacer una sustituciéon al 100% de la
harina y aceite de pescado y ser isoproteicos, variando solo el contenido de
lipidos; la formulacion se realizo usando el software Nutrition y los niveles de

inclusion de los diferentes ingredientes pueden observarse en la tabla Il.
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Los ingredientes solidos que se utilizaron fueron molidos y pasados a través de
un tamiz de 250 um mezclandose primero los macro ingredientes secos: harina
experimental (sardina, calamar o callo de hacha), harina integral de trigo y
grenetina en una mezcladora por 15 minutos. Se hicieron las premezclas de los
micro ingredientes (vitamina C, cloruro de colina, premezclas de vitaminas y

minerales) y se incorporaron a los macro ingredientes mezclando por 15 min.

La pasta resultante fue pasada a través de un molino de carne en dos ocasiones,
la primera en forma rapida y la otra mas lentamente por un dado de 2.7 mm de
diametro cortando los pellets manualmente y colocandolos sobre charolas para
secar en un horno a 60°C por 24 h. Posteriormente se almacenaron en bolsas
de plastico en refrigeracion a 5°C y se destiné una muestra de cada alimento

para determinar su composicion quimica proximal y contenido de lipidos.

Tabla Il. Formulacién de los diferentes alimentos experimentales

ALIMENTOS EXPERIMENTALES

INGREDIENTES Laboratorio Callo de hacha Calamar
H. de pescado? 32 - -
H. experimental? - 32 32
H. integral de trigo3 42.18 29.38 31.48
Pasta de soya* 17.5 30 28.20
Acido alginico® 2.00 2.00 2.00
Lecitina de soya® 2.50 2.50 2.50
Vitaminas’ 1.80 1.80 1.80
DSP8 1.20 1.20 1.20
Minerales® 0.50 0.50 0.50
Cloruro de colina?® 0.20 0.20 0.20
Vitamina C!! 0.10 0.10 0.10
BHT!2 0.2 0.2 0.2
Total 100 100 100

1Harina comercial de Sardina Monterrey, Conservera San Carlos, Puerto San Carlos, B.C.S.,
México.?Elaboradas en el Laboratorio de NutricionAcuicola, CIBNOR. 3Central de Abastos de La
Paz, B.C.S., México.*Promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. La Paz, B.C.S,
México.5Sigma-Aldrich 180947-05031-1, St. Louis, MO, EUA. ®Restaurant vegetariano Rey Sol,
La Paz, B.C.S., México. "VITCRU1301: Acetato de vitamina A, 15000 IU; D3, 7500 IU; E, 400
mg; Ks, 20 mg; Tiamina monohidrato, 150 mg; riboflavina, 100 mg; piridoxina HCI, 50 mg; &cido
pantoténico, 100 mg; niacina, 300 mg; biotina, 1 mg; inositol, 500 mg; acido félico, 20 mg;
cianocobalamina, 0.1 mg. 8Fosfato dibasico de Sodio, SIGMA-ALDRICH # cat. S0876, Sigma Co.
St. Louis, MO, EUA. °MINCRU1301, 62% agente activo (g/kg alimento): MgSO47H20, 0.5;
ZnS047H20, 0.09; KCI, 0.5; MnCl2>4H20, 0.0234; CuCl22H20, 0.005; Kl, 0.5; CoCl26H-20,
0.0025. 1035% agente activo, ICN # cat. ICN101386 ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, EUA.
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6.2 Analisis quimicos proximales

Los ingredientes que se utilizaron en la formulacion de alimentos experimentales,
asi como los alimentos ya elaborados, se analizaron en el laboratorio de
Bromatologia del CIBNOR, para conocer su contenido en proteina, extracto
etéreo, humedad, fibra cruda, energia y cenizas por métodos de gravimetria
segun la A.O.A.C (1995).

6.3 Disefio experimental

Juveniles de camardén blanco del Pacifico L. vannamei provenientes de los
laboratorios de acuacultura Marh se llevaron a las instalaciones del laboratorio
de Nutricion Acuicola en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
S.C (CIBNOR) en la ciudad de la Paz, Baja California Sur, México.

6.3.1 Tratamientos y desempefio en cultivo

El sistema de cultivo donde se realiz6 el bioensayo se encuentra instalado en el
laboratorio de Nutricion Experimental del CIBNOR. Para la realizacién de este
experimento se montd un sistema intensivo que consistié de 16 tanques de fibra
de vidrio de 60 L de capacidad en los cuales se colocaron 10 organismos por
acuario (Figura 6). EI numero de acuarios se dividié en cuatro tratamientos:
Alimento laboratorio (con 100% harina de pescado y sin aceite de pescado),
Alimento de visceras de calamar, alimento de visceras de callo de hacha y

alimento comercial de la marca Purina (35% de proteina).

l s‘ . . 7 —_—

¥ w)
Figura 6. Instalaciones para bioensayo de crecimiento de camarén.
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Las condiciones para el funcionamiento 6ptimo del sistema fueron de 80% de
recambio diario por acuario, fotoperiodo de 12 horas luz, temperatura de 27 + 0.5
°C mantenida por medio de un calentador sumergible de titanio, salinidad de 40
%o y 6 mg/L de oxigeno disuelto.

Los organismos de 0.6 gramos fueron alimentados a saciedad aparente
mediante 2 raciones diarias (10:00 y 17:00 h) durante 45 dias de experimento.
Al inicio del bioensayo se proporcioné el 10% de la biomasa total del acuario y a
partir del segundo dia se corrigié dicha cantidad tomando como referencia la

cantidad de alimento residual estimada por apreciacion visual cada dia.

Nt

Figura 7. Toma de parametros y mantenimiento del sistema.

Diariamente se realiz6 el mantenimiento y monitoreo de los parametros
fisicoquimicos de los acuarios; el monitoreo consisti6 en tomar lecturas de
temperatura y oxigeno disuelto con un oximetro, al igual que la medicién de la
salinidad con un refractometro. El mantenimiento se realizé mediante la
disminucion del nivel de agua de los acuarios en un 80% para realizar la
estimacion del alimento residual, conteo de los organismos y ocurrencia de
mudas. Posteriormente se procedio a retirar el alimento y heces con la ayuda de
un sifon, finalizando con el llenado de los acuarios (Figura 7).

Se realizaron 3 biometrias para determinar el peso de los organismos a los 15,

30 y 45 dias con el uso de una balanza digital. Con los datos zootécnicos
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generados a partir de este bioensayo se evaluaron diversos criterios bioldgicos
con las siguientes formulas:

Sobrevivencia

Nf

Sobrevivencia §= X100
Ni
Donde NF es el namero final de organismos y Ni es el numero inicial de
organismos.

Tasa de crecimiento

Pf-Pi
Tasa de crecimiento porcentual TC= X100
Pi

Donde Pf es el peso final del organismo y Pi es el peso inicial del organismo.

Alimento consumido
Alimento total consumido

Alimento Consumido =
(mg/organismo/dia) Ni + Nf/2 X tiempo (dias)

Donde Ni es el nUmero de organismos iniciales y NF el nUmero de organismos
finales.

6.4 Respuesta de escape y evaluacion post-mortem

Al final de la evaluacién del desempefio en cultivo, se tomaron un total de 144
organismos (36 por tratamiento) en estadio de muda C-DO mediante la
verificacion de los urépodos en el microscopio, segun el método descrito por
Promwicorn et al.,, 2004 . Para cada uno de los tratamientos se aplicaron 2
condiciones de muestreo: estrés y controles (no estresados).

Para el grupo estrés se implementd un sistema de cultivo que consistié de 18
taras plasticas de 80 L de capacidad. Las condiciones experimentales se
mantuvieron a una temperatura de 27 °C, oxigeno disuelto de 6 mg/L y salinidad
de 40%o (Figura 8).
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Figura 8. Sistema de cultivo en taras para el grupo estrés.

En cada una de las taras se coloco un organismo un dia antes del muestreo, con
un periodo de ayuno de 18 h. Al cabo de ese tiempo se indujo una condicién de
estrés por manipulacion, el cual consisti6 en la persecucién del organismo
aplicando un estimulo constante cerca del rostro mediante un tubo de PVC. Para
evaluar el niumero de flexiones tipicas de la respuesta de escape del camardn,
se tomoO video del organismo hasta que dej6 de presentar este reflejo
(agotamiento), lo cual también permitié evaluar el tiempo en el cual se llegé a
dicho agotamiento.

Para el grupo control se implement6 un sistema de canastas hechas de malla
con recubrimiento plastico. Las canastas se colocaron en un tanque circular de
plastico con una capacidad de 800L (Figura 9). Las condiciones experimentales
se mantuvieron a una temperatura de 27 °C, oxigeno disuelto de 6 mg/L y
salinidad de 40%.. En cada una de las canastas se colocé un organismo un dia
antes de ser muestreados con un periodo de ayuno de 18 h. Para el muestreo
de los camarones del grupo control, se tomd una canasta y se destapé teniendo
cuidado de no perturbar al organismo. La captura del organismo se realizd
capturandolo rapidamente con la mano tomando las precauciones necesarias

para evitar el estrés.
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Figura 9. Sistema de canastas para grupo control.

Inmediatamente después del muestreo, se introdujo al organismo a un
contenedor con nitrégeno liquido para evaluar la condicion fisiologica del
organismo en el caso del tiempo cero o en agua hielo para las determinaciones
alos dos y cuatro dias post-mortem. Los organismos sacrificados se embolsaron
y etiquetaron de manera individual.

Las muestras del tiempo cero se conservaron en nitrogeno liquido durante el
periodo de muestreo y posteriormente se almacenaron en un ultra congelador a
-80 °C para su posterior analisis. Para las muestras de los tiempos post-mortem,
estas se mantuvieron en hielo dentro de un cuarto frio hasta cumplir el tiempo
destinado para su muestreo (2 o0 4 dias post-mortem). Posteriormente se sacaron

las muestras del hielo y se almacenaron a -80°C.

6.5 Cuantificacion de nucleétidos y fosfagenos

La cuantificacion se realiz6 mediante un sistema de cromatografia liquida de alta
resolucion o HPLC (modelo 1100, Agilent Technologies) de fase reversa de
intercambio i6nico segun el método descrito por Moal et al. (1989). Se utilizé un
protocolo implementado por Robles-Romo et al. (2013) para la medicion de
nucledtidos por HPLC y se utilizd el protocolo implementado por Viant et al.

(2001) para la medicion de Arg-P.
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6.5.1 Obtencidn y procesamiento de muestras (nucleétidos y fosfagenos)
Se obtuvo un extracto de mduasculo del primer segmento abdominal sin
exoesqgueleto y sin descongelarse, este se homogenizé en un homogenizador
criogénico (MM400) (2 min a 25 rpm): El polvo criogénico obtenido se coloco en
tubos eppendorf de 1.5 ml, se mantuvieron en CO:2 durante el muestreo y se
almacend a -80°C, hasta su procesamiento.

En caso del musculo, el polvo fue pesado (100 a 150 mg) y colocado en acido
tricloroacético (1.5 ml TCA 0.5M) frio. Las muestras de mdusculo fueron
homogenizadas en un polytron Sentry por 30 s a 2000 rpm en tubo de ensayo
(13 x 100 mm) y centrifugadas a 3000 g por 10 min a 4°C. Se recuperaron 0.5
ml del sobrenadante que fue neutralizado con 1.3 ml de una mezcla de
trioctilamina y diclorometano (1:5), agitAindose con vortex 30 s.

Se volvid a centrifugar (5 min a 2000 g a 4°C), se midi6 el pH, el cual no debe
ser menor a 6; en caso contrario se agregd una proporcién mayor de la mezcla
con respecto a la muestra para neutralizar el pH. Se recuperaron 4 alicuotas de
50 ml que se almacenaron a -80 °C para la cuantificacion posterior de nucleétidos

y fosfato de arginina por HPLC.

6.5.2 Condiciones de HPLC para la cuantificacién de nucleétidos

La cuantificacién se realiz6 por HPLC de fase reversa utilizando una columna
Hyperclone ODS (C18) 3 um 150 x 4.6 mm (PHENOMENEX No. Cat 00F-4356-
EO), utilizando una fase moévil 0.15 M de NaH2PO4, 0.003 M de tetrabutilamonio,
al 8% de metanol y ajustado a pH de 6 con NaOH 5 N, el tiempo de corrida fue
de 20 min a un flujo de 0.8 ml/min. Se utilizé un detector UV con una longitud de
onda fija de 254 nm.

6.5.3 Preparacién de estandares (nucleétidos)

Se preparo una solucion madre de cada nucleétido (ATP, ADP, AMP, IMP, GTP
y GDP) en una concentracioén aproximada de 0.5 mg ml? utilizando agua miliQ.
A partir de esta se realizé una dilucién 1:100 con buffer (fase movil) obteniéndose
asi una solucion diluida de cada nucleétido de 5 pg mlt. Posteriormente se

realiz6 una mezcla de nucledtidos a partir de estas soluciones diluidas. Para
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finalizar se tomé una alicuota 100 ul de la mezcla anterior en viales ambar y se

almacenaron a -20 °C, esto viales son los que se inyectan en cada corrida.

6.5.4 Condiciones de HPLC para la cuantificacion de Arg-P

A partir del mismo extracto utilizado para la cuantificacion de los nucleotidos, se
cuantificaron por HPLC los niveles de Arg-P siguiendo las indicaciones descritas
por Viant et al. (2001). La cuantificacion se realizd por HPLC de fase reversa
utilizando una columna SphereClone NH20 5 pm 250 x 4.6 mm, marca
PHENOMENEX, utilizando una fase mévil 20 mM de K H2 POs (pH 2.6)-
acetonitrilo (72:28), el tiempo de corrida fue de 22 min a un flujo de 1 ml/min. La
identificacion y el calculo de la concentracion se realizaron con base en un
estandar de Arg-P (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Se utiliz6 un
detector UV con una longitud de onda fija de 205 nm.

