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Resumen

Los sistemas de cultivo hiper-intensivos implican la exposicién de los camarones a
condiciones de estrés que pueden afectar el éxito de cultivo, dado que dependen de
las capacidades de respuesta de los organismos. En estas condiciones, la
regulacion de metabolismo energético asociado a respuestas de estrés dependera
en buena medida de una nutricion adecuada que permita un 6ptimo estatus
energético a nivel celular que puede ser inferido a partir de compuestos como el ATP
y la carga energética adenilica (CEA), la disponibilidad de reservas a corto plazo,
como el fosfato e arginina (Arg-P) y el glucégeno, y largo plazo como los triglicéridos
y las proteinas de reserva.

Asi, en este tipo de sistemas, la calidad del alimento formulado es crucial dado a
qgue no so6lo determina la capacidad de crecimiento y supervivencia, sino muy
probablemente también la capacidad de respuesta de los organismos a factores de
estrés propios del sistema de cultivo. Sin embargo, ésta relacion se ha estudiado
principalmente en relacion a estrés bioldégioco por patégenos y en menor grado en
estrés ambiental o por manejo.

El objetivo principal del presente trabajo consiste en conocer la proporcion de
inclusion de los principales sustratos energéticos y fuente de fosforo en el alimento
formulado con la cual los organismos puedan hacer frente a hipoxia y el manejo de
los organismos, factores estresores propios de los sistemas de cultivos
intensificados. Para esto, se diseflaron una serie de alimentos con variaciones de
las fuentes energéticas (proteina, lipidos y carbohidratos) en los bioensayos #1y #2,
y de la fuente de fésforo en el bioensayo #3. Estos alimentos fueron consumidos por
los camarones por varias semanas y posteriormente se realizé una prueba de estrés,
la cual consistio en estimular la respuesta de escape y la exposicidon a hipoxia
ambiental.

En el bioensayo #1, se analizo la influencia de un alimento experimental con menor
contenido de proteinas y mayor contenido de carbohidratos asi como la inlcusion de
acidos organicos y una mezcla probiotica. Se determind que el consumo de un
alimento experimental mejoré el estado energético en términos de CEA y del
contenido de Arg-P en el musculo de los camarones, permitiendo un mejor
desemperiio ante un factor de estrés crénico como salinidad baja, asi como un mejor
estatus energético antes factores de estrés agudo como la hipoxia y la respuesta de
escape por manejo. En el bioensayo #2, se probaron un total de 20 alimentos con
diferente inclusion de proteina (Pro), carbohidratos (CHO) y lipidos (Lip) y dado que
se suministré la misma concentraciéon de proteina por medio de la alimentacién
ajustada, se registro el efecto de la variacion de CHO vy lipidos con respecto a la
proteina (CHO/Pro y Lip/Pro, respectivamente). La respuesta fisioldgica se
caracterizé por el incremento en un mejor uso de glucosa hemolinfatica como
sustrato energético para hacer frente a la hipoxia seguida de la respuesta de escape
con el consumo de alimentos con altas proporciones de carbohidratos (CHO/Pro).



Los niveles de CHO/Pro y Lip/Pro en el alimento determinarion los respectivos
niveles de glucégeno y triglicéridos en los tejidos. La magnitud de la respuesta de
estrés combinada por hipoxia y respuesta de escape fue muy marcada en términos
de incrmento de lactato, disminucion de CEA y ArgP, no observandose diferencias
entre los tratamientos. En el bioensayo #3, no se encontraron diferencias
significativas en el deseéfo en cultivo (crecimiento y supervivencia) ni en el esatus
energético durante la respuesta de estrés por hipoxia y respuesta de escape, por el
consumo de diferentes fuentes de fésforo en el alimento.

En general por medio del presente trabajo se concluye que Litopenaeus vannamei
tiene la capacidad de usar la proteina del alimento eficientemente para el
crecimiento, siempre y cuando la proporcionalidad con carbohidratos y lipidos sea
adecuada, la cual determina la respuesta de estrés bajo condiciones de hipoxia y
manejo.

Palabras clave: estrés, hipoxia, manejo, salinidad baja, Carga Energética Adenilica
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Summary

Hyper-intensive farming systems involve the exposure of shrimp to stress conditions
that can affect the production, since this depends on the response organisms
capabilities. Under these conditions, the regulation of energy metabolism associated
with stress responses will depend largely on adequate nutrition that allows optimal
energy status at the cellular level that can be inferred from compounds such as ATP
and Adenylate Energy Carge (AEC) , the availability of short-term reserves, such as
arginine phosphate (Arg-P) and glycogen, and long-term such as triglycerides and
reserve proteins.

Thus, in this type of systems, the quality of diet is crucial given that it determines the
capacity for growth and survival, but also the ability of the of organisms to respond
to stress factors of farming systems. However, this relationship has been studied
mainly in relation to biological stress due to pathogens and to a lesser extent in
environmental or management stress.

The main objective of the present work is to know the proportion of inclusion of the
main energy substrates and phosphorus source in the diet that will improve the
response of organisms to hypoxia and the management of stress associated with
culture intensification. For this purpose, a series of diets with variations of the energy
sources (protein, lipids and carbohydrates) in bioassays # 1 and # 2, and the
phosphorus source in bioassay # 3 were designed. These diets were consumed by
shrimp for several weeks and subsequently a stress test was performed, which
consisted of stimulating the escape response and exposure to environmental
hypoxia.

In bioassay # 1, the influence of an experimental diet with lower protein content and
higher carbohydrate content as well as inlcusion of organic acids and a probiotic
mixture was analyzed. It was determined that the consumption of an experimental
diet improved the energy status in terms of AEC and the Arg-P content in the shrimp
muscle, allowing a better performance in the face of a chronic stress factor such as
low salinity, as well as a better energy status to cope with hypoxia and the escape
response as acute stressors. In bioassay # 2, a total of 20 diets with different
inclusion of protein (Pro), carbohydrates (CHO) and lipids (Lip) were tested. Given
that the same protein concentration was supplied through the adjusted diet, the
effect of CHO and Lip variation with respect to protein (CHO / Pro and Lip / Pro,
respectively) was analyzed. High carbohydrate proportions (CHO / Pro)promoted a
better use of hemolymphatic glucose, as an energy source, to cope with hypoxia
followed by the escape The levels of CHO / Pro and Lip / Pro in the diet determined
the respective levels of glycogen and triglycerides in the tissues. The magnitude of
the stress response combined by hypoxia and escape response was very marked in
terms of lactate increase, decrease in CEA and ArgP, and it was not different
between treatments. In bioassay # 3, no significant differences were found in
productive performance (growth and survival) or in the energy status during the



hypoxia stress response and escape response, due to the consumption of different
sources of phosphorus in the diet.