6.6 Reservas, combustibles y metabolitos

Para realizar los analisis bioguimicos de musculo se utilizaron aproximadamente
100 mg de tejido del primer segmento abdominal. El tejido fue disectado sobre
una placa fria para evitar su descongelamiento y nuevamente se almaceno a -
80°C hasta su posterior analisis, una vez pesados fueron liofilizados durante 24
horas. A continuacion se calcul6 el porcentaje de humedad y se procedi6 a
hidratar y homogenizar las muestras con agua desionizada en un
homogeneizador fast-prep24 durante 20s para obtener un extracto crudo.
Posteriormente se realizaron las determinaciones bioquimicas, se determiné la
concentracion de proteinas (Bradford, 1976), glucégeno, lactato, glucosa y

lipidos totales segun Racotta y Hernandez-Herrera (2000).

6.6.1 Glucosa

Para la determinacion de glucosa, se utilizé una prueba enzimatica colorimétrica
(kit de RANDOX método GOD-PAP). Este método se basa en la oxidacion
enzimatica de la glucosa en presencia de glucosa oxidasa. El peroxido de
hidrogeno formado reacciona, catalizado por la peroxidasa, con fenol y 4-

aminofenazona para formar un indicador de quinoneimina dando un colorante
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rojo violeta (absorbancia maxima a 490 nm) que es proporcional a la cantidad de
glucosa presente en la muestra y que fue calculada a partir de una curva tipo con
estandares de 12.5, 5, 50 y 100 mg dI.

Para el analisis se tom6 20 ul del extracto crudo de musculo o 20 ul de
estandares que se colocaron en el fondo de una microplaca, se le agreg6 200 pl
de solucién reactiva, se incubaron 30 minutos y se leyeron en un lector de

microplacas BIO-RAD 550 a una absorbancia de 490 nm.

6.6.2 Lactato

La cuantificacion de lactato se realiz6 por medio de una prueba enzimatica
colorimétrica (kit de RANDOX, No. catalogo LC 2389). En este método el acido
lactico reacciona en presencia de oxigeno y por medio de la reaccién
catalizadora por la lactato oxidasa se produce piruvato + peréxido de hidrogeno,
este Ultimo compuesto reacciona con 4-clorofenol y 4-aminoantipirina en
presencia de peroxidasa dando lugar a un compuesto colorido (quinoneimina),
el cual es directamente proporcional a la concentracién de lactato presente en la
muestra y que fue calculada a partir de una curva tipo con estandares de 1.25,
2.5, 10,20y 40 mg dI%.

En el andlisis de lactato en musculo, se tomaron 0.3 ml del extracto crudo de
cada muestra y se mezclaron con 0.3 ml de TCA al 20 % en tubos eppendorf,
con la finalidad de precipitar proteinas que interfiere en la medicion. Los tubos
se centrifugaron a 3600 rpm por 10 minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada
(Eppendor 5810 R). Se recuperé el sobrenadante en tubos limpios.
Posteriormente se extrajeron 20 ul de muestra o 20 ul de estandares que se
colocaron en el fondo de una microplaca, se le agregaron 200 pL de solucién
reactiva, se incubaron 10 minutos y se leyeron en un lector de microplacas BIO-
RAD 550 a una absorbancia de 540 nm.
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6.6.3 Glucdgeno

Para la determinacion de glucdégeno, se tomaron 0.3 ml de homogeneizado de
cada muestra y se mezclaron con 0.3 ml de TCA al 20 % en tubos eppendorf,
esto con la finalidad de precipitar proteinas que interfieren en la medicién de
carbohidratos. Los tubos se centrifugaron a 3600 rpm por 10 min a 4°C en una
centrifuga refrigerada (Eppendor 5810 R). Se recupero el sobrenadante en tubos
limpios.

El glucégeno se determiné por el método de antrona (Van Handel, 1965), para
muestras pequefas. Para la extraccion de glucogeno del sobrenadante de TCA,
se tomaron 0.1 ml del sobrenadante de cada muestra, se le afiadieron 2 ml de
etanol para precipitar el glucégeno.

Las muestras se centrifugaron a 3600 rpm y se elimin6 todo el etanol, con pipeta
y se evaporé en un horno-estufa (VWR-Sheldon Mnufacturing 1350FM) a 70 °C,
una vez hecho lo anterior se resuspendié el glucégeno con 0.1 ml de agua
destilada. Posteriormente, a cada tubo de muestra y de la curva tipo, se le
agregaron 1 ml de solucion de antrona 0.1 % diluida en H2SO4 al 72 %. Las
preparaciones anteriores se calentaron a 90°C a bafio Maria durante 5 minutos.
Por ultimo, se enfriaron, también a bafio Maria, y se leyo su absorbancia en un
espectrofotometro a 620 nm.

Curva tipo: La solucién estandar de glucégeno contiene 5 mg ml?, de ésta se
prepararon diluciones en proporcion 1:2, en 500 pl de TCA, quedando
concentraciones de 5, 2.5 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 mg ml'de

glucégeno.

6.6.4 Proteinas Totales

Para determinar las proteinas de las muestras, se utilizé el método de Bradford
(1976). Este método se basa en la reaccion de los grupos amino libres con el
azul Cromassie en presencia de acido fosforico y metanol. EI complejo formado
por la proteina y el colorante provoca un desplazamiento en la absorcion maxima
del colorante desde 465 a 595 nm. La absorcion es proporcional a la
concentracion de proteina de manera lineal desde 1 ug a 140ug usando una

solucion reactiva comercial (BioRad #500-0006).
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Para muestras de tejidos, se utilizd una alicuota de 10 pl del homogeneizado la
cual fue diluida con 90 Ide NaOH 0.1N durante 120 minutos, posteriormente se
tomaron 10ul de la dilucidn, se colocaron en un tubo de vidrio limpio y se agrego
un mililitro de reactivo de Bradford, se deja la reaccién 5 minutos y se leyo en un
espectrofotometro BIORAD 550 a una absorbancia de 595 nm.

Se utilizé una solucién estandar con una concentraciéon de 2 mg ml-tde alblmina
bovina, la cual se diluyé en proporcion 1:2 en solucion salina hasta tener
concentraciones, de 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 mg ml-*de proteina

y se utilizé solucidn salina como blanco.

6.7 Analisis de lipidos

6.7.1 Determinacion de acidos grasos de los alimentos experimentales

Se realiz6 una diseccion del segundo segmento abdominal y se tomaron 100 mg
de musculo. Se les agregd 6 ml de solucién Folch (cloroformo: metanol, 2:1), 10
pl de BHT (butilhidroxitolueno) como antioxidante a una concentracion de 0.5
mg/ml, 10 ul de 23:0 (&cido tricosanoico) como estandar interno a una
concentracion de 2 mg/ml y se guardaron dentro de un congelador a -20°C por
24 horas; transcurrido el tiempo se sonicaron por 15 minutos (sonicador
BRANSON 2510, Danbury, USA). El extracto lipidico obtenido se separ6 en dos
alicuotas, una de ellas se evapor6 a sequedad en un evaporador centrifugo al
vacio (JOUAN RCT90, Saint-Herblain, Francia). Se agreg6 1 ml de BFs al 14%
a 95°C durante 15 minutos. Posteriormente se afiadi6 1 ml de hexano y se
realizaron de 2 a 3 lavados con 1 ml de agua destilada para eliminar impurezas
y separar la fraccién de agua conteniendo las impurezas del hexano con los metil
ésteres de acidos grasos (FAME). Las muestras fueron centrifugadas a 720 x g
a 5°C por 5 minutos (Allegra™ 21R, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) en
cada lavado. Posteriormente, se congeld el agua a -20°C por 24 horas y se
recupero la fase de hexano que contiene los FAME y se transfirié a un vial ambar

de 2 mly se almacenaron a -20°C hasta su inyeccion en el cromatégrafo

Los FAME se analizaron en un cromatografo (Agilent Technologies 6890N) con
detector FID; utilizando una columna capilar DB-23 (50% Cianopropil-50%

metilpolisiloxano) de 30 m de longitud x 0.25 um de espesor de pelicula x 0.25
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mm de diametro interno utilizando helio como gas acarreador a un flujo de 0.8
ml/min, una rampa de temperatura de 110-220°C. La identificacion de FAME se
realiz6 comparando el tiempo de retencion de la muestra con una mezcla de
estandares comerciales (SIGMA) y la cuantificacion en base al estandar interno

(23:0) de la muestra.

6.7.2 Determinacién de lipidos totales por gravimetria

Se colocaron tubos de 10 ml en un horno de temperatura controlada a 80°C por
24 horas, hasta alcanzar un peso constante. Se colocaron los tubos en un
desecador y se dejaron enfriar 1 h, después se registro el peso de cada uno de
los tubos. Se agregaron 2 ml del extracto lipidico de las muestras (obtenido por
el método de Folch) y se pas6 por micro-columnas en pipetas Pasteur rellenas
de silice hidratado al 6%, eluyendo con 10 ml de solucién Folch (cloroformo:
metanol 2:1) evaporando a sequedad con nitrégeno. Se colocaron los tubos
nuevamente en el horno de a 30°C de temperatura por 24 horas y se pesaron

los tubos con el extracto lipidico.

6.7.3 Analisis de pigmentos carotenoides

Se tomaron 3 ml del extracto lipidico obtenido con solucion Folch. Posteriormente
se realizé una purificacion en micro-columnas Pasteur. Utilizando un evaporador
de solventes las muestras ya eluidas se evaporaron a 3 ml. Se separ6 1 ml para
la determinacién de pigmentos totales y se procedié a evaporar a sequedad con
nitrégeno gaseoso (N2) e inmediatamente se re-suspendieron en acetona grado
HPLC. Finalmente las muestras se leyeron en el espectrofotdmetro a diferentes
longitudes de onda (470, 665 y 666 nm).
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7. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis fueron realizados con el programa STATISTICA (version),
utilizando un nivel de significancia del 95% (P<0.05). Inicialmente, se verifico que
todos los datos presentaran una distribucion normal (prueba de Shapiro-Wilk) y
que sus varianzas fueran homogéneas (prueba de Bartlett). En los casos donde
alguna de estas condiciones no se cumplid, lo datos fueron transformados y

probados nuevamente.

Se realiz6 un Analisis de Varianza unifactorial considerando unicamente el efecto
del tipo de alimento sobre los pardmetros evaluados en el caso de las variables
del desempefio en cultivo, asi como para la respuesta de escape donde se

evaluo el nimero de coletazos y el tiempo de respuesta.

Con la finalidad de evaluar la influencia del estrés ante-mortem sobre la
degradacion de nucleétidos y el dafio a lipidos post-mortem, se realizd un
andlisis trifactorial. Con este analisis se pretende evaluar el efecto combinado de
los 3 factores sobre las distintas variables, considerando al estrés ante-mortem
como el primer factor, el tipo de alimento consumido como el segundo factor y el
tiempo post-mortem como el tercer factor. En los casos donde se presentaron
diferencias significativas, se procedio a la comparacion de medias individuales
por medio de pruebas a posteriori de Tukey. Cuando se encontraron efectos
significativos de dos o mas factores, se muestran las medias globales, indicando

las diferencias significativas entre ellas.
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8. RESULTADOS

8.1 Andlisis quimico proximal

En el andlisis quimico proximal de los cuatro diferentes alimentos se encontraron
valores muy similares de proteina, fibra cruda, cenizas y extracto libre de
nitrégeno (ELN). Con respecto al extracto etéreo de los alimento, que
representan la cantidad de lipidos totales en los alimentos experimentales, se
encontré una mayor concentracion de lipidos en el alimento elaborado con

subproductos de calamar (8.73%) (Tabla IlI).

8.2 Datos zootécnicos: desempefio en cultivo

La inclusién de harinas de subproductos pesqueros mostré un efecto significativo
sobre el resto de los alimentos en los parametros zootécnicos evaluados en este
estudio (Tabla 1V). Al final del experimento, Se encontraron diferencias
significativas en el peso final de los organismos (P<0.05), destacando los
camarones alimentados con subproductos de callo de hacha (5.6 g) y calamar
(6.5 g) alcanzando los mayores pesos en relacion al alimento comercial.

Se observaron diferencias significativas en la supervivencia acumulada al final
del experimento (P<0.05), encontrando una menor supervivencia del grupo de
camarones del alimento comercial (77%), comparada con el resto de los
tratamientos donde se presentaron supervivencias mayores al 95% (Figura 10).
Ademas, se encontraron diferencias significativas para los parametros de tasa
de crecimiento (P<0.01), alimento consumido (P<0.01), asi como para el factor
de conversion alimenticia (P<0.05), donde los camarones alimentados con
visceras de calamar registraron un desempefio mayor en cada uno de los

parametros antes mencionados (Figura 11).
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Tabla lll. Composicion quimica proximal de los alimentos.

Hacha Calamar Laboratorio  Comercial

Humedad 9.06 9.20 9.01 6.93
Proteina 38.54 38.06 35.60 38.96
Extracto etéreo 5.23 8.73 5.97 7.68
Fibra cruda 1.23 1.23 1.63 4.49
Cenizas 9.84 6.84 10.13 12.12
ELN 45.1 45.1 46.6 36.7

Energia (cal/g) 4146.58 4409.64 4079.62 4277.62

*Valores expresados en porcentajes en base seca, excepto humedad. ELN: extracto libre de nitrégeno.
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Tabla IV. Desemperio en cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamei

LABORATORIO COMERCIAL HACHA CALAMAR VALOR P
Sobrevivencia 96.7 +1.82 775+ 7.5 98.6 + 1.42 95.7 + 3.02 P<0.05
Peso final 3.35+0.08° 3.26 £ 0.22° 5.67 +0.12° 6.55 +0.182 P<0.01
Tasa de crecimiento 951 +19.3° 937 £ 61.6° 1666 + 35.2° 1908 + 50.72 P<0.01
Alimento consumido 0.10 £ 0.003¢ 0.08 £+ 0.003¢ 0.16 £ 0.005>  0.22 + 0.0052 P<0.01
FCA 1.58 + 0.022

1.31 £ 0.06° 1.40 £ 0.015° 1.63 + 0.042 P<0.05

Los resultados se reportan como medias * error estandar para cada uno de los diferentes alimentos probados en el experimento.

El valor de P indica el grado de significancia del Anova de 1 via, P<0.05 indica diferencia significativa y p<0.01 diferencia
altamente significativa. Las diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 10. Efecto de los diferentes alimentos experimentales elaborados con
subproductos pesqueros sobre la supervivencia (A) y el peso final (B) de
juveniles de L. vannamei al cabo de 45 dias de experimento. Letras diferentes
indican diferencias significativas en los tratamientos.
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Figura 11. Efecto de los alimentos experimentales sobre A) alimento consumido,
B) factor de conversién alimenticia, y C) tasa de crecimiento en L. vannamei al
cabo de 45 dias de experimento. Letras diferentes indican diferencias
significativas en los tratamientos.
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8.3 Respuesta comportamental en la respuesta de escape

La evaluacion de la respuesta comportamental, los camarones alimentados con
subproductos mostraron una mayor capacidad de respuesta, registrando un
promedio de 38-41 flexiones abdominales (coletazos), comparado con los
organismos alimentados con el tratamiento comercial o alimento laboratorio en
base a pescado, los cuales presentaron una menor capacidad de respuesta con
23-27 coletazos (Figura 12). Se encontraron diferencias significativas para el
namero de flexiones abdominales realizadas en la respuesta de escape, al igual

gue para el tiempo de respuesta (P<0.05).

Con respecto al tiempo en el cual se presento la respuesta de escape, éste fue
mayor para los camarones alimentados con subproductos de callo de hacha, con
un tiempo promedio de 55 segundos hasta alcanzar el agotamiento fisiologico.
Por el contrario el menor tiempo que se mantuvo la respuesta resultdé para los
organismos del tratamiento comercial y de laboratorio con un tiempo de 34

segundos (Figura 13).

45
40
35
30
25
20
15
10

Flexiones abdominales

Hacha Calamar Laboratorio Comercial

Alimentos

Figura 12. Numero de flexiones abdominales en camaroén L. vannamei mediante
respuesta de escape hasta un estado de agotamiento. Letras diferentes indican
diferencias significativas en los tratamientos.
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Figura 13.Tiempo de respuesta en camardn L. vannamei en respuesta de
escape hasta un estado de agotamiento. Letras diferentes indican diferencias
significativas en los tratamientos.
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8.4 Metabolismo energético en la respuesta de escape

8.4.1 Degradacion de nucleétidos (ATP)

Se encontraron diferencias significativas para la concentracion de ATP en
musculo de camardn para los factores tiempo post-mortem y tipo de alimento
consumido, asi como para la interaccion de los factores tiempo post-mortem-
Alimento (Tabla V) (Figura 14). De manera general se observO una mayor
concentracion de ATP en los organismos de la condicion control, en particular en

los camarones alimentados con callo de hacha al tiempo cero (2.5 mg g1).

Se observé una relacion inversa en la concentracion de ATP con respecto del
tiempo post-mortem, donde a medida que transcurre el tiempo post-mortem, la
concentracion de ATP disminuye. La mayor concentracion de ATP se registré en
los organismos del tiempo cero (4 umol g*), mientras que para el dia dos post-
mortem la concentracion de ATP cae considerablemente (0.16 pmol g) y se
mantiene baja hasta el cuarto dia (Figura 15a).

Con respecto al efecto del tipo de alimento consumido en la concentracion de
ATP, se presentaron diferencias significativas (P<0.01), registrando la mayor
concentracion de ATP en los camarones alimentados con visceras de callo de
hacha, siendo estos ultimos los que presentaron la mayor concentracion de ATP
(2.2 umol g?) (Figura 15b).

Se encontraron diferencias significativas para el efecto por la interaccion tiempo
post-mortem-alimento para la concentracion de ATP en musculo de camarén
(P<0.05). Se encontré una mayor concentracién de ATP en los camarones del
tiempo cero post-cosecha, destacando dentro de ese grupo los organismos
alimentados con visceras de callo de hacha con una concentracién de (5.37 pmol
g?). En los tiempos dos y cuatro post-mortem las concentraciones de ATP en
musculo de camardn se mantuvieron bajas para todos los alimentos. (Figura
15c).
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Tabla V. Tabla de interacciones en la concentracién de ATP en musculo de
camaron mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento o

Tiempo post-mortem | **

Estrés NS

AXT o

AXE NS

TXE NS

AXTxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).

Controles Estrés
2
—llr =
=] abk
< s e o b
— ﬁ m Hacha
S 2
_:=-, 2 |1_:FIE m Calamar
- . dEf m Laboratorio
=t 2
1 Comercial
1 f f ¥
f i ff f f f f f f
CERC oOs CUATRO CERC CUATRO

Dias Post-mortem

Figura 14. Concentracion de ATP (umol g') en musculo de camarén en
diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro
alimentos. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.
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Figura 15. Efecto interactivo de las variables A) alimento-tiempo, B) alimento

condicién, y C) interaccién alimento-tiempo sobre la concentracion de ATP en
musculo de camaroén. Las diferentes letras indican diferencias significativas.
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8.4.2 ADP

Se encontraron diferencia significativa para la concentracién de ADP en musculo
para las variables tiempo post-mortem, asi como para la interaccion de los
factores tiempo-condicion (P<0.01) (Tabla VI). Se encontraron diferencias
significativas para el factor tiempo post-mortem en la concentracion de ADP en
el masculo de camarodn, registrando una mayor concentracion de ADP para el
tiempo cero post-mortem (2.6 umol g1). Para el dia dos del tiempo post-mortem,
la concentracion de ADP disminuyo alcanzando concentraciones de 0.8 umol g

1, las cuales se mantuvieron hasta el dia cuatro post-mortem (Figura 16).

La interaccion en la condicién de tiempo y estrés, se observé un incremento de
ADP en organismos estresado (3.1 umol g1), mientras que en los organismos de
la condicion control la concentracion de ADP fue de 2.2 pumol gt (Figura 17).

Tabla VI. Tabla de interacciones en la concentracion de ADP en musculo de
camardon mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores Significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | **

Estrés NS

AXT NS

AXE NS

TXE *x

AXTxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 16. Concentracion de ADP (umol g') en musculo de camarén en
diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro
alimentos. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.
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Figura 17. Efecto de las variables: A) tiempo post-mortem B) interaccion tiempo
post-cosecha-condicién sobre la concentracion de ADP en el muasculo de
camaron. Letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos.

47



8.4.3 AMP

Se encontraron diferencias significativas para el factor tiempo post-mortem sobre
la concentracion de AMP en musculo de camaron (Tabla VII), observandose un
incremento considerable en la concentracion de AMP del tiempo cero al dia dos
post-mortem, donde se registré la maxima concentraciéon de AMP (4.5 umol g?),
el cual comienza a disminuir con el transcurso del tiempo post-mortem (Figura
18 y 19a).

Por otra parte, el efecto del tipo de alimento consumido en la concentracion de
AMP en el musculo presento diferencias significativas (P<0.01), observandose
una concentracion mas baja de AMP en los camarones alimentados con el
tratamiento comercial con respecto del resto de los alimentos, los cuales

presentaron una concentracién de AMP muy similar (Figura 19b)

Para la interaccién de los factores tiempo-alimento, se registré un incremento en
la concentracion de AMP del tiempo cero al dia dos post-mortem, acumulandose
mayormente en los alimentos elaborados con subproductos de calamar y callo
de hacha, mientras que fue menor con el alimento comercial e intermedia con el

alimento laboratorio (Figura 19c).

Tabla VII. Tabla de interacciones en la concentracion de AMP en musculo de
camardon mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento o

Tiempo post-mortem | **

Estrés NS

AXT o

AXE NS

TXE NS

AXTxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 18. Concentracion de AMP (umol g?) en musculo de camarén en

diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro
alimentos. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.
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Figura 19. Efecto de los factores A) tiempo post-mortem, B) alimento, y C)
interaccion tiempo-alimento sobre la concentracion de AMP en el musculo de
camaron. Letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos.
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8.4.4 IMP

La concentracion de IMP en musculo presentd diferencias significativas para los
factores: tiempos post-mortem (P<0.01) y tipo de alimento consumido (P<0.01)
(Tabla VIII). Se puede observar que las concentraciones de IMP se
incrementaron con relacion a lo encontrado en el tiempo cero, siendo el tiempo

4 post-mortem donde se obtuvo la mayor concentracion de IMP (Figura 20 y 21).

Se encontraron diferencias significativas para la concentracién de IMP en el
musculo de camardén por efecto del tipo de alimento consumido (P<0.01),
registrando una mayor concentracion de IMP en organismos del alimento

elaborado con visceras de calamar y el alimento comercial (Figura 21).

Controles Estres
0B
-
b
0.5 sb b
- a'bT ab
=g ab
= 04 zlE I abab‘l' == T
= abode ol B2 M @ Hacha
‘nE-_' 0.3 beocaf m Calamar
- Labor gario
o2
bodef = Conerc =l
ol Lef
. £ et g =F F
T
oo — a1 L. __ M . L
Cero Oos CuUatra Cero Oos CuUatra

Dias Post-mortem

Figura 20. Concentracion de IMP (umol g1) en musculo en diferentes tiempos
post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro alimentos.
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Tabla VIII. Tabla de interacciones en la concentraciéon de IMP en musculo de
camaron mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores

significancia

Alimento

Tiempo post-mortem
Estrés

AxXT
AXE
TXE
AXTXxE

*
Hok

NS
NS
NS
NS
NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 21. Efecto de los factores: A) Alimento y B) tiempo post--mortem, sobre
la concentracién de IMP en el musculo de camarén. Letras diferentes indican
diferencia entre los tratamientos
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8.4.5 Hipoxantina

La concentracion de hipoxantina en masculo de camaron presentd diferencias
significativas anicamente por efecto del tiempo post-mortem (P<0.01) (Tabla IX).
La concentracion de hipoxantina presentd una relacion directa con el tiempo
post-mortem, encontrando bajas concentraciones de este metabolito en
camarones recién cosechados (0.05 umol g?), el cual continué acumulandose
en los 4 dias posteriores a la cosecha alcanzando concentraciones de 0.92 pumol
g* (Figuras 22y 23).
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Figura 22. Concentracion de hipoxantina (umol g*) en misculo de camarén en
diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones, en cuatro alimentos. Letras
diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.

Tabla IX. Tabla de interacciones en la concentracion de hipoxantina en musculo
de camar6n mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | **

Estrés NS

AXT NS

AXE NS

TxE NS

AXTxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).

53



12

=

w08
E

E
£

0.4

0.2

CERO Dos CUATRO

Dias Post-mortem

Figura 23. Efecto del factor tiempo post-mortem sobre la concentracion de
hipoxantina en el musculo de camardn. Letras diferentes indican diferencia entre
los tratamientos.

8.5.1 Carga Energética Adenilica (CEA)

Se registraron diferencias significativas en los niveles de la carga energética
adenilica en masculo de camarén por efecto del tiempo post-mortem (P<0.01);
asi como por efecto de la condicion de estrés (P<0.01) (Tabla X). Los valores de
la carga energética se encontraron mas altos en los camarones de la condicion
control en relacion al estrés, donde el grupo que fue alimentado con visceras de
callo de hacha, presentaron una mayor carga energética que el resto de los

alimentos (Figura 24).

Con respecto al efecto del tiempo post-mortem sobre los niveles de la carga
energética en musculo, se observé una diferencia muy marcada en los valores
de la CEA entre los diferentes tiempos post-mortem, encontrando valores de 0.65
para los camarones del tiempo cero (recién cosechados), mientras que para los
tiempos dos y cuatro post-mortem los valores obtenidos fueron muy bajos,
oscilando alrededor de 0.1 (Figura 25). El efecto de la condicion de estrés por
manipulacion en la carga energética en musculo de camardn presentod
diferencias significativas, registrando una disminucién del 35% de la CEA en
organismos sometidos a estrés por manipulacion, con respecto del grupo de la

condicion control (Figura 25).
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Figura 24. Carga energética adenilica en musculo de camarén en diferentes
tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro alimentos.
Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.