In general, through this work it id concluded that Litopenaneus vannamei has the
ability to use diet protein efficiently for growth, as long as the proportionality with
carbohydrates and lipids is adequate, which in turn will determine the ability to cope
with stress conditions such as hypoxia and management.

Keywords: stress, hypoxia, escape response, low salinity, Adenylate Energy Carge
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1. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, la expansién e intensificacion de la acuicultura ha
conllevado riesgos productivos principalmente, en términos de sanidad acuicola,
calidad de producto y costos ambientales (Gonzélez-Félix y Pérez-Velazquez,
2006). Por esto, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) pretende impulsar la busqueda de nuevas
estrategias que promuevan el uso eficiente de los recursos para la acuicultura, con
la finalidad de encaminar a una acuicultura sostenible, a través de la optimizacion
en la produccion de alimentos funcionales e integracion de cultivos animales con

cultivos vegetales.

En México, el camardn blanco Litopenaeus vannamei, es la espcie con el mayor
valor acuicola. Por lo cual, las areas prioritarias de la investigacion relativa a este
cultivo, son aquellas que encaminen hacia la sostenibilidad mediante una

acuicultura integrada (Chamberlain, 2010).

Actualmente los sistemas cultivo tienden a intensificarse para cubrir la demanda que
ha dejado de cubrir las pesquerias desde los ultimos afios. Sin embargo, estos tipos
de sistemas implican la exposicion de los camarones a diversos factores cronicos
(altas densidades, altas concentraciones de nutrientes en el agua, entre otras) y
agudos (eventos de hipoxia, manejo) que deben manejarse para garantizar el éxito
de cultivo, el cual a su vez esta determinado por la respuesta fisiologica de los
organismos a dichos factores (Avnimelech, 2012). Aunado a que en este tipo de
sistemas el alimento formulado es el principal componente que influye en la nutricion
de los camarones, el factor alimento determina la capacidad de crecimiento,
supervivencia y probablemente la respuesta de los organismos a factores

estresores propios del sistema de cultivo.

Por ejemplo, el cultivo de salinidad baja a pesar de que representa una estrategia
gue disminuye los problemas epidemioldgicos y la presion del uso y contaminacion

del agua en zonas costeras, implica cierta situacién de estrés crénico con cierto



costo energético de osmoregulacion y la necesidad de ciertos nutrientes especificos
gue requieren ser compensados (Li et al., 2017). Por lo anterior, el desempefio de
los camarones en este tipo de cultivo puede disminuir por la falta de un alimento

optimo y el balance io6nico en el agua de salinidad baja (Romano y Zeng, 2012).

Por lo anterior, es de suma importancia determinar el efecto del alimento en
diferentes escenarios que puedan desencadenar una respuesta de estrés. Si bien
existen numerosos estudios relacionados que evallan niveles de metabolitos, como
reflejo del estado fisiolégico para determinar las condiciones de cultivo donde los
organismos son susceptibles a estrés (Racotta et al., 2002; Hall y Ham 1998; Chiu
etal., 2006; Diaz et al., 2013; Aparicio-Simén et al., 2010; Racotta y Palacios, 1999),
la relacion de la respuesta de estrés a factores estresores crénicos y agudos en

funcién del alimento formulado, aun no es clara.

Por lo tanto, este trabajo evalla la respuesta fisioldgica de los organismos a la
exposicion a factores de estrés cronico (salinidad baja) y agudos (hipoxia y manejo)
por medio de mediciones de metabolitos hemolinfaticos, musculares vy
hepatopancreéticos, y el estatus energético a nivel celular, en funcion a la variacion

de sustratos energéticos (proteina, carbohidratos, lipidos y fésforo) en el alimento.



2. ANTECEDENTES

2.1. Nutricion energética

Los camarones, como cualquier organismo, necesitan de energia para realizar
procesos vitales como el mantenimiento de funciones, crecimiento y reproduccion.
Los nutrientes obtenidos a partir del alimento natural y/o formulado sirven como
precursores para la biosintesis de una gran diversidad de moléculas y ademas
proporcionan la energia quimica, la cual es conocida como energia metabolica ya
gue por medio de ésta se lleva a cabo las rutas anabdlicas y catabdlicas necesarias

para la supervivencia y crecimiento de los organismos (Burton y Rout, 1977).

Se conoce que la energia metabolica en condiciones aerdbicas proviene de la
oxidacion de macronutrientes como proteinas, carbohidratos y lipidos asimilados a
partir del alimento que consumen, los cuales son degradados durante la digestion a
aminoacidos, hexosas (principalmente glucosa) y éacidos grasos y glicerol,
respectivamente. Estos sustratos se incorporan en diferentes niveles a reacciones
anabdlicas que permiten la retencion de energia en el organismo o se catabolizan
para generar energia. Las reacciones exergonicas acopladas a la sintesis de
moléculas que posean al menos un enlace de alta energia (enlace fosfoanhidrido)
es una estrategia para el intercambio de energia segun se requiera. Una de estas
moléculas es el adenosin trifosfato o ATP, el cual ha sido ampliamente estudiado
ya que su hidrolisis libera la energia necesaria para la sintesis, el transporte
transmembranal, la contraccion muscular, entre muchas otras funciones (Cuzon, et
al., 2004).

En la etapa de engorda de camarones en cultivo, se busca el maximo crecimiento
en menor tiempo, por lo cual se han realizado grandes esfuerzos desde hace mas
de 30 afios por parte de cientificos, acuicultores y de la industria de alimentos e
insumos para generar conocimiento acerca de nutricion de organismos de interés

acuicola y de esta manera generar alimentos con base en los requerimientos



nutricionales para obtener crecimientos maximos a menores costos (Cuzon et al.,
2004).

En este contexto, las fuentes de proteina constituyen el mayor costo a considerar
para la formulacién del alimento, por lo cual las investigaciones se han enfocado en
optimizar su uso exclusivo para el crecimiento, mientras que los carbohidratos, los
cuales representan costos menores, son utilizados como fuente de energia
metabolica. En el aspecto energético, los lipidos representan la mayor fuente de
energia metabolica (9.44 kcal/g) en comparacion con las proteinas y carbohidratos
(5.6 y 4.11 kcal g, respectivamente); sin embargo, se tiene reportado que los

camarones no toleran niveles mayores del 10% (D"Abramo, 1997).

Esta situacion ha producido un amplio debate acerca de la formulacion de alimentos
para el crecimiento de camarones, debido a que hay amplio nimero de factores
enddgenos y exdgenos que se deben tomar en cuenta para comprender la

utilizacion de energia y nutrientes en los organismos (Cuzon et al., 2004).

Por lo tanto, es necesario entender los efectos de los cambios en los sustratos
energéticos (proteina, carbohidratos y lipidos) del alimento en la fisiologia del
camaron y consecuentemente en el desempefio productivo con el propésito de
generar alimentos que ademas de producir maximos crecimientos, también
garanticen la salud de los organismos, del ambiente y optimizacion de la economia
del cultivo (Cuzon y Guillaume, 1997; Davis, 2010; FAO, 2016).

2.2. Respuesta fisiolégica de estrés

Los organismos mantienen un equilibrio dindmico, llamado homeostasis, la cual es
afectada constantemente por diversos factores externos. El estrés es un respuesta
fisiol6égica adaptativa del organismo para mantener la homeostasis que ocurre ante
estimulos externos o internos denominados factores de estrés o estresores, que
puede implicar afectaciones negativas para el organismo a nivel de capacidad de
respuesta inmune, desequilibrios metabdlicos, hasta deficiencias en los procesos

del ciclo de vida; crecimiento, reproduccién y supervivencia (Chrousos, 2009).



Los sistemas de cultivo intensivos y mas aun los hiperintensivos conllevan la
exposicion a una serie de factores que producen en los organismos la respuesta de
estrés, la cual en primer término tiene un caracter adaptativo para mantener la
homeostasis, aunque puede producir una alteracion en dicha homeostasis y
producir las consecuencias negativas arriba mencionadas si dicha respuesta se
prolonga o se repite en el tiempo. La respuesta de estrés implica, en primer término
(respuesta primaria), la activacion de mecanismos neuroendocrinos que
desencadenan la respuesta metabdlica (secundaria) que consiste en la movilizacion
de sustratos energéticos (aminoacidos, glucosa, triglicéridos, entre otros) para
producir la energia necesaria, para restablecer la condicion de homeostasis que fue
alterada. Cuando esto no se logra, el crecimiento se ve afectado ya que la energia
destinada al crecimiento es redirecionada para hacer frente al factor estresor
(Lucas, 1996). Los nutrientes obtenidos a partir del alimento natural o formulado son
la fuente de dichos sustratos energéticos, los cuales sirven como precursores para
la biosintesis de una gran diversidad de moléculas y proporcionan la energia
guimica por medio de moléculas fosfatadas, como el ATP, el fosfato de arginina
(Arg-P) y los polifosfatos (PolyP) para el mantenimiento, crecimiento y reproduccion

de los organismos (Burton y Rout, 1977).

Los factores estresores se pueden clasificar de acuerdo con el tiempo de
exposicion. Los factores estresores agudos son eventos puntuales o de corta
duracion, por ejemplo los factores que incluyen la manipulacion de los organismos
(captura, transporte, biometria) y eventos de hipoxia. Los factores estresores
cronicos son eventos de mayor tiempo de duracion, tales como variaciones de

salinidad, pH, temperatura, densidad de cultivo (Giesy et al., 1981).

Por lo tanto, diversos grupos de investigacion se han dedicado a la busqueda de
indicadores de la respuesta de estrés y de su intensidad, con el propésito de obtener
herramientas del diagnéstico del estado fisiolégico de los organismos en cultivo,
buscando establecer indicadores hasta cierto punto predictivos del posible deterioro

fisiol6gico ante factores de estrés previo a la ocurrencia de mayor susceptibilidad a



infecciones y enfermedades que finalmente resultan en mortalidades (Chrousos,
2009; Giesy et al., 1981).

En la tabla | se muestran los indicadores en hemolinfa de la respuesta de estrés de
L. vannamei que han sido reportados en diferentes condiciones de cultivo. En
general, se observa que los niveles de proteinas totales y glucosa varian de acuerdo
a la alimentacién (Pascual et al., 2006; Rosas et al., 2001). Mientras que el
incremento del nivel de glucosa se presenta en varios escenarios como hipoxia,
aumento de temperatura, manejo y después de la alimentacién (Racotta et al., 2002;
Hall y Ham 1998; Chiu et al., 2006; Diaz et al., 2013; Aparicio-Simén et al., 2010;
Racotta y Palacios, 1999). El nivel de lactato aumenta cuando se somete a los
organismos a hipoxia y manejo (Racotta et al., 2002; Aparicio-Simon et al., 2010;

Racotta y Palacios, 1999.).



Tabla I. Respuesta de estrés en términos de la concentracion total de proteina (TP),
glucosa (GL), lactato (LAC), triglicéridos (TG) y hemocianina (HC) en hemolinfa de
L. vannamei, reportado por diversos autores.

TP GL LAC TG HC
Factor estresor (mg mi) (mg di) mgdt)  (mgd) (mgmk) REF

Aumento de TAN 185-168.8 14.0-22.7 15.1-10.6 32-21 1
Inanicién (5% PD) 250-100 50-20 3.5-0.5 33-20

Inanicion (40% PD) 300-175 50-20 3.1 45-15

Hipoxia (3 dias) 117 57* 30.1* 76.1 3
Hipoxia (14 dias) 135.7 45.3* 34.4* 110.6*
Post-alimentacién 164.5* 4
Aumento de 4 °C 79.5*% 26.3* 10.20* 87.2 58.7* 5
Presencia de biota 184.8* 56.8* 150 6
Después de nadar 70-50* 14.4-18 7
Inyeccion dopamina 120-130* 34.2-68.4 8
Post-alimentacion 90* 21 6* 9
Manejo 111* 17.1 3.6 39.5* 72.7 10
Post-alimentacion 90 25* 215 11
Aumento de 12 °C 145-160 49-57* 12
Manejo 77.7* 45* 17* 48.3 62.8 13
Inyeccidn serotonina 100 45* 45* 30 14
Inclusion de acidulante  124.6* 45.4* 15
Microbiota y manejo 230 35 50* 78* 16

*Indica diferencias significativas con respecto al control.1. Racotta y Herndndez-Herrera, 2000. 2. Pascual et
al., 2006. 3. Racotta et al., 2002. 4. Rosas et al., 2001.5. Carrefio-Mejia, 2009. 6. Porchas-Cornejo et al., 2011.
7. Zhang et al., 2006. 8. Chiu et al., 2006. 9. Rosas et al., 2002. 10. Mercier et al., 2006. 11. Sdnchez-Paz et al.,
2007. 12. Diaz et al., 2013.13. Aparicio-Simoén et al., 2010. 14. Racotta y Palacios, 1999. 15. Anuta et al., 2011.