Tabla X. Tabla de interacciones en la carga energética adenilica en musculo de
camarén mediante el andlisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | **

Estrés i

AxT NS

AXE NS

TXE NS

AXTXE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 25. Efecto de las variables: A) tiempo post-mortem y B) condicion de
estrés, sobre la carga energética adenilica en el musculo de camarén. Letras
diferentes indican diferencias significativas.
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8.5.2 Fosfato de arginina (Arg-P)

Se encontraron diferencia significativa en la concentracion de Arg-P en musculo
de camaron por efecto del tiempo post-mortem, condicion de estrés, asi como
para la interaccion tiempo-condicion (P<0.01) (Tabla XI). De manera particular la
concentracion de Arg-P se acumulé de manera considerable en los organismos
alimentados con visceras de callo de hacha en la condicién control, alcanzando

concentraciones de 28 umol g* (Figura 26).

Se encontr6 diferencia significativa de la concentracion de Arg-P en musculo de
camaron por efecto de la condicién de estrés, donde en el grupo de organismos
gue no fueron sometidos a una condicidn de estrés (controles) presentaron una
concentracion de Arg-P elevada, alcanzando concentraciones de 10 pmol g3,
mientras que los camarones del grupo estrés no superaron los 2 umol g* (Figura
27a).

Se registraron diferencias significativas por el factor tiempo post-mortem en la
concentracion de Arg-P en musculo de camardn, se registrd la maxima
concentracion de este fosfageno en el tiempo cero post-mortem, es decir en
organismos recién cosechados con concentraciones de 7 pmol g?, la cual
disminuyo considerablemente con el transcurso del tiempo post-mortem (Figura
27b). Con respecto a la interaccion de los factores tiempo post-mortem y
condicion de estrés, se observd en los camarones de la condicion control una
mayor concentracion de Arg-P en muasculo de camarones recién cosechados
(dia cero post-mortem), seguido de una caida en la concentracion de Arg-P en
los dias posteriores a la cosecha. Por otra parte los camarones de la condicion
estrés presentaron una baja concentracion de Arg-P desde el dia cero y se
mantuvo de igual forma a los dias posteriores a la cosecha (Figura 27c).
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Figura 26. Concentracion de Arg-P (umol g?*) en muisculo de camarén en
diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro
alimentos. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.

Tabla XIl. Tabla de interacciones en la concentracién de Arg-P en musculo de
camarén mediante el andlisis de varianza de tres factores.

Factores Significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | **

Estrés o

AXT NS

AXE NS

TXE *x

AXTXE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 27. Efecto de las variables: A) condicién, B) tiempo post-cosecha, y C)
interaccion tiempo-condicién, sobre la concentracién de Arg-P en el musculo de

camarodn. Letras diferentes indican diferencias significativas.

59



8.6 Reservas, combustibles y metabolitos.

8.6.1 Glucosa

La glucosa en el musculo de camardén presentd diferencias significativas
Unicamente por efecto del factor tiempo post-mortem (P<0.01) (Tabla XII). La
concentracion de glucosa en musculo mostré un incremento con el aumento del
tiempo post-mortem, registrandose una concentracion inicial al tiempo cero de 5
mg/g, la cual continué acumulandose hasta los 7.5 mg g* para el tiempo cuatro
post-mortem (7.5 mg g?) (Figura 28 y 29).
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Figura 28. Concentracion de glucosa en muasculo de camaron en diferentes
tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro alimentos.
Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.

Tabla XIl. Tabla de interacciones en la concentracion de glucosa en musculo de
camarén mediante el andlisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | **

Estrés NS

AXT NS

AXE NS

TXE NS

AXTXE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 29. Efecto del tiempo post-mortem sobre la concentracion de glucosa.
Las diferentes letras indican diferencias significativas.

8.6.2 Lactato

El lactato en musculo de camarén no mostraron diferencias significativas por el
efecto independiente de las variables analizadas en el presente estudio
(alimento, condicién de estrés y tiempo post-mortem) (Tabla Xlll), sin embargo
se encontraron diferencias significativas mediante la interaccion de los factores
alimento y condicion de estrés (P<0.05), alimento y tiempo post-cosecha
(P<0.01), asi como para la interaccién del tiempo post-cosecha y la condicion de
estrés (P<0.01) (Figura 30).
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Figura 30. Concentracion de lactato en musculo de camaron en diferentes
tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro alimentos.
Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.
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Tabla XllIl. Tabla de interacciones en la concentracion de lactato en musculo de
camaron mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | NS

Estrés NS

AXT *

AXE *x

TXE *

AXTxXxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).

En cuanto al efecto interactivo del alimento y el tiempo post-mortem, se registré
una baja concentracion de lactato en el tiempo cero en los camarones
alimentados con el tratamiento comercial (1.69 mg g?), mientras que para el
resto de los alimentos la concentracion obtenida de lactato fue muy similar

cercano a los 3 mg g*! (Figura 31a).

Con respecto a la interaccién al alimento y la condiciébn de estrés en la
concentracion de lactato en musculo de camardn, se presentd una menor
concentracion de este metabolito en el grupo de camarones del tratamiento
comercial sometidos a una condicién de estrés (2.14 mg g*!) (Figura 31b). La
interaccion de los factores tiempo post-mortem y condicién presento diferencias
significativas, donde se observé un incremento en la concentracion de lactato en
musculo con el paso del tiempo post-mortem, la cual fue mas evidente para los
organismos de la condicién control. En ambos casos la mayor acumulaciéon de
lactato en musculo se presenta al dia cuatro post-mortem (3.1 mg g*) (Figura
31c).
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Figura 31. Efecto interactivo de las variables A) alimento-tiempo, B) alimento
condicién, y C) tiempo-condicion sobre la concentracion de lactato en muasculo
de camardn. Las diferentes letras indican diferencias significativas.
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8.6.3 Glucbgeno

El glucogeno en musculo de camardn no mostrd diferencias significativas por el
efecto independiente de las variables analizadas en el presente estudio
(alimento, condicion de estrés y tiempo post-mortem) (Tabla XIV), asi como para
el efecto por la interaccién entre factores. De manera general, pese a no
encontrarse diferencias significativas, se encontré6 una mayor concentracion de

glucogeno en los organismos sometidos a una condicion de estrés (Figura 32).
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Figura 32. Concentracion de glucégeno en muasculo de camarén en diferentes
tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro alimentos.
Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.

Tabla XIV. Tabla de interacciones en la concentracion de glucogeno en masculo
de camardn mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS
Tiempo post-mortem | NS
Estrés NS
AXT NS
AXE NS
TxE NS
AXTXE NS

A=Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS=no significativo.
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8.6.4 Proteinas totales

Se registraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas totales
en musculo de camaron unicamente por efecto del factor condicion de estrés
(P<0.01) (Tabla XV). La concentracion de proteinas totales en muasculo de
camaron fue superior 180 mg g2, en los organismos que no fueron sometidos a
una condicién de estrés por manipulacién (condicion control) con respecto de los

camarones estresados (135 mg g*) (Figura 33 y 34).
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Figura 33. Concentracion de proteinas totales en musculo de camarén en
diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro
alimentos. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos.

Tabla XV. Tabla de interacciones en la concentracion de proteinas totales en
musculo de camaron mediante el andlisis de varianza de tres factores.

Factores Significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | NS

Estrés *

AXT NS

AXE NS

TxE NS

AXTxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 34. Efecto de la condicién sobre la concentracion de proteinas totales en
el masculo de camaron. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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8.7 Analisis de lipidos

8.7.1 Lipidos totales en musculo de camardn

Se observaron diferencias significativa en la concentracion de lipidos totales en
el musculo de camaroén, Unicamente para el factor condicidn de estrés (P<0.05)
(Tabla XVI).

Tabla XVI. Tabla de interacciones en la concentracion de lipidos totales en
musculo de camarén mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | NS

Estrés *

AXxT NS

AXE NS

TXE NS

AXTxE NS

A=Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS=no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencia altamente significativa (P<0.01).
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Figura 35. Concentracion de lipidos totales (g/100g) en musculo de camarén en
diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y control) con cuatro
alimentos. Letras diferentes indican diferencia significativa en los tratamientos.
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Se registraron diferencias significativas para el factor condicion en la
concentracion de lipidos totales en musculo de camardn, encontrando que los
organismos que no fueron sometidos a una condicion de estrés (controles)
presentaron una mayor concentracion de lipidos totales en musculo (3.8 g/100g),

con respecto a los organismos del grupo estrés (3.0 g/100g) (figura 36).
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Figura 36. Efecto de la condicion sobre la concentracion de lipidos totales en el
musculo de camarén. Letras diferentes indican diferencias significativas.

8.7.2 Lipidos totales en hepatopancreas de camardn

Los lipidos totales en hepatopancreas de camardn, no tuvieron diferencias
significativas para ninguno de los factores evaluados, asi como para las
interacciones entre los factores. Los camarones que consumieron alimento
comercial presentaron las mayores concentraciones de lipidos totales para todos
los tiempos en la condicion control en hepatopancreas. Aunque no fue
significativa para todos los factores, la misma tendencia se observo en los

organismos de la condicion estrés (Figura 37).
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Figura 37. Concentracion de lipidos totales (g/100g) en hepatopancreas de
camaron en diferentes tiempos post-mortem, en dos condiciones (estrés y
control) con cuatro diferentes alimentos.

8.8 Acidos grasos

8.8.1 Acidos grasos en musculo de camaron

Se observaron diferencias significativas en los porcentajes de los acidos grasos
en el masculo de camaroén por efecto del tipo de alimento consumido para todos
los &cidos grasos evaluados (P<0.05). De manera general se registré un mayor
porcentaje de &cidos grasos involucrados en la respuesta de estrés,
principalmente de la serie n-3, ARA, EPA, DHA, ademas de la sumatoria de todos
los acidos altamente insaturados (3> HUFA) en los alimentos elaborados con
subproductos de calamar y callo de hacha. Por otra parte, el alimento comercial
y laboratorio, registraron un mayor porcentaje de la sumatoria de acidos grasos

saturados, asi como de &cidos grasos de la serie n-6 (Tabla XVII).

No se registraron diferencias significativas por efecto de los factores individuales
de condicion de estrés o tiempo post-mortem en el porcentaje de acidos graso
en el musculo de camardn. Se encontraron diferencias significativas para el
efecto combinado de los factores tiempo post-mortem y condicion de estrés en
la relacion de éacidos grasos DHA/EPA en musculo de camarén (P<0.05),
encontrando un mayor porcentaje de la relacion de estos acidos grasos para los
camarones alimentados con subproductos de calamar. Los camarones de la
condicion de estrés presentaron una menor proporcion de estos acidos grasos

conforme transcurre el tiempo post-mortem; mientas que en los organismos de
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la condicién control, se aprecié un efecto contrario, con un ligero incremento en

la proporcion de DHA/EPA hacia el tiempo cuatro post-mortem.

Se encontraron diferencias significativas para la interacciéon de los factores
tiempo post-mortem, condicién de estrés y alimento, para el porcentaje de los
acidos grasos de la serie n-6 asi como la sumatoria de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) (P<0.05) (Tabla XVII).

8.8.2 Acidos grasos en hepatopancreas de camarén

Se observaron diferencias significativas en los porcentajes de acidos grasos en
hepatopancreas de camarones de los cuatro grupos de alimentos probados
(P<0.01), a excepcion de la relacion DHA/EPA. Se observé un mayor porcentaje
de &cidos grasos en hepatopancreas de camarones alimentados con
subproductos de calamar, especialmente en los &cidos grasos involucrados en
la respuesta de estrés (ARA, EPA, DHA).

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de acidos grasos
en hepatopancreas de camaron por efecto de la condicion de estrés, asi como
para los diferentes tiempos post-mortem (0.2 y 4 dias post-cosecha) (Tabla
XVIII). Se encontraron diferencias significativas para el porcentaje de acidos
grasos de la serie n-6 en hepatopancreas de camardon Unicamente para la
interaccion de los factores tiempo post-mortem y alimento (P<0.05). La
concentracion de acidos grasos n-6 se mostré muy similar entre los diferentes
tiempos post-mortem, sin embargo, los camarones alimentados con
subproductos de callo de hacha registraron una mayor acumulacion de acidos
grasos de la serie en-6 en hepatopancreas.
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Tabla XVII. Acidos grasos (% en relacion al total de acidos grasos) en el muisculo de camarén

Hacha Calamar Laboratorio Comercial T A E T*A TE E*A  T*E*A
> SAT 36.3+0.3% 375+0.32 36.2+05P 36.8+063 NS P<0.05 NS NS NS NS NS
SMUFA 16.9+0.2°¢ 18.1+0.35¢ 23.4+0.42 223+04° NS P<0.05 NS NS NS NS NS

SPUFA 243+052 16.65+0.7° 269+1.22 19.4+14P NS P<0.05 NS NS NS NS P<0.05
SHUFA 222+04% 275+0.72 133+14°¢ 21.3+16° NS P<0.05 NS NS NS NS NS
20:4n-6 3.3#0.052 33+0.12 1.7+0.18°¢ 23%0.17° NS P<0.05 NS NS NS NS NS
20:5n-3 9.1+0.2° 109+032% 57x06¢° 8.9+06° NS P<0.05 NS NS NS NS NS
22:6n-3 9.7+0.2° 133+032 59%x07¢ 10.0+0.7° NS P<0.05 NS NS NS NS NS

> n-6 26.2+0.42 189+0.7° 26.7+142 206+13° NS P<0.05 NS NS NS NS P<0.05
> n-3 20.4+0.4° 250+062 135+1.3° 20.1+1.31° NS P<0.05 NS NS NS NS NS
n-3/n-6 0.8+0.03°¢ 1.45+0.12 055+0.09¢ 1.1+0.08° NS P<0.05 NS NS NS NS NS
22:6/20:5 1.1+0.01° 1.2+0.012 1.0+0.03°¢ 1.1+0.03° NS P<0.05 NS NS P<0.05 NS NS

> SAT = suma de acidos grasos saturados, £ MUFA = suma de acidos grasos monoinsaturados, ZPUFA = suma de acidos
grasos poliinsaturados, ZHUFA = suma de acidos grasos altamente insaturados, Z n-6 = suma de acidos grasos omega 6, Zn-
3 = suma de &cidos grasos omega 3, n-3/n-6 = relacién de acidos grasos omega 3 y omega 6, 22:6/20:5 = relacién de &cido
docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico. (E) condicion, (T) tiempo post-mortem, (A) Alimento, Se aplic6 un ANOVA
trifactorial donde P<0.05 indica diferencias significativas, P<0.01 indica diferencias altamente significativas y NS= sin diferencias

significativas. Los datos se presentan en base himeda como medias globales * error estandar.
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Tabla XVIII. Acidos grasos (% en relacion al total de acidos grasos) en hepatopancreas de camarén

Hacha Calamar Laboratorio Comercial T A E T*A T*E C*E T*E*A
> SAT 31.8+0.2° 31.4+04% 36.1+x052 31.6+04° NS P<0.01 NS NS NS NS NS
SMUFA 252+04°¢ 276+04° 30.7+0.72 30.8+052 NS P<0.01 NS NS NS NS NS
SPUFA 321+062 228+04°¢ 254+04P 250+£05P NS P<0.01 NS NS NS NS NS
SHUFA 10.6+0.6° 175+0.62 7.4+09°¢ 123+07° NS P<0.01 NS NS NS NS NS
20:4n-6 1.86+0.1° 251+022 1.26+02°¢ 1.34+0.1° NS P<0.01 NS NS NS NS NS
20:5n-3 3.68+0.2° 6.28+0.32 3.18+0.4° 4.0+04°P NS P<0.01 NS NS NS NS NS
22:6n-3 5.05+0.2°¢ 8.74+0.12 291+039 6.93+03° NS P<0.01 NS NS NS NS NS
> n-6 31.8+052 23.6+03°¢ 252+0.3P 248+045 NS P<0.01 NS P<0.05 NS NS NS
> n-3 109+0.4° 16.7+042 7.65+0.7°¢ 124+06° NS P<0.01 NS NS NS NS NS

n-3/n-6 0.34+0.01°0.71+0.022 0.31+0.03¢ 0.50+0.02° NS P<0.01 NS NS NS NS NS

22:6/20:51.37+0.041.46+0.052 0.96+0.07¢ 1.95+0.1°> NS NS NS NS NS NS NS

2 SAT = suma de acidos grasos saturados, 2 MUFA = suma de acidos grasos monoinsaturados, 2PUFA = suma de acidos
grasos poliinsaturados, ZHUFA = suma de acidos grasos altamente insaturados, Z n-6 = suma de acidos grasos omega 6, Zn-
3 = suma de &cidos grasos omega 3, n-3/n-6 = relacién de acidos grasos omega 3 y omega 6, 22:6/20:5 = relacion de acido
docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico. (E) condicion, (T) tiempo post-mortem, (A) Alimento, Se aplico un ANOVA
trifactorial donde P<0.05 indica diferencias significativas, P<0.01 indica diferencias altamente significativas y NS= sin diferencias
significativas. Los datos se presentan en base himeda como medias globales + error estandar.
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8.9 Pigmentos

8.9.1 Pigmentos carotenoides en musculo

La concentracion de pigmentos carotenoides en el musculo de camaron presento
diferencias significativas para el efecto de los factores tiempo post-mortem
(P<0.05) y condicion de estrés (P<0.01) (Tabla XIX). Se observaron diferencias
para la concentracion de pigmentos en musculo de camarén por efecto del tipo
de alimento, encontrando las mayores concentraciones de pigmentos
carotenoides en los camarones alimentados con los tratamientos comercial y

laboratorio (Figura 38).

En el factor tiempo post-mortem se observé un incremento en la concentracion
de pigmentos carotenoides en el musculo con el paso del tiempo, partiendo de
concentraciones de 2 mg/100g al tiempo cero y alcanzando los mayores valores
de pigmentos en el dia cuatro post-mortem 4.5 mg/100g (Figura 39b). Por otra
parte, se encontraron diferencias significativas por efecto del factor condicién de
estrés, con una mayor concentracion de pigmentos en los organismos que fueron

estresados con respecto de los organismos de la condicion control (Figura 39a).

Tabla XIX. Tabla de interacciones en la concentracion de pigmentos en masculo
de camar6n mediante el analisis de varianza de tres factores.

Factores significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | **

Estrés *

AXT NS

AXE NS

TxE NS

AXTXE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. * indica
diferencia significativa (P<0.05) y ** diferencias altamente significativas (P<0.01).
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Figura 38. Concentracidon de pigmentos carotenoides (mg/100g) en musculo de
camardn. Letras sobre las barras indican diferencias significativas entre
tratamientos.
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Figura 39. Efecto de las variables: A) condicion y B) tiempo post-cosecha, sobre
la concentracion de pigmentos carotenoides (mg/100g) en el musculo de
camarodn. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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8.9.2 Pigmentos carotenoides en hepatopancreas en camaroén.

La concentracion de pigmentos carotenoides en hepatopancreas de camaron,
registro diferencias significativas unicamente por efecto del factor condicion de
estrés (P<0.01) (Tabla XX). La mayor concentracion de pigmentos carotenoides,
tuvo lugar en organismos que fueron alimentados con subproductos de calamatr,

especialmente en camarones de la condicién control (Figura 40).

El efecto de la condicion de estrés por manipulacion tuvo un efecto significativo
en la concentracion de pigmentos carotenoides en hepatopancreas. Los
camarones que fueron sometidos a una condicion de estrés presentaron una
baja concentracion de pigmentos carotenoides (20 mg/100g), mientras que los
camarones que no fueron estresados presentaron concentraciones mas

elevadas de pigmentos (41 mg/100g) (Figura 41).

Tabla XX. Tabla de interacciones en la concentracion de pigmentos carotenoides
en hepatopancreas de camaron mediante el andlisis de varianza de tres factores.

Factores Significancia
Alimento NS

Tiempo post-mortem | NS

Estrés o

AXT NS

AXE NS

TxE NS

AXTxE NS

A= Alimento, T=tiempo post-mortem, E=estrés. NS= no significativo. Un
asterisco indica (P<0.05) y dos asteriscos indican (P<0.01).
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Figura 40. Concentracion de pigmentos carotenoides (mg/100g) en
hepatopancreas de camaroén.
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Figura 41. Efecto del factor condicion sobre la concentracion de pigmentos
carotenoides en hepatopancreas de camardn. Letras diferentes indican
diferencias significativas.
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9. DISCUSION

9.1 Desempeiio en cultivo

Los camarones de los diferentes tratamientos iniciaron con un consumo de
alimento de 0.05g/dia por organismo; después de transcurridos 45 dias de
experimento, los camarones alimentados con visceras de hacha y calamar
presentaron un consumo mayor (0.16-0.22 g/dia), en comparaciéon con el
consumo de alimento comercial (0.08g/dia). Este mayor consumo del alimento
de visceras de hachay calamar puede deberse a dos factores: 1) los organismos
consumieron mas alimento para tratar de compensar una posible deficiencia de
nutrientes. Es bien sabido que el nivel de proteinas en la dieta es un factor critico
en la elaboracion de alimentos formulados; en el presente estudio, como ya se
menciono anteriormente todos los alimentos se formularon con un porcentaje de
38 % de proteina, con base en los requerimientos nutricionales de proteina para
camaron blanco L. vannamei (35-40 %) (D" Abramo, 1997). Otro macronutriente
de gran importancia en la nutricion de camarones peneidos son los lipidos, como
fuente de energia y acidos grasos esenciales, que favorecen un buen
crecimiento y supervivencia en cultivo. Sin embargo, el mayor consumo de
alimento se present6 en los organismos alimentados con visceras calamar que
es en particular el alimento que contiene una mayor cantidad de lipidos (Tabla
I). 2) los alimentos de visceras de calamar y visceras de almeja presentan una
mayor palatabilidad, estimulando de este modo a una mayor ingestién de estos

alimentos.

En un estudio realizado por Akiyama et al (1993) mencionan que la harina de
calamar utilizada en la elaboracion de alimento para camarones presenta
aminodcidos libres y pequefios péptidos que sirven como atractantes para el

camaron, actuando como un estimulante quimico de la ingestién del alimento.

El factor de conversion alimenticia es la medida del peso del camarén producido
por kilogramo de alimento abastecido y se calcula mediante el peso del alimento
suministrado y el peso final de los organismos. En el presente estudio se
encontraron diferencias significativas para el factor de conversién alimenticia en

los diferentes alimentos probados durante el bioensayo de crecimiento en
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camarén, obteniendo valores de FCA de 1.3 para los camarones del alimento
comercial, asi como para los camarones alimentados con visceras de callo de
hacha. Los resultados antes mencionados, indican una mayor eficiencia del uso
del alimento en los camarones alimentados con subproductos de callo de hacha,

al reportar lo valores mas bajos de FCA (Cruz-Ricquie et al., 1987).

Boyd y Clay (2002) indican que el factor de conversion alimenticia para camaron
blanco L. vannamei en condiciones de cultivo intensivo oscila entre 1.2 y 1.8, lo
cual concuerda con los valores de FCA obtenidos en el presente estudio, los

cuales oscilaron entre 1.3-1.6.

De acuerdo con el mayor consumo de alimento, la mayor ganancia en peso se
obtuvo en los organismos alimentados con visceras de calamar (6.55 g). Los
resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con el estudio realizado
por Gama-Ortiz (2013) en el cual utilizaron desechos de calamar y almeja con
una inclusion al 10% para la elaboracion de alimentos para camaron (L.
vannamei), encontrando un mayor peso final en los organismos alimentados
durante 30 dias con desechos de calamar. En un estudio similar Martinez-
Contreras (1999) utilizé desechos de calamar en la elaboracion de alimentos
para bagre, registrando un mayor peso final en organismos alimentados durante

42 dias con desechos de calamatr.

Martinez-Vega (1997), probaron la sustitucion de la harina de pescado por harina
elaborada a partir de visceras de calamar para la formulacién de alimentos para
camarén blanco, y encontré que la ganancia en peso fue similar a los camarones
alimentados con el alimento control (sardina). Esto concuerda con que la
sustitucion total de la harina de pescado por harinas alternas elaboradas con
subproductos de calamar es factible, debido a que mediante el uso de los
subproductos pesqueros se ha logrado igualar e inclusive mejorar el desempefio

en cultivo de camardn blanco, principalmente en relacion al peso final.

En relacion a subproductos de almejas, en un estudio realizado por Reyes-
Becerra (2011), probaron la sustitucion al 100% de la harina de pescado por

harina elaborada a partir de subproductos de almeja (Argopecten ventricosus)
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en la elaboracion de alimento para camardn blanco, sin encontrar diferencias
significativas en el peso final de los organismos. Palma-Cruz (2015) realizé la
sustitucion total de la harina de pescado por harina de residuos de callo de hacha
(Atrina maura) para la elaboracion de alimento para camaron, registrando una
mayor ganancia en peso en los camarones alimentados con residuos de callo de
hacha, con respecto a los camarones alimentados con una dieta control de

harina de pescado.

Los datos de sobrevivencia durante el desarrollo del experimento se mostraron
muy similares entre los alimentos de laboratorio, visceras de calamar y callo de
hacha, aunque se presentaron diferencias con respecto de alimento comercial
en donde se presentd la sobrevivencia mas baja. Como dato particular del
bioensayo, durante la manipulacién en las biometrias los camarones del alimento
comercial presentaron frecuentes contracturas en la regién abdominal, seguida
de una peculiar coloracion blanquecina en la parte dorsal del cefalotorax,
condicion que no se logro revertir en ninguno de los camarones afectados,
provocando la muerte del organismo. Lo anterior pudiera ser una consecuencia
del bajo consumo de alimento que se presento en el alimento comercial a lo largo
del experimento, causando de este modo una disminucion en condicién
fisiolégica de los organismos. Mercier et al (2006), demostraron el efecto del
estrés por manipulacién sobre el desempefio en cultivo de camarones,
encontrado una menor sobrevivencia en camarones sometidos a una condicion
de estrés, efecto de una disminucién en la condicion fisiolégica por manipulacién
tal y como ocurrié durante los eventos de muestreo y biometrias en el presente

estudio.
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9.2 Respuesta de escape.

9.2.1 Respuesta comportamental

No se tienen estudios en los cuales se analicen la influencia de diferentes
condiciones de cultivo, como el tipo de alimento, sobre una capacidad fisiol6gica
adaptativa como seria la repuesta de escape. Sin embargo, a nivel ecoldgico la
capacidad de nado de almejas (‘clapping”) esta relacionada con la época
reproductiva que a su vez tiene que ver con la disponibilidad de alimento y
reservas energéticas, por lo cual refleja de alguna manera la condicion fisiolégica
(Cromarty et al., 1998; Brokordt et al., 2000). Lo anterior indica que ciertas
caracteristicas como la eficiencia de la respuesta de escape puedan ser un buen
indicador de una condicién de “vigor fisiolégico” que pueda utilizarse en la
seleccidn de la mejor condicion de cultivo, mejor alimento, etc. Asi, el mayor vigor
fisiologico inferido por la capacidad en la respuesta de escape se presento en
los grupos de camarones alimentados con subproductos pesqueros, dado que
los camarones alimentados con visceras de hacha y calamar presentaron el
maximo numero de “coletazos” (41 y 39, respectivamente) antes de alcanzar el
estado de agotamiento fisiolégico. En contraste, se obtuvieron valores
considerablemente menores para el alimento de laboratorio y el comercial con

26 y 23 coletazos, respectivamente.