16. Martinez-Antonio, 2013.



2.3. Cultivo a baja salinidad

El cultivo de camarén en agua de salinidad baja ha sido una opcién atractiva en
muchas partes del mundo con el objetivo de disminuir los problemas epidémicos y
la contaminacion del agua en zonas costeras (Saoud et al., 2003; McGraw et al.,
2002). Asi, se han impulsado cultivos de camardn con agua subterranea de baja
salinidad en diversas regiones de Estados Unidos de Norteamérica (McGraw et al.,
2002), Ecuador, Tailandia (Saoud et al. 2003; Roy et al., 2007), China (Cheng et al.,
2006) y México (Tamayo, 1998).

Debido a que parte del ciclo de vida de L. vannamei ocurre en ambientes costeros,
estos organismos estan adaptados para sobrevivir a periodos cortos de disminucion
de oxigeno en el agua y a variaciones de salinidad. Sin embargo, a pesar de que su
tolerancia a los cambios de salinidad, se ha reportado que su crecimiento y
supervivencia son afectados, principalmente cuando la disminucién de la salinidad

es por debajo de 10 ups (unidades practicas de salinidad; Wang et al., 2014).

Uno de los primeros mecanismos para hacer frente a estos factores para
mantenimiento de la homeostasis, es el aumento de la capacidad de captacion de
oxigeno y de mecanismos de osmoregulacion, respectivamente (Burton y Rout,
1977). Particularmente, mediante la osmorregulacion los organismos regulan la
concentracion de sales para mantener la homeostasis de la presion osmética
interna, lo cual genera una mayor demanda de energia. En peces marinos, la
osmorregulacion utiliza del 20% al 50% de la energia metabdlica disponible, por lo
tanto la energia para crecimiento disminuye (Li et al., 2015). Sin embargo, cuando
la capacidad de regulacion es sobrepasada, la supervivencia y el crecimiento de los
organismos es comprometida, debido a la condicién de estrés crénico que generan

la variacion de salinidad (Romano y Zeng, 2012).

La osmoregulacion requiere de energia y de nutrientes, los cuales se obtiene del
alimento consumido en forma de proteina y lipidos principalmente (Rosas et al.,

2002; Davis et al., 2002). Por esto, las estrategias para aumentar la supervivencia



y el crecimiento de los organismos cultivados a salinidad baja, consisten
principalmente en la suplementacién del alimento, el cual deberd de proveer
suficientes nutrientes y energia para afrontar la disminucion de la salinidad y el
cambio en el balance idnico en el agua y de esta manera no afectar el crecimiento
en estas condiciones (Roy et al., 2006; Gong et al., 2004; Romano y Zeng, 2012).
Por lo anterior, se ha reportado el mejoramiento del desempefio en términos de
crecimiento y supervivencia, mediante una formulaciéon adecuada del alimento y del
suplemento de ciertos iones en el agua de salinidad baja para garantizar un
adecuado balance i6nico (Romano y Zeng, 2012).

Si bien se ha reportado la preferencia en el uso de proteina del alimento como
adaptacion a ambientes con salinidades bajas (Rosas et al., 2001), su requerimiento
a salinidades por debajo de 5 ups no ha sido definido, debido a que existe una
controversia acerca del impacto del nivel de proteina del alimento en la
supervivencia y fisiologia de los camarones (Li et al., 2015; Pérez-Velazquez et al.,
2007).

Por otra parte, se ha registrado que niveles altos de lipidos en lo alimentos mejora
el desempefio de L. vannamei en condiciones de salinidad baja. Por una parte
debido a que tanto los lipidos como los carbohidratos pueden proveer la energia
necesaria para la osmorregulacion. Por otro lado, se han reportado el aumento de
la capacidad osmorreguladora por la inclusion de algunos lipidos como los

fosfolipidos, glucolipidos y colesterol (Davis et al.; Li et al., 2015).

Por lo anterior, el nivel de inclusion de sustratos energéticos (proteina, carbohidratos
y lipidos) en los alimentos debe considerar las condiciones en las que se van a
cultivar a los organismos (por ejemplo, salinidad baja) y las posibles condiciones
gue puedan aumentar la demanda energética (exposicion a factores estresores)
para garantizar el éxito del cultivo (Li et al., 2017). Aunado a que el alimento
formulado es audn la principal fuente de nutrientes y energia en los sistemas de

cultivo, es la mejor herramienta con la se cuenta para mejorar la respuesta
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fisiolégica bajo dichas condiciones y con esto garantizar un mejor desempefio de

los camarones en cultivo.

2.4. Estado energético

Al considerar que la homeostasis energética es esencial para asegurar una buena
condicion fisioldgica, el cambio del estado energético a nivel celular es un indicador
de la respuesta de los organismos bajo condiciones adversas (Pascual et al., 2004).
En este contexto la Carga Energética Adenilica (CEA, 1) se ha propuesto como un
indice que refleja la respuesta del estrés ambiental, debido a que describe una
relacion entre la de la concentracion de Adenosin Trifosfato (ATP), difosfato (ADP)
y monofosfato (AMP), la cual describe la regulacion de transferencia de energia por
medio de sistemas enzimaticos catabdlicos y anabdlicos. La CEA es calculada de
acuerdo a la siguiente formula (1; lvanovici, 1980).

ATP+1/,ADP

CEA= ——=——
ATP+ADP+AMP

(1)

La CEA presenta valores de 0 a 1, donde niveles proximos a 1.0 indican una energia
metabdlica disponible alta, la cual disminuye conforme el valor de este indice se
acerca a 0 (Atkinson, 1968).

Otros componentes que también definen el estado energético, han sido
considerados en situaciones donde la energia aportada por la hidrolisis aerébica del
ATP es sobrepasada por la demanda de energia, como ocurre en el movimiento
“tail-flip” de escape de los camarones (Robles-Romo et al.,, 2016). Bajo estas
condiciones, la produccion de ATP es anaerdbica y su origen son fosfatos de alta
energia aportados por los fosfagenos musculares. En crustaceos es el fosfato de
arginina (Arg-P) es el fosfageno mas importante descrito hasta ahora y que, por su
enlace fosfato de alta energia, actlia principalmente como un buffer de ATP para
gue la demanda de energia sea cubierta rapidamente (England y Baldwin, 1983;
Ellington, 2001).
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Ademas de los fosfagenos, existen diversas moléculas que son fuente de energia
debido a sus enlaces covalentes, una de esas moléculas son los polifosfatos
(PolyP). Los PolyP son polimeros que contienen desde <10 a 100°s de iones fosfato
unidos por enlaces fosfoanihidridos. En células microbianas, los granulos de
polifosfatos o granulos de Volutina son sintetizados como reserva de energia y
fésforo y son degradados para sintetizar ATP o la disposiciéon de fosforo (Rao et al.,
2009). Durante el siglo pasado y el presente se ha soportado al idea de que los
PolyP son fundamentales para las respuestas al estrés ambiental, debido a que
tienen funciones como fuente de energia, quelato divalente, buffer frente a estrés

alcalino y regulador del ciclo celular en microorganismos (Albi y Serrano, 2016).

Los estudios que relacionen el desempefio de los organismos en cultivo como el
caso del camardn con la incorporacion de PolyP en el sistema de cultivo son
inexistentes, sin embargo existe un par de registros que presentan evidencia
indirecta de que existe un efecto favorable al incluir polifosfatos en los alimentos de
los camarones. Estos reportes se enfocan en el efecto de la vitamina C en post
larvas (Kontara et al., 1997) y juveniles (Niu et al., 2009) de L. vannamei. Sin
embargo y dado que la vitamina C fue suplementada en el alimento bajo forma de
acido ascorbico-2-polifosfato, lo cual confieren mayor estabilidad molecular a la
vitamina, es posible que el efecto benéfico también se deba parcialmente a la
presencia de polifosfatos. El trabajo de Niu y colaboradores (2009), pone de
manifiesto que el contenido de ascorbico-2-polifosfato estd relacionado
directamente con la supervivencia de los organismos bajo estrés cronico de hipoxia
por 9 dias, lo cual muy bien podria explicarse por el papel de polifosfatos en
suministro inmediato de energia por via anaerobia, modelo similar al de fosfagenos

en crustaceos (Arg-P).

Sin embargo, para esclarecer el papel del fésforo en los camarones en diferentes
escenarios, primeramente se debe determinar cudl es la mejor fuente de fésforo en
el alimento, si al igual que en los microrganismos, los camarones tienes la capacidad

de utilizar los PolyP como sustrato energético.
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Desde que Davis y Arnold en 1994 platearon la posibilidad de que la disponibilidad
del fosforo dependera de la fuente, son pocos los estudios que determinan el efecto
de la fuente del fésforo en el cultivo de crustdceos comerciales. Por lo cual, en la
actualidad y especificamente en el caso de L. vannamei se reporta requerimientos
de 0.34-2% de 3 principales fuentes: Ca, Na y K (Kanazawa et al., 1984; Davis et
al., 1993). La disponibilidad del fosforo dependera de la conformacién molecular, lo
cual esta relacionado con el grado de lixiviacion de éste elemento en el agua (Davis
y Arnold, 1994), y de la capacidad de los organismos de asimilar éste (especificidad

enzimatica, por ejemplo).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que Litopenaeus vannamei representa en México el mayor valor acuicola
y aunado al crecimiento de su cultivo en los préximos afios, se han propuesto el
cultivo a salinidad baja y la generacion de alimentos funcionales como estrategias
para promover el uso eficiente de los recursos, con la finalidad de encaminar a una
acuicultura sostenible (FAO, 2016).

En los sistemas de cultivo, el alimento formulado es el principal componente que
influye en la nutricion de los organismos y en el flujo de nutrientes, por lo cual
determina la capacidad de crecimiento, supervivencia y probablemente la respuesta
de los organismos a estresores propios del sistema de cultivo. Por lo anterior, es de
suma importancia determinar el efecto del alimento en diferentes escenarios que
puedan desencadenar una respuesta de estrés. Sin embargo, no se ha logrado
entender cual o cuales son los sustratos energéticos que pueden determinar un
mejor desempefio en cultivo como reflejo de un buen estado fisiolégico. Existen
estudios relacionados que evallan niveles de metabolitos hemolinfaticos
musculares y hepatopancreaticos, para determinar las condiciones donde los
organismos son susceptibles a estrés como: hipoxia (Racotta et al., 2002; Mugnier
et al., 2008), variacion de salinidad e incremento de amonio (Racotta y Hernandez-

Herrera, 2000) y manipulacion (Mercier et al., 2006).

Sin embargo, la relacion de la respuesta de estrés a estresores cronicos y agudos
en funcion del alimento formulado, aun no es clara. El propdsito raiz del presente
trabajo de investigacion consiste en conocer la proporcion de inclusién de los
principales sustratos energéticos (proteina, lipidos y carbohidratos) y fuente de
fésforo en el alimento formulado con la cual los organismos puedan hacer frente a
los factores estresores propios de los sistemas de cultivos intensificados, como lo

son la disminucién de oxigeno en el agua (hipoxia) y el manejo de los organismos.
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4. HIPOTESIS

Si la respuesta fisiologica de Litopenaeus vannamei a estresores cronicos (baja
salinidad) y agudos (hipoxia y manejo), depende del estado nutricional de los
camarones, entonces las variaciones en los macro (proteina, carbohidratos y
lipidos) y micronutrientes (fésforo) en el alimento, modularan la respuesta de estrés
disminuyendo asi la vulnerabilidad de los camarones en términos de desempefio

productivo y respuesta de estrés.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Analizar la respuesta fisiologica de L. vannamei a un factor de estrés cronico de
salinidad baja y a factores agudos de hipoxia y manejo en relacién con la variacién
de macro (proteina, carbohidratos y lipidos) y micronutrientes (fésforo) en el

alimento.
5.2.  Objetivos particulares

e Evaluar la respuesta fisioldgica de L. vannamei por salinidad baja (estresor
cronico) y por hipoxia y manejo (estresores agudos) en relacion al nivel de
proteina en el alimento formulado.

e Evaluar la respuesta fisiolégica de L. vannamei a una condicion de estrés
agudo (manejo e hipoxia combinada) en relacion a la variacion de la
proporcionalidad de macro nutrientes (carbohidratos/proteina 'y
lipidos/proteina) en el alimento formulado.

e Evaluar la respuesta fisioldgica de L. vannamei a una condicion de estrés
agudo (manejo e hipoxia combinada) en relacion a la variacion de la fuente

de fésforo en el alimento formulado.
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6. MATERIAL Y METODOS

Se evalud la respuesta fisiologica de L. vannamei a la exposicion a factores de
estrés cronicos (salinidad baja y alimento formulado) y factores agudos (manejo e
hipoxia). Para lo cual, se formularon una serie de alimentos en los cuales se variaron
las fuentes energéticas (proteina, lipidos y carbohidratos) y fésforo, los cuales
fueron consumidos por los camarones por varias semanas y posteriormente se les

sometié a dos pruebas de estrés: persecucién e hipoxia ambiental.

Por lo anterior, se realizaron tres experimentos en condiciones controladas de
laboratorio o bioensayo, en los cuales se evalu6 el efecto de los alimentos
formulados en términos de crecimiento y parametros zootécnicos y posteriormente
después el efecto de la exposicion a los factores agudos (persecucion e hipoxia) en
términos de parametros bioquimicos en hemolinfa y tejidos y parametros

energéticos en musculo.