En otros trabajos donde se ha evaluado la capacidad en la respuesta de escape
de diversas especies de decapodos, en los que se ha empleado un alimento
comercial son similares o menores. Asi, Gade et al (1984), en un estudio
realizado con Orconectes limosus, al suministrar un alimento comercial,
obtuvieron una respuesta de escape de 39 coletazos. Recientemente Robles-
Romo et al (2014) evaluaron el estado energético del camardon blanco L.
vannamei en la respuesta de escape, presentando un maximo de 29 flexiones

abdominales.

En cuanto al periodo de duracion de la respuesta de escape en el presente
estudio, podemos observar una relacion directa con el nimero de “coletazos™ la
cual tiene sentido si consideramos que una menor capacidad de respuesta

implica que los organismos se agoten mas rapidamente. El menor tiempo fue de
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30 segundos para los camarones del tratamiento comercial, mientras que el
mayor tiempo fue de 55 segundos para los camarones alimentados con visceras
de hacha. Estos valores de manera general se encuentran dentro de los valores
reportados en trabajos previos: 59 segundos para Orconectes limosus (Gade et
al., 1984), 20 segundos en P. serratus (Thébault et al., 1997), mientras que para
Marsupenaeus japonicus el tiempo de respuesta fue de apenas 9 segundos (Yu
et al., 2009). En un estudio mas reciente, Robles-Romo et al 2014 reportaron un
tiempo de duracion de la respuesta de escape de 25 segundos en L. vannamei
alimentado con el mismo alimento comercial, lo cual fue incluso ligeramente
menor al tiempo obtenido en el presente estudio para este tratamiento. En este
sentido es posible que otro dato Gtil a considerar ara evaluar el “vigor fisiologico™
no sea Unicamente el numero de “coletazos™ presentado y la duracién de la
respuesta de escape antes de alcanzar el estado de agotamiento, sino la
frecuencia de “coletazos”. Asi, en nuestro trabajo en el tratamiento considerado
como el peor desempefio (alimento comercial), se presentaron 23 coletazo en
30 segundos, que equivale a 0.77 coletazos/seg., mientras que en el estudio de
Robles-Romo et al. (2014), la frecuencia fue de 1.16 coletazos/seg que podria
sugerir una mejor condicion dada las condiciones experimentales en tinas
grandes (3m de didmetro) comparado con las condiciones del presente trabajo
en acuarios pequefos. Sin embargo, en el presente trabajo no parece haber
muchas diferencias en las frecuencias de “coletazos” dado que el tratamiento
con mejor desempefio (visceras de hacha) presenté una frecuencia de 0.75
coletazos/seg, mientras que para el desempefio mas bajo (alimento comercial)
fue de 0.77 coletazos/seg, con valores similares para los otros dos tratamientos:
0.87 y 0.74 coletazos/seg para visceras de calamar y alimento laboratorio,

respectivamente.
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9.2.2 Metabolismo energético en la respuesta de escape

9.2.1 Fosfato de arginina

El aporte energético durante la respuesta de escape en crustaceos derivado del
uso de fosfagenos de alta energia como el fosfato de arginina es un tema
ampliamente estudiado (Gade, 1984; Thebault y Raffin, 1991; Thebault et al.,
1997; England y Baldwin, 1983). Un gran niamero de trabajos de investigacion
se han realizado en diversos crustaceos decdpodos en los cuales se ha
demostrado una disminucién del fosfato de arginina desde un 50% hasta en un
97 % por efecto de estrés en la respuesta de escape (England y Baldwin 1983;
Gade, 1984; Thébault y Raffin, 1991; Thébault et al., 1997).

En el presente estudio se observé una disminucion del 64% del fosfato de
arginina en camarones L. vannamei sometidos a un estrés por manipulacion para
generar la respuesta de escape. Los resultados obtenidos en este estudio
concuerdan con lo reportado para otras especies de decapodos, un ejemplo es
el estudio realizado por Thébault et al (1994) en el que se reportdé una
disminucién del 60% en el fosfato de arginina en P. elegans y P. serratus tras
realizar respuesta de escape por estimulacion eléctrica. Para L. vannamei,
Robles-Romo et al (2014) reportaron una disminucién del 75% en el fosfato de
arginina después de realizar 29 flexiones abdominales en respuesta de escape

por efecto de estrés por manipulacion.

La disminucion en la concentraciéon de Arg-P por efecto del tipo de alimento
consumido, indica que los camarones alimentados con visceras de hacha
presentaron un mayor agotamiento de sus reservas de Arg-P (97%) lo cual
concuerda con el mayor desgaste fisico en la respuesta de escape, dado que
con este alimento se presentd el maximo de 41 flexiones en 55 segundos. Esta
disminucién en las reservas de fosfagenos hasta casi su agotamiento, en
periodos de corta duracion, valida el uso de la Arg-P en condiciones
desfavorables como es un evento de estrés por manipulacion (Gade et al., 1984;
Thebault et al., 1994; Thébault et al., 1997)
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8.2.2 Carga energética adenilica (CEA)

La respuesta metabdlica y respiratoria de crustaceos al estrés se tiene bien
documentada en decdpodos; Se sabe que la concentracion de ATP y CEA puede
disminuir en funcion del tipo de estresor, asi como de la capacidad fisiol6gica del
organismo para hacer frente a esta situacion (England y Balwin, 1983). Gade
(1984), report6é una disminucion significativa en los valores de ATP (12%) y de la
CEA (16%) en organismos estresados por estimulacion para generar la
respuesta de escape en Orconectes limosus, realizando 66 flexiones
abdominales en un periodo de 59 s. En un estudio similar, England y Baldwin
(1983) reportan en Cherax destructor una disminucion mas pronunciada de ATP
(40%) y CEA (28%) tras realizar un maximo de 60 flexiones abdominales.
Robles-Romo et al (2014) reportan una disminucién en la concentracion e ATP
(35%) y CEA (18%) respectivamente en camarones L. vannamei estresados con
una respuesta de escape de 29 coletazos en un periodo de 25 segundos. En el
presente estudio se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
ATP y la CEA por efecto de estrés, observando una disminucion en la
concentracion de ATP (25%) y en la CEA (35%) en los organismos que se
encontraron sometidos a un estrés por manipulacion, lo cual coincide con los

resultados en los estudios antes mencionados.

Estas diferencias pueden ser atribuidas al régimen del ejercicio, lo que ocasiona
una caida de la concentracion de ATP y la CEA, al mismo tiempo que incrementa
la concentracion de ADP y AMP (Atkinson y Walton, 1967; Atkinson, 1968). A
pesar de no existir diferencias significativas por efecto de la condicion de estrés,
se registré un incremento en las concentraciones de ADP y AMP en los
organismos estresados con respecto de grupo control. Este efecto coincide con
los eventos que se presentan durante un evento tipico de estrés agudo, en el
cual se presentan una serie de cambios fisiolégicos en el musculo de crustaceos,
los cuales se caracterizan por el agotamiento en las reservas de Arg-P y una
disminucién considerable en la concentracion de ATP, al mismo tiempo que las
concentraciones de ADP y AMP tienden a incrementarse (Méndez et al. 2001;
Gornik et al 2008; 2010). Sin embargo, estas diferencias pueden de igual forma

ser atribuidas a las reservas de fosfato de arginina presentes en el musculo,
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atenuando la disminucién de la concentracion de ATP y la CEA en el musculo de
los camarones durante el evento de estrés. Es bien sabido que la capacidad en
la respuesta de escape en camarones peneidos depende en gran medida de los
almacenes energéticos de metabolitos como ATP, fosfagenos de alta energia
(Arg-P), glucégeno, lactato, entre otros (Peterson, 1993; Hervant et al. 1999;

Morris y Adamczewska, 2002).

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
ATP entre los diferentes alimentos experimentales utilizados en el presente
trabajo de investigacion, donde las mayores concentraciones de ATP se
registraron en los alimentos de visceras de callo de hacha y calamar. A la fecha
no se cuenta con estudios que relacionen la concentracion de Arg-P o ATP en
musculo de decapodos en relacion al tipo de alimento consumido; sin embargo,
se ha reportado que la composicidbn quimica de algunas materias primas
utilizadas en la elaboracion de alimentos formulados, como son la harina de
calamar y algunas especies de almejas, contienen altas concentraciones de
nucleétidos. Diversos autores han reportado la incorporacién de nucleétidos
como suplemento en el alimento de organismos en cultivo, mostrando un gran
namero de efectos benéficos como un mayor crecimiento, reduccién en la
susceptibilidad a enfermedades, asi como un incremento en la tolerancia al
estrés (Burrells et al., 2001; Leonardi et al., 2003).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de lactato y glucégeno en muasculo por efecto del estrés por
manipulacion. Esto se debe posiblemente a que el tiempo de exposicion al
agente estresor no fue lo suficientemente intenso para activar el metabolismo
anaerobico. Robles-Romo et al (2014) aplicaron un agente estresor para producir
la respuesta de escape en L. vannamei, logrando un total de 29 flexiones
abdominales en un tiempo de 20 segundos, condicion en la cual tampoco se
observaron cambios en el glucégeno o el lactato muscular; se puede apreciar un
incremento en el lactato a nivel de hemolinfa que no fue evaluado en el presente

trabajo.
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De hecho, el incremento en la concentracion de lactato es un evento
caracteristico de la respuesta de estrés, pero que resulta mas evidente en
hemolinfa que en el tejido muscular o hepatopancreas. Se ha sugerido que los
crustaceos decapodos poseen un eficiente sistema de eliminacion del lactato

muscular hacia la hemolinfa (Yu et al., 2009; Aparicio-Simon et al., 2010).

Otro aspecto importante de sefialar es que algunos organismos del grupo de
alimento comercial, al aplicarles un estimulo estresor agudo, presentaron
contractura muscular, ademéas de presentar una coloracion blanca en la parte
dorsal del musculo abdominal, lo que redujo considerablemente su capacidad de
realizar flexiones abdominales para efectuar la respuesta de escape. Thébault y
Raffin (1991), en un estudio con P. serratus se registraron 10-40 flexiones
rapidas y vigorosas, seguido de una serie de 5-10 flexiones de menor intensidad
hasta alcanzar el agotamiento, registrando la aparicion de una coloracién
blanquecina en el musculo abdominal, de manera similar a lo ocurrido en los

camarones del grupo comercial en el presente estudio.

La rapida contractura del musculo abdominal de estos organismos puede
deberse en gran parte a la fatiga muscular, producto de una actividad fisica
intensa como lo es la respuesta de escape. Se sabe que un ejercicio de alta
intensidad con frecuencia lleva a un rapido descenso en la funcion contrdctil,
ocasionando fatiga muscular. Existe una relacién causal entre el metabolismo
anaerébico y la fatiga muscular: esto es, que algunas consecuencias del
metabolismo anaerdbico causan la disminucion de las funciones contractiles. La
hidrolisis del glucégeno anaerdbico lleva a una acumulacion intracelular de
acidos inorgéanicos, de los cuales el acido lactico es el mas importante. El &cido
lactico es un acido fuerte, este se disocia en lactato y H+. Los iones de lactato
pueden tener un pequefio efecto sobre la contraccion muscular; sin embargo, el
incremento en los iones H+ (reducen pH o acidosis) es la causa clasica de fatiga

del musculo esquelético (Robergs et al., 2004; Kano et al., 2012).

En el presente estudio, se observé una disminucion en la concentracion de
proteinas y lipidos totales en musculo de camaron por efecto del estrés por

manipulacion en la respuesta de escape. Los lipidos y las proteinas son
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combustibles metabdlicos que se almacenan en los principales tejidos como
musculo y hepatopancreas en camarones y durante una condicion adversa como
lo es un evento de estrés en cultivo, los camarones utilizan sus reservas tanto
de lipidos como de proteinas como fuente de energia, para hacer frente a las
altas demandas de energia generadas en esta condicion (Racotta y Palacios,
1998; Rosas et al., 2002; Mercier et al., 2006).

9.3 Bioquimica post-mortem

9.3.1 Fosfato de arginina

Los cambios post-mortem en el masculo de camarones peneidos son complejos,
interconectados y mediados por multiples factores; siendo el efecto del factor
tiempo post-mortem uno de los temas mas estudiados. En condiciones post-
mortem se sabe que en el musculo de crustaceos, los transportadores de alta
energia (Arg-P) se degradan antes de la disminucion del ATP, y estéa influenciada
por diferentes factores como son temperatura, estrés ante-mortem, tiempo de

almacenamiento, etc.

En el presente estudio se observd una caida significativa (84%) de la
concentracion de la Arg-P en musculo, desde la cosecha hasta el dia 4 post-
mortem. Shidama et al (2000) registraron altas concentraciones del fosfato de
arginina (30 pumol g*) en el tiempo cero, con una concomitante caida del 80% a
las 20 horas, hasta su agotamiento a las 48 horas post-mortem en un estudio
realizado con la langosta Homarus americanus almacenada a 0°C. Gornik et al
(2008; 2010) registraron una concentracion inicial de Arg-P de 40 umol g* para
el tiempo cero en el masculo abdominal del crustaceo Nephrops norvegicus, con
una disminucién del 90% en la concentracion de Arg-P a las 12 horas, hasta su

agotamiento a las 24 horas post-mortem.

En este estudio se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
Arg-P en masculo de camaron por el efecto combinado de los diferentes tiempos
post-mortem y la condicion de estrés, encontrando una disminucidon mas
pronunciada en los primeros dos dias de almacenamiento en los niveles de Arg-
P en camarones no estresados. En contraste y al como se discutié anteriormente

para organismos sometidos a estrés ante-mortem, las reservas de Arg-P se
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encontraron casi agotadas, por lo cual ya no se observd una disminucion
adicional durante el tiempo post-mortem. Se tiene reportado que las reservas de
Arg-P se agotan en las primeras 24 horas post-mortem (Gornik et al., 2010). En
el presente estudio se registro una disminuciéon del 84% de la Arg-P en musculo
de L. vannamei sometidos a estrés por manipulacion, asi como el agotamiento
de la Arg-P para los tiempos dos y cuatro post-mortem, lo cual resulta consistente
con lo mencionado en trabajos antes citados que con el estrés ante-mortem
posible una disminucion adicional dela Arg-P. Por el contrario se observé un
ligero aumento no significativo de Arg-P entre el tiempo cero y do dias post-
mortem, que dificilmente se puede explicar y que debe ser analizado méas a fondo

para ver si se trata de un efecto real.

9.3.2 Nucleotidos

Los camarones alimentados con visceras de callo de hacha mostraron una
mayor concentracion de ATP en organismos recién sacrificados (2.2 pumol g1).
La mayor concentracion de ATP en este grupo de camarones en particular,
pudiera ser el resultado de un mayor estatus energético que concuerda con un
mayor contenido de Arg-P. Como ya se menciond anteriormente la Arg-P
desemperia una funcion de buffer energético, aportando fosfatos de alta energia,
en condicion post-mortem, el contenido de ATP incrementa por un periodo corto
de tiempo, debido a que los nucleétidos son regenerados por la degradacion de
la Arg-P previo a la destruccion del ATP (lwamoto et al., 1988). Por lo tanto, la
degradacion de la Arg-P antecede a la degradacion del ATP, indicando de este
modo que una mayor reserva de fosfagenos al momento del sacrificio, alarga el
tiempo de degradacion de los nucleotidos (Delbarre-Ladrat et al., 2006; Albalat
et al., 2009; Gornik et al., 2010).

El ATP es el nucleétido predominante en todos los organismos al momento del
sacrificio, y este comienza a degradarse rapidamente durante las primeras horas
post-mortem, agotandose practicamente para los tiempos dos y cuatro post-
mortem (Hiltz y Dyer, 1970; Gornik et al., 2008; Albalat et al., 2009). Los
resultados encontrados en el presente estudio, concuerdan con el estudio de

Diaz-Tenorio (2006) donde se reportd una caida en la concentracion de ATP en
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el masculo del camaron blanco L. vannamei, la cual disminuy6 drasticamente a

las 12 horas y agotandose a las 24 horas post-mortem.

La concentracion inicial de ATP depende de distintos factores como son: la
especie, el tipo de tejido, el estado nutricional, el método de captura, asi como
la temperatura y el tiempo de almacenamiento (Huss, 1995). La concentracion
de ATP en el presente estudio para el tiempo cero fue de 4 umol g2, lo cual
resulta consistente con lo reportado para Nephrops norvegicus 3.5 pmol g*
(Gornik et al., 2010) y un tanto menor a lo reportado previamente para otras
especies de crustaceos: 9.53 umol g* para Scylla serrata (Chiou y Huang, 2003),
6.81 umol g en L. vannamei (Robles-Romo et al., 2014) y 4.5 umol g en
Chionoecetes opilio (Hiltz y Bishop, 1974).

Con respecto a la concentracibn de ADP, se encontraron diferencias
significativas por efecto del factor tiempo post-mortem. La degradacion de
nucleodtidos se presenta durante las primeras 24 horas post-mortem y comienza
con la hidrolisis del ATP a ADP, por lo que las concentraciones de ADP se
presentan altas en durante las primeras 12 horas post-mortem (10 pmol g,
seguidas de un decremento en la concentracion de ADP, hasta su agotamiento
a las 24 h post-mortem (Diaz-Tenorio, 2006). Gornik et al (2010) describen una
concentracion inicial baja de ADP en el musculo de Nephrops norvegicus al
momento del sacrificio con un pico maximo de concentracion a las 12 horas post-
mortem (2 umol g*1). Los estudios anteriores coinciden con lo reportado en el
presente estudio, donde se observé una mayor concentracion de ADP en
organismos recién cosechados (2.5 umol g*), seguido del agotamiento de este
nucledtido en los tiempos post-mortem siguientes que son posteriores al

intervalo en donde se incrementa el ADP (12 hrs).

Por otra parte, la aplicacion de una condicién de estrés por manipulacién por
efecto de la respuesta de escape en el presente estudio, generd un incremento
en la concentracion de ADP en organismos sometidos a estrés (3.2 umol g1). El
incremento en la concentracion de ADP en musculo se debe al efecto de la
condicion de estrés (como lo es la respuesta de escape en crustaceos

decépodos), la cual tiene un efecto acelerador sobre la tasa de degradacion de
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nucleotidos, metabolizando rapidamente las reservas de ATP, al mismo tiempo
que la concentracion de ADP y AMP incrementan (England y Baldwin, 1983;
Thébault et al., 1997; Morris y Adamczewska, 2002).

En condiciones post-mortem, la aplicacion de un agente estresor ante-mortem,
influye considerablemente en el curso de los eventos post-mortem (Gornik et al.,
2008; 2010). En condicion post-mortem los camarones no estresados
presentaron bajas concentraciones de ADP y AMP en las primeras horas
posteriores al sacrificio; seguido de un aumento paulatino en la concentracion de
ADP en las primeras 24 horas, acumulandose considerablemente el AMP al dia
2 post-mortem. Sin embargo al aplicar un agente estresor, la concentracion inicial
de ADP se incrementa al tiempo cero, causando el agotamiento en las primeras
12 horas post-mortem. Una condicion de estrés causa un efecto acelerador en
los tiempos de degradacion de los nucle6tidos, ocasionando que la hidrélisis del
ADP a AMP ocurra en un menor tiempo (Hiltz y Bishop, 1974; Gornik et al., 2008;
2010).

Saito et al. (1958) y subsecuentemente Arai (1966), indicaron que la ruta
degradativa de nucleétidos en invertebrados marinos puede diferir a lo reportado
para peces y vertebrados superiores, concluyendo que la principal ruta de
conversion es de AMP a Inosina. En el masculo de crustaceos, sin embargo, una
ligera actividad de la AMP desaminasa se demostré en langostas (Dingle et al.,
1968), resultando en la formacion de IMP, lo cual ocurre principalmente en la

condicion post-mortem, tal como se discutird mas adelante.

La concentracion de IMP en organismos recién sacrificados con frecuencia es
reportada como indetectable debido a las bajas concentraciones (Diaz-Tenorio,
2006; Gornik et al., 2010). Los niveles de IMP en L. vannamei en este estudio en
el tiempo al tiempo cero no fueron detectables. Sin embargo, en algunos casos
y a pesar de la baja actividad de la AMP desaminasa, el aumento de la
concentracion de IMP se ha reportado no solo en condiciones post-mortem, sino
también en crustaceos vivos expuestos a condiciones de estrés (Paterson, 1993;
Albalat et al., 2009; Robles-Romo ,2014). En otros estudios, la concentracion de

IMP se mantuvo por debajo del limite de deteccibn aun en organismos
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estresados por la respuesta de escape (Gornik et al., 2010). Lo antes descrito,
podria explicar que el efecto depende de la duracion o intensidad del agente
estresor. Sin embargo, en el presente trabajo no se observo un incremento de la
concentracion de IMP por efecto de la condicion de estrés mediante la respuesta

de escape.

En los primeros estadios de la condicion post-mortem, el ATP en el musculo de
casi todas las especies los peces y mariscos son degradadas rapidamente a
hasta IMP. El IMP es el resultado de una reaccion de desaminacion del AMP,
mediada por la enzima AMP desaminasa tiende a acumularse posterior a 24
horas post-mortem, seguido de una inminente degradaciéon para dar paso a la
acumulacion de Hx (Connell y Shewan, 1980; Kenish y Kramer, 1986; Murata y
Sakaguchi, 1989). La disminucién del ATP y el aumento del IMP en condicion
post-mortem son efectos tipicos reportados en esta etapa en los organismos
marinos, lo cuales pueden observarse después de horas o dias (Matsumoto y
Yamanaka., 1990; Mandes et al., 2001). Diaz-Tenorio (2006), reportdé un
incremento en la concentracion de IMP en el musculo de camaron L. vannamei
mantenido a 0°C, con una maxima acumulacion de este nucleotido a los 8 dias
(15 pmol g?), seguido de una disminucién hasta su agotamiento a los 30 dias
post-mortem. EI incremento del IMP en condicibn post-mortem ha sido
ampliamente documentado en diversos crustaceos y moluscos, los cuales
pueden variar en funcién de diversos factores con valores de: 2 umol gten Scylla
serrata después de 4 dias en hielo (Chiou y Huang, 2004), 0.4 umol g en lllex
argentinus tras 6 dias en hielo (Sahedhal et al., 2008) y 0.3 umol g* en Haliotis
discus mantenido a 10 °C por 7 dias (Watanabe et al., 1992). En el presente
estudio se encontr6 un aumento significativo de la concentracion de IMP en
musculo con respecto al paso del tiempo post-mortem, registrando una maxima
acumulacién de IMP (0.4 pmol g*) a los cuatro dias post-mortem. El incremento
de IMP coincide con lo reportado previamente en diversos trabajos, sin embargo,
la concentracion maxima acumulada es menor a lo reportado en otras especies

de crustaceos.
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La baja concentracion de IMP observada en el presente trabajo puede estar
asociada al tipo y tiempo de las condiciones post-mortem, el cual resulté no ser
tan intenso como para generar una respuesta mayor en la degradacion del IMP
después de transcurridos cuatro dias post-mortem. Sin embargo, la baja
acumulacion de IMP en mdsculo aun a los cuatro dias post-mortem, podria
asociarsele como un efecto poco deseado, considerando que el IMP es un
indicador de frescura en productos marinos. Esto resulta sumamente importante
en términos de calidad, ya que el IMP ha sido considerado como un componente
activo relacionado con el sabor en diversas especies de crustdceos como
Nephrops norvegicus, Chionoecetes opilio, entre otros (Hayashi et al., 1981,
Shahidi y Botta, 1994; Shirai et al., 1996). Por lo tanto, un aumento gradual de la
concentracion de IMP, asi como una degradacion mas lenta de los nucledétidos,
pudieran influenciar de manera directa en la palatabilidad del tejido de crustaceos
(Hughes y jones, 1966; Haard, 1992).

Los perfiles de produccion de Hx en musculo durante el periodo post-cosecha
mostro diferencias significativas en el cambio en la concentracion de Hx durante
los primeros cuatro dias post-mortem. La concentracion de hipoxantina en el
presente estudio en organismos recién cosechados fue muy baja con valores
cercanos a cero. Las bajas concentraciones de Hx en el tiempo cero, coinciden
con lo publicado por Gornik et al (2010), en el que no fue posible la deteccién de
este nucledtido, aun en organismos sometidos a estrés. La mayor concentracion
de Hx se presentd en el dia cuatro post-mortem, registrando concentraciones
cercanas a 1 umol g*. Un incremento similar ha sido reportado en estudios
previos en crustaceos, Chiou y Huang (2004), registraron concentraciones de
Hx de 1.3 pumol g* en Scylla serrata en tejidos almacenados a 10°C durante 6

dias.

La produccion de hipoxantina muestra una alta correlacion con el sabor amargo
en los productos acuicolas (Fletcher y Statham, 1988). Por lo tanto, el rapido
incremento de la concentracion de hipoxantina en los tejidos implica una pérdida
en la calidad del musculo para su consumo durante su almacenamiento. Sin

embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran una baja
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concentracion de Hx durante los primeros cuatro dias post-mortem, y no en
relacion con el tipo de alimento por lo cual no existe ninguna ventaja de algin
alimento en particular que se relacione con una produccion mas lenta de Hx y
por ende en una mayor vida de anaquel. En realidad se esperaba una interaccion
entre el tipo de alimento y estrés, partiendo de la hipétesis que en organismos
sometidos a estrés, se aceleraba la cascada de hidrdlisis de ATP con produccion
de AMP que se transformaba a IMP y posteriormente en Hx. Sin embargo, este
no fue el caso dado que el AMP no se incrementé en animales sometidos a estrés
ante-mortem ni tampoco tuvo un curso temporal diferente en la condicion post-
mortem dependiendo del estrés ante-mortem. En consecuencia, el IMP tampoco
se vio afectado por la condicidn de estrés ni tampoco por la interaccion estrés-
tiempo post-mortem. Lo anterior contrasta con Gornik et al (2010) en el cual si
hay un incremento del AMP por estrés ante-mortem por ejercicio y emersion. Por
ende, la produccion de IMP post-mortem fue prematura en animales sometidos
a condiciones de estrés, aunque no se tradujo en una produccion previa de HXx.
Las diferencias entre el presente trabajo y el de Gornik se pueden deber a varias
razones como la especie y su susceptibilidad particular al estrés, la naturaleza y

la intensidad del estimulo estresor, entre otras.