6.1. Alimento formulado

En general, los alimentos se formularon para cubrir los requerimientos de
aminoacidos libres, vitaminas y minerales de la especie y de conformidad con la
revision bibliografica hasta 2015. Las fuentes principales de proteina fueron harina
de pescado, harina de soya, harina de trigo y levadura (Tabla Il). Las harinas de
trigo y soya se realizaron a partir de los granos que provenian de la Forrajera San
Joaquin. Mientras que el aceite de pescado fue proporcionado por Maz Industrial,

S.A. de C.V.y el concentrado de soya por Procesadora de Ingredientes S.A. de C.V.

El alimento que se probo en el bioensayo #1, llamado alimento experimental, fue el
resultado del PROYECTO CONACYT “Alimentos balanceados de nueva generacion
para el cultivo de camardn”, en donde se planted la innovacion en la elaboracién de
alimentos para camardén, la cual consistio en ingredientes que disminuyen el costo
del alimento, mejoran la calidad del agua y contribuyen a disminuir la incidencia de

problemas epidemiolégicos.
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Por lo anterior, todos los alimentos elaborados en este trabajo fueron alimentos con
inclusién baja de harina de pescado, bafios de &cidos orgénicos y probidticos
(seleccion de levaduras y lactobacilos en medio liquido). Una vez extruido y seco,
el alimento experimental fue sometido a un bafio de acidos organicos y
posteriormente a un bafio de aceite de pescado para su recubrimiento. Los
alimentos del bioensayo #1 y #3 se elaboraron en la planta de alimentos del
CIBNOR, mientras que los alimentos del bioensayo #2 en la planta de alimentos del
la Univeridad Autonoma de Baja California Sur (UABCS), Unidad Pichilingue.

Con base a los resultados del bioensayo #1, se decidi6 formular alimentos una serie
de alimentos con cinco proporciones de carbohidrato:proteina (CHO/Pro)
combinadas con cuatro proporciones de lipidos (Lip/Pro; 20 alimentos en total) en
el bioensayo #2, para conocer el efecto de la relacion carbohidratos/proteina y
lipidos/proteina en el desempefio del cultivo (crecimiento, supervivencia y eficiencia

alimenticia) y la respues de estrés.

Posteriormente, se seleccion6 el alimento con la mejor relacion
carbohidratos/proteina y lipidos/proteina de acuerdo al desempefio en cultivo y a la
respuesta de estrés, el cual se utilizd como base para la formulacion de cuatro
alimentos con diferentes fuentes de fosforo del bioensayo #3, para conocer su

efecto sobre el desempefio del cultivo y la respuesta de estrés.

6.2. Bioensayo #1

Se probo el efecto de la salinidad baja (6 ups) y del alimento experimental en el

crecimiento y la respuesta de estrés (apartado 6.5) de los camarones.
6.2.1. Condiciones experimentales

En el laboratorio de nutricion acuicola experimental del Centro de Investigaciones
del Noroeste (CIBNOR), se recibieron juveniles de L. vannamei (2.97+0.55 Q)
provenientes de la empresa Acuacultura Mahr ubicada en Playa Pichilingue, La Paz,

B.C.S. La aclimatacion de los organismos a salinidad baja se realizé paulatinamente
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por disminucion de salinidad del agua marina por recambio con agua de pozo
salinizada (6 ups), la tase de recambio fue de 1.0 ups hora* durante 8 horas diarias.
Cuando la salinidad llegé al nivel de 6 ups, los organismos fueron transferidos a las
unidades experimentales correspondientes previamente aclimatadas y distribuidos
de manera homogénea para cumplir con la normalidad de tallas al inicio del
bioensayo. Los camarones asignados para el tratamiento de 35 ups de salinidad,
fueron sembrados directamente sin previa aclimatacién de salinidad. La densidad
de siembra fue de 12 organismos por acuario (67 organismos/m?). Las unidades
experimentales fueron acuarios de 60 L de capacidad total. La asignacion de
tratamiento por acuario fue al azar. Los organismos se mantuvieron en los acuarios
por 7 dias mas para descartar la mortalidad por manejo y aclimatacion a salinidad
baja. Al término de este tiempo, se inicio con el suministro de los diferentes
alimentos. Después de una semana de adaptacion al alimento, se reguld la
temperatura en cada acuario para mantenerla en 26+0.5°C durante todo el

experimento.

El experimento duré 42 dias (6 semanas) durante los cuales se controlaron los
parametros fisicoquimicos (temperatura, pH, oxigeno disuelto, salinidad y
fotoperiodo de 12h: 12h luz: oscuridad.). Se realizaron recambios de agua (80-90%)
dos veces por semana y biometrias semanales para registrar el crecimiento y
supervivencia. Antes de cada recambio, se tomaron muestras de agua de cada
acuario para los andlisis de calidad de agua. La alimentacion fue del 5% de su
biomasa en cuatro raciones diarias (9:00 h, 12:00 h, 15:00 h y 17:00 h).

6.2.2. Elaboraciéon de alimento formulado

En la tabla Il se muestran los ingredientes utilizados para la elaboracion de los dos
alimentos probados en el bioensayo #1. En el apartado 7.1.1. se muestra el andlisis
guimico préximal como resultados de los porcentajes de inclusion de la tabla Il. Se
observa que el alimento experimental contd una menor inclusion harina de pescado

(6%) en comparacién con el alimento control (20%). También el alimento
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experimental cont6é con inclusiéon adicional de fosforo (1.5%), aminoacidos libres,
vitaminas y minerales para cubrir los requerimientos de estos de conformidad con
la bibliografia pertinente hasta 2015. En el caso del alimento control se utilizé una
premezcla de vitaminas y minerales proporcionada por la empresa PIASA. En la
siguiente tabla se muestra el analisis proximal de estos alimentos.

Tabla Il. Composicion de alimento (%) del alimento control y experimental en el
bioensayo #1.

Ingrediente Control Experimental
Harina de pescado 20 6
Harina de soya 37.2 24.1
Harina de trigo 35 44.5
Aceite de pescado 4 2.6
Lecitina de soya 3 5
Acido alginico 0.75 2
Mezcla de vitaminas* 0.09* 0.27%
Mezcla de minerales** 0.05* 8.5t
Levaduraf 0 4
Probidticott 0 1.2
Acidos Orgéanicos? 0 1
Aceite de pescado + Astaxantina 0 0.5
Mezcla de aminoacidos libres 117 0 0.4

*Mezcla de vitaminas de laboratorio: Colina, Butylated hydroxytoluene (BHT), colesterol, vitamina A, Vitamin A,
C, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12, B20, D, E, and K.

** Mezcla de minerales de laboratorio: CaCO3, KH2PO4, MgS0O4.H20, ZnSO4 7H,0, ZnS04.H20, MnS04.4H,0,
FESO4, CuS0.,.7 HzO, Nazs(303, Kil, NasMoOg.

1 Levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae).

11 Mezcla probidtica de laboratorio, Wickerhamomyces anomalus, Pichia kudriavzevii, Lactobacillus plantarum
and Bacillus subtilis.

T Mezcla de acidos organicos de laboratorio: 4cido propidnico, butilico, acético y nicotinico.

1t1tAminoécidos libres de laboratorio: arginina, metionina, lisina, triptéfano y treonina.
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6.3. Bioensayo #2

6.3.1. Condiciones experimentales

De acuerdo con los resultados del bioensayo #1, los cuales se describen en el
apartado correspondiente, se decidié desarrollar los bioensayos 2 y 3 en agua

marina.

Durante 49 dias, los camarones se alimentaron con los 20 diferentes alimentos, bajo
condiciones de laboratorio (6 mgO2/L, 37 ups de salinidad, 28 °C y fotoperiodo de
12h: 12h Luz: oscuridad). Se realiz6 80-90% de recambio de agua, dos veces por
semana. La alimentacion se basé en la ingesta diaria de proteina (g proteina.Kg
biomasa!) de conformidad con el requerimiento de proteina establecido por
Kureshy y Davis (2000), por lo cual, en cada tratamiento se proporciono la misma
cantidad de proteina diaria en funcion del peso individual con diferentes
proporciones de carbohidratos:proteina y lipidos:proteina. La alimentacion se ajusto
semanalmente con los datos cada biometria. La ingesta diaria de proteina se dividio
y proporciond en seis raciones diarias (8:00 h, 10:00 h, 12:00 h , 14:00, y 16:00
18:00 h).

Se realizd una prueba de estrés combinado por manejo e hipoxia solo en los
camarones que consumieron el alimento 1, 3, 9, 11, 17 y 19 (Tabla II), para
considerar sélo 3 proporciones de CHO/Pro (0.6, 1.1 y 2.1 g/g proteina) y dos
proporciones de Lip/Pro (0.2 y 0.3 g/ g proteina).

6.3.2. Alimento formulado

En la tabla 1l se muestra el nivel de inclusion de ingredientes para obtener cinco
proporciones de carbohidratos:proteina (FACTOR 1 CHO/Pro: 2.1, 1.5, 1.1, 0.8 y
0.6 g de CHO/g de proteina) y cuatro niveles diferentes de lipidos en proporcion a
la proteina (FACTOR 2 Lip/Pro: 0.20, 0.23, 0.30 y 0.36 g de lipidos/g de proteina),

en total 20 alimentos.
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Niveles de inclusién de diferentes ingredientes para la elaboracién de 20 alimentos para el Bioensayo #2.

Alim. #11 2 3 4|5 6 7 8|9 10 11 12|13 14 15 16|17 18 19 20
CHO/Pro  g/g 2.1 15 11 0.8 0.6

LIP/Pro  g/g |0.20 0.23 0.30 0.36[0.20 023 030 0.36|020 023 030 036|020 023 030 036020 023 030 0.36
Hat'r'i’;)de % |51.4 49.6 47.8 46.0(37.4 339 338 32.0[236 230 212 19.1]|166 137 108 79|84 68 19 00
Concentrad

oproteico % [ 00 00 00 00|00 00 00 00 [100 100 100 101|324 324 324 324|491 49.1 49.1 49.1
de soya

Pfg)’;‘ade % |21.9 224 229 234(36.0 37.0 37.0 37.5|36.8 37.0 37.5 37.9(20.4 212 220 228|115 11.9 133 138
Harinade o | g5 65 65 65|65 65 65 65|65 65 65 65|65 65 65 65|65 65 65 65
pescado

Aceitede o 57 50 33 46|10 26 41 56|15 32 50 68|18 39 59 80|22 45 69 92
pescado

levadurat % | 40 40 40 40|40 40 40 40|45 45 45 45|45 45 45 45|45 45 45 45
M | 26 26 26 26|26 26 26 26|26 26 26 26|26 26 26 26|26 26 26 26
vitaminas

 Mix o |26 26 26 26|26 26 26 26|26 26 26 26|26 26 26 26|26 26 26 26
minerales

'ec'stg;; d¢ o |24 24 24 24|31 31 31 31|38 38 38 38|44 44 44 44|50 50 50 50
triptéfano % | 02 02 02 02|01 01 01 01|02 02 02 02]02 02 02 02|03 02 03 02
alAgCi:ﬁgo % | 20 20 20 20|20 20 20 20|20 20 20 20|20 20 20 20]|20 20 20 20
Fosfato
dibasicode % |23 23 23 24|25 25 25 25|22 24 24 24|19 19 19 19|15 16 16 16
sodio

Metioniha % | 01 01 01 01 |004 003 004 0101 01 01 00|01 01 01 01|02 01 02 01
Arginina % |01 01 01 01|00 00 00 00|00 00 00 00|00 00 00 00|00 00 00 00
KH:POs % |14 14 14 14|10 10 09 0910 09 09 09|14 14 14 14|16 16 16 16
Mix ac.
Orgénicos®° % |10 10 10 120|120 1.0 10 10|10 10 10 120|120 10 10 10|10 10 10 1.0

+

Ac.de o 105 05 05 05|07 07 07 07|08 08 08 08|09 09 09 09|10 10 10 10
pescado

°Bafio. *Mezcla de vitaminas de laboratorio: Colina, Butylated hydroxytoluene (BHT), colesterol, vitamina A, Vitamin A, C, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12, B20, D, E, and
K. ** Mezcla de minerales de laboratorio: CaCOs, KH2PO4, MgS04.H20, ZnS047H20, ZnS04.H20, MnS04.4H20, FeSO4, CuS04.7 H20, Na:SeO3, Kl, Na2M00O4.1 Levadura
comercial (Saccharomyces cerevisiae).tt Mezcla probiética de laboratorio, Wickerhamomyces anomalus, Pichia kudriavzevii, Lactobacillus plantarum and Bacillus subtilis. 3
Mezcla de acidos orgénicos de laboratorio: &cido propiénico, butilico, acético y nicotinico.
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6.4. Bioensayo #3

6.4.1. Condiciones experimentales

Durante 42 dias, los camarones se alimentaron con los cuatro alimentos con
diferentes fuentes de fésforo, bajo condiciones de laboratorio (5-6 mgO2/L, 37 ups
de salinidad, 28 °C y fotoperiodo de 12h: 12h Luz: oscuridad).

A mediados de mayo del 2018, se recibid en el campo experimental del CIBNOR,
un lote de post-larvas de camarén (Litopenaeus vannamei) de menos de 1 gr
provenientes de la empresa Acuacultura Marh (Playa Pichilingue, La Paz BCS). Las
post-larvas se mantuvieron por tres semanas en condiciones de invernadero en
sistema de bioflocs (cero recambio de agua, sin inoculaciéon de microorganismos;
temperatura= 29.07 °C, salinidad=15.99 ups, pH=7.7 y oxigeno disuelto=6.65 mg.L
1). Posteriormente, 300 organismos fueron trasladados al laboratorio de Nutricion
Acuicola del mismo centro de investigaciones. Se realizd una aclimatacion durante
aproximadamente 5 dias a las condiciones del laboratorio (37 ups, 23T y 5-6 mg
de oxigeno disuelto), durante este tiempo las post-larvas se alimentaron con el 10%

de su biomasa con alimento comercial PIASA de 35% de proteina.

Para iniciar el bioensayo, por cada alimento se sembraron 12 camarones de pesos
similares (1.91+0.1 g) en cuatro acuarios de 50 L previamente aclimatados (351
ups, 30+£0.5C y 5-6 mg de oxigeno disuelto). En total se utilizaron 16 acuarios,

cuatro tratamientos (alimentos) por cuadriplicado.

Se realiz6 80-90% de recambio de agua dos veces a la semana. El alimento
utilizado fue basado en el alimento de altos niveles de CHO/Pro (2.0) y niveles
intermedios de Lip/Pro (0.3). La alimentacion se ajusté con los datos cada biometria
semanal para cubrir la ingesta diaria de proteina de conformidad con los datos de
Kureshy y Davis, 2000. Al igual que en el bioensayo #2 la ingesta diaria de proteina
se dividié y proporcioné en cuatro raciones diarias (9:00 h, 12:00 h, 15:00 hy 17:00
h).
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6.4.2. Alimento formulado

En la tabla IV se muestran los niveles de inclusion de los ingredientes de los 4
alimentos utilizados en el bioensayo. Las fuentes de fosforo fueron: KH2POa,
NaH2PO4, NHsH2PO4, NasP3010. Tal como se muestra en la tabla V, en los primeros
tres alimentos la fuente fueron monofosfatos de grado 99% pureza (Sigma
aldrich®), mientras que la fuente de fésforo denominada trifosfato de grado
alimentario (NasP3010) incluida en el dltimo tratamiento fue de QUIMIR, SA de CV,
este compuesto consiste en una cadena de tres fosfatos. Los alimentos fueron
elaborados en la planta de alimentos del CIBNOR. Una vez extruidos y secados los
alimentos se sometieron a un bafio acidos organicos y posteriormente a un bafio de

aceite de pescado (tabla IV).

Tabla IV. Niveles de inclusion de ingredientes de los 4 alimentos utilizados en el
bioensayo #3.

Fuente de fosforo KH,PO, NaH;POs NH4H,PO, NasP3019
Harina de pescado (%) 6.5 6.5 6.5 6.5
Pasta de soya (%) 27.5 27.5 27.5 27.5
Harina de trigo (%) 47.3 47.3 47.3 47.3
Aceite de pescado (%) 2.6 2.6 2.6 2.6
Lecitina (%) 2.2 2.2 2.2 2.2
Levadura* (%) 4.0 4.0 4.0 4.0
Triptéfano (%) 0.2 0.2 0.2 0.2
Acido alginico (%) 2.0 2.0 2.0 2.0
Metionina (%) 0.1 0.1 0.1 0.1
Arginina (%) 0.1 0.1 0.1 0.1
Mezcla de vitaminas** (%) 0.3 0.3 0.3 0.3
Mezcla de mineralest (%) 2.2 2.2 2.2 2.2
KH2PO4 (%) 3.6 0.0 0.0 0.0
NaH2PO4 (%) 0.0 3.2 0.0 0.0
NHsH2PO4 (%) 0.0 0.0 3.1 0.0
NasP3010 (%) 0.0 0.0 0.0 3.3
Celulosa (%) 0.0 0.4 0.5 0.3
Acidos orgéanicos en bafiott (%) 1.0 1.0 1.0 1.0
Mezcla probiética en bafiof (%) 0.8 0.8 0.8 0.8
Aceite de pescado en bafio (%) 0.5 0.5 0.5 0.5

Total (%) 100 100 100 100
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* Levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae).

**Mezcla de vitaminas de laboratorio: Colina, Butylated hydroxytoluene (BHT), colesterol, vitamina A, Vitamina
A, C, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12, B20, D, E, and K.

1 Mezcla de minerales de laboratorio: CaCOj3, KH2PO4, MgS04.H20, ZnS047H,0, ZnS04.H,0, MnS04.4H,0,
FeS0a4, CuS0..7 H,0, Na;SeOs, Kl, NazMoOa.

1T Mezcla de acidos organicos de laboratorio: acido propionico, butilico, acético y nicotinico.

T Mezcla probidtica de laboratorio, Wickerhamomyces anomalus, Pichia kudriavzevii, Lactobacillus plantarum
and Bacillus subtilis.

Tabla V. Formula semidesarrollada de las fuentes de fésforo utilizadas para la
elaboracion de los alimentos en el bioensayo #3

Alimento #1 Alimento #2 Alimento #3 Alimento #4
K+ - i:', I 0 .
O o o Nat HOPagr iyt oo o o] [
@) OH HO 3
KH2PO4 NaH2PO4 NHsH-PO4 NasP3010

6.5. Factores de estrés

La salinidad baja en el bioensayo #1 se mantuvo durante todo el experimento, por
lo cual ésta se considerdé como un estresor del tipo crénico. Al final del bioensayo
se aplico una prueba de estrés de persecucion e hipoxia ambiental, las cuales no

duraron mas alla de 60 min, por lo tanto, fueron estresores agudos.

Al final de cada bioensayo, se expuso a los camarones a persecucion e hipoxia
ambiental. En el bioensayo #1 dichas pruebas de estrés se realizaron por separado

mientras que en el caso de los bioensayos #2 y #3, las pruebas se combinaron.

Cabe aclarar que en el caso del bioensayo #2, se seleccionaron camarones que
consumieron alimentos de alta, media y baja proporcion de carbohidratos/proteina
y dos niveles de proporcion de lipidos/proteina, es decir 6 alimentos (1, 3, 9, 11, 17
y 19) de los 20 probados en el bioensayo de crecimiento para la prueba de estrés

por hipoxia y persecucion.

En general, 20 camarones de cada tratamiento de cualquiera de los bioensayos