Por ultimo, el efecto del tipo de alimento sobre los niveles de IMP con valores
menores para los camarones alimentados con visceras de hacha podria sugerir
una menor palatabilidad que sin embargo tendria que evaluarse con pruebas
formales de paneles de degustacion. Por el contrario y aunque los efectos no
fueron significativos, la menor aparicién de IMP coincide también con niveles
menores de Hx n el tratamiento de visceras de hacha, lo cual sugeriria hasta
cierto punto que los camarones alimentados con visceras de hacha

permanecieron ‘'mas frescos” durante el tiempo de congelacion analizado.
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9.3.3 Lipidos totales

En el presente trabajo el andlisis del contenido de lipidos totales en
hepatopancreas no mostrd diferencias significativas por efecto del tiempo post-
mortem. En el tejido muscular se registr6 un incremento del 23% en la
concentracion inicial de lipidos totales al tiempo cero (85 mg g1), alcanzando una
méaxima concentracion de este metabolito al dia cuatro post-mortem (110 mg g
1). Estos resultados, coinciden con lo reportado por Losada et al. (2006), donde
se reporté un incremento del 40% tras 5 dias en condicidén post-mortem en el
contenido de lipidos totales en muestras de Sardina pilchardus, bajo dos
condiciones de enfriamiento.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio contrastan diversos
estudios en los que se ha reportado un efecto contrario con la disminucion del
contenido total de lipidos con el aumento de los dias post-cosecha. Gandotra et
al. (2012), reportaron una disminucion del 82% del contenido de lipidos totales
en muestras de musculo de Mystus seenghala almacenadas a 4°C. Arannilewa
et al. (2005) obtuvieron una pérdida del 25% de lipidos totales en musculo de
tilapia Sarotherodun galiaenus, después de 60 dias de almacenamiento a 4°C.
En un estudio similar, Siddique et al. (2001), encontraron una disminucién del
35, 22 y 19% del contenido total de lipidos durante su almacenamiento en
congelacién en Puntius sophore, P. gonionotus y P. sarana respectivamente.
La disminucién del contenido de lipidos totales en tejidos de diversos productos
acuicolas durante el periodo post-cosecha, se ha atribuido principalmente a
procesos de oxidacion de lipidos, especialmente en &cidos grasos altamente
insaturados. La degradaciéon de los HUFA por auto-oxidacién durante su
almacenamiento pueden llevar a la formacion de acidos grasos libres y
compuestos volatiles asociados con la rancidez (Pazos et al., 2005). Los cambios
relacionados con la fraccion lipidica en condicidbn post-mortem se encuentran
estrechamente relacionados con el sabor y la textura de la carne (Losada et al.,
2006). Durante largos periodos de los productos en almacenaje, la oxidacion de
los lipidos se intensifica, pudiendo observar cambios en la coloracion, asi como
en la calidad y valor nutricional de diversos productos acuicolas (Dragoev et al.,
1998).
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9.3.4 Acidos grasos

Los porcentajes de 4cidos grasos variaron en relacion al origen de las materias
primas utilizadas en la elaboracion de los alimentos, registrando diferencias
significativas para los diversos grupos de acidos grasos en musculo y
hepatopancreas. Los alimentos elaborados con subproductos de callo de hacha
y calamar presentaron un mayor porcentaje de los acidos grasos altamente
insaturados HUFA (22-27 %), DHA (9.7-13.3%), EPA (9-10%) y ARA (3.3%), en

relacion al alimento laboratorio.

El porcentaje de DHA y EPA en las visceras de calamar se encontro por debajo
de los valores reportados en glandula digestiva por de Moreno et al. (1998). Por
otra parte, las visceras de callo de hacha presentaron valores de DHA similares
a lo reportado por Caers et al. (1999) en génadas; mientras que el porcentaje de
EPA fue similar a lo encontrado por Racotta et al. (2008) en génadas. Por otro
lado, el valor de ARA fue superior a lo reportado por Caers et al. (1999) en

glandula digestiva y gonadas.

Estas variaciones encontradas en la composicion quimica de las materias primas
empleadas en la elaboracion de harinas de origen marino se encuentran
asociadas a diversos factores, como el lugar o temporada de captura,
caracteristicas propias de la especie, como la edad o el estado fisioldgico, sexo
0 a condiciones del procesamiento mismo, si la harina se elabora de un

organismo completo o solo de subproductos de este (Fenucci, 2007).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de acidos grasos por efecto de la condicion de estrés. Sin embargo,
en los camarones alimentados con visceras de callo de hacha y calamar, se
registré un mayor porcentaje de DHA y EPA, que son acidos grasos a los que se
les ha atribuido un efecto atenuador del estrés. Si bien no se encontré un efecto
directo de estos acidos grasos sobre la condicion de estrés como tal, cabe la
posibilidad que la acumulacion de estos HUFA a través del consumo del alimento
pudiera tener un efecto sobre la condicién fisiologica de los camarones
incrementando el desemperio de estos durante el cultivo (Palacios et al., 2004).

De acuerdo a lo antes mencionado, en el presente estudio, los camarones
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alimentados con subproductos de callo de hacha y calamar mostraron un notable
mayor desempefio en cultivo en los atributos de sobrevivencia, ganancia en
peso, alimento consumido y tasa de crecimiento, lo cual resulta consistente con
lo antes discutido. En estudios preliminares, se ha reportado que un suplemento
de HUFA en el alimento mejora el crecimiento y la supervivencia de los
camarones peneidos, tanto en estadios larvales como en juveniles (Millamena et
al., 1988; Léger y Sorgeloos, 1992; Rees et al., 1994: Kontara et al., 1997;
Gonzalez-Félix et al., 2003).

Por otra parte, el DHA y EPA no son los Unicos acidos grasos asociados a la
respuesta de estrés. Recientemente, se han propuesto nuevos acidos grasos
altamente insaturados como moléculas capaces de modular e incrementar la
condicion fisiologica, asi como la respuesta inmune (Calder, 2001). Un ejemplo
de estos acidos grasos es el ARA, un HUFA de la serie n-6, precursor de
eicosanoides, los cuales se ha demostrado que son mediadores del sistema
inmune (Stanley y Miller, 2006).Uno de los principales eicosanoides derivados
del ARA son las prostaglandina PGE2, las cuales se ha demostrado que en
peces cumplen funciones estructurales de las membranas mitocondriales,
actuan en la respuesta inflamatoria y ayudan a una mayor respuesta al estrés
ambiental, (Bell y Sargent, 2003). Aguilar et al. (2012), reportaron una mayor
tolerancia al estrés por hacinamiento en el camarén blanco L. vannamei
alimentados con dietas con un alto contenido de ARA, atribuyendo este efecto a

una mayor produccion de PGE2.

Por otra parte, se ha reportado en diversas especies de peces, el efecto del
tiempo post-mortem sobre la fraccion lipidica, especificamente en la disminucion
del contenido de &cidos grasos. Nazemroaya et al. (2009), registraron una
disminucién en el contenido de acidos grasos DHA 45%, EPA 53%, ARA 57%,
asi como un incremento en los valores de peroxido (de 2,41 a 15.41) en
macarela Scomberomorus commersons después de 6 meses de
almacenamiento a -18°C. La disminucién en la composicion de acidos grasos en
peces ha sido atribuida a la oxidacion de lipidos por la formacion de

hidroperoxidos. Los cambios oxidativos en los lipidos de peces congelados
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pueden ser originados por la presencia de radicales libres, los cuales son
indicadores de estos procesos (Dragoev et al., 1998). Estos tipos de radicales
son facilmente formados en los tejidos de peces durante su almacenamiento en
condicion post-mortem, debido a su alto contenido de HUFA. En el presente
estudio no se encontraron cambios en el contenido de acidos grasos por efecto
del tiempo post-mortem, ni aun sumado con el efecto de la condicion de estrés.
A pesar de no haber realizado ninguna prueba de estrés oxidativo para la
deteccion de radicales libres y compuestos secundarios de la oxidacion de
lipidos, al no presentar cambios en el contenido de acidos grasos en el maximo
tiempo (cuatro dias post-mortem), los resultados indican que es posible que no

exista dafio oxidativo en los tejidos (musculo y hepatopancreas).

Comparando las concentraciones de acidos grasos de las harinas
experimentales de visceras de callo de hacha y calamar, contra harinas de
pescado utilizadas comunmente en alimentos acuicolas, como las de anchoa y
arenque, podemos concluir que las harinas experimentales resultan un buen
sustituto de las harinas de pescado, desde el punto de vista del contenido de
HUFA, ya que el contenido de las harinas de pescado oscila entre 15-19% de
DHA y 10-15% de EPA (Garcia-Galano et al., 2007), y los contenidos de harinas
de visceras para las de calamar ronda en 20% para DHA y 15% de EPA; y para
las de callo de hacha en aproximadamente 20% de DHA 'y 17% de EPA.

9.3.5 Pigmentos

En el presente estudio se registr6 una baja concentracién de pigmentos
carotenoides en los diferentes alimentos probados tanto en musculo como en
hepatopancreas, principalmente en el los camarones alimentados con visceras
de callo de hacha y calamar. Escarria et al (1989) reportan que en las harinas de
visceras de callo de hacha los principales pigmentos que podemos encontrar son
luteina y astaxantina. Latscha (1989) menciona que en L. vannamei, alrededor
de 95% de la astaxantina se encuentra esterificada, unida a carotenoproteinas
en el cefalotérax y exoesqueleto, y el resto esta en forma libre, principalmente
en la glandula digestiva y el musculo. Con base a lo antes mencionado, pudiera

explicarse la baja concentracion de pigmentos carotenoides en los tejidos
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analizados, debido a que la unién de la proteina con el pigmento enmascara la
pigmentacién del musculo, dificultando el poder cuantificarlo.

Con respecto al efecto de la condicién de estrés, se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de pigmentos carotenoides en musculo de
camaron, encontrando una mayor concentracion de pigmentos en organismos
estresados (3.9 mg/100g), con respecto de los organismos de la condicién
control (2.6 mg/100g). Se ha reportado que bajo condiciones de estrés, algunos
organismos pueden hacer uso de sus reservas metabolicas como son las
proteinas, como fuente de energia para hacer frente a las altas demandas de
energia generadas en esta condicion (Racotta y Palacios, 1998; Rosas et al.,
2002; Mercier et al., 2006). Con base en lo anterior, es posible que el uso y
movilizacion de proteinas por efecto de estrés, provoque un aumento en la
concentracion de pigmentos carotenoides, al liberarlos de la union con la

proteina.

Se registraron diferencias significativas en la concentracion de pigmentos
carotenoides con respecto al efecto del tiempo post-mortem en el musculo de
camarédn, registrandose un incremento en el contenido de pigmentos
carotenoides al tiempo cero (2.0 mg/100g) al dia cuatro post-mortem con una
concentracion de 4.5 mg/100g. Este efecto puede estar relacionado a que bajo
condiciones post-mortem, el tejido muscular de peces, crustdceos y moluscos se
encuentra susceptible a degradacién de proteinas por la acciébn enzimatica
(proteasas) (An et al., 1996).

Dentro del grupo de las proteasas, las catepsinas son enzimas que estan
inactivas generalmente en el tejido vivo, y pueden ser activadas por la actividad
fisica intensa, asi como los procesos de congelacion y descongelacion del
musculo en condicién post-mortem. Se ha reportado que las catepsinas D y L
desempeiian un papel primordial en la degradacién autolitica del tejido del
pescado. Se sabe que estas enzimas son mucho menos activas en presencia
de ATP, lo cual sugiere que estas enzimas estarian activas so6lo en el musculo
de pescado post mortem. Por lo tanto, la fuerte actividad de las catepsinas en

condicion post-mortem, favorecen la degradacion de proteinas musculares, lo
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que favoreceria el desprendimiento de los pigmentos que originalmente se
encontraban unidos a la proteina, lo cual explicaria el incremento en la
concentracion de pigmentos carotenoides con respecto del tiempo post-mortem
(Bahuaud et al., 2010; Zhou et al., 2014).
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10. CONCLUSIONES

1) La sustitucion total de la harina de pescado en el alimento de camaron por
subproductos de pesca (visceras de calamar y callo de hacha) ricos en HUFA,

resulté en un mayor desempefio en cultivo de los camarones.

2) La sustitucion total de la harina y el aceite de pescado en el alimento de
camaron por harinas de subproductos de pesca ricos en HUFA, incremento el
vigor fisiologico inferido por la capacidad de respuesta de estrés de los

camarones.

3) Los camarones alimentados con harinas de visceras de callo de hacha
mostraron un mejor estatus energético en términos de carga energética adenilica
(CEA) y niveles e fosfagenos que los que fueron alimentados con alimento

comercial, lo cual podria explicar la mayor capacidad de respuesta de escape.

4) Independientemente el tipo de alimento consumido, los bajos niveles de HXx,
asi como los altos niveles de IMP en musculo indican que no se pierde
sustancialmente la “frescura” del camarén durante el almacenamiento a 0°C

durante 4 dias.

5) La composicion de acidos grasos en los diferentes tejidos analizados se vio
afectada unicamente por el efecto del tipo de alimento consumido, con un mayor
porcentaje de HUFA (DHA, EPA y ARA) en los camarones alimentados con

subproductos de calamar y callo de hacha.

6) No se observd ningun efecto significativo del estrés ante-mortem y del
almacenamiento a 0°C durante 4 dias sobre el perfil de 4cidos grasos esenciales

del camaron, por lo que se descarta un posible dafio oxidativo.

7) La sustitucion de la harina y el aceite de pescado por el uso de subproductos
de calamar y callo de hacha en la elaboracion de alimento para camaron,
mostraron caracteristicas satisfactorias e incluso superiores en los parametros
bioldgicos, nutricionales y energéticos, con respecto a un alimento convencional

de laboratorio o comercial.
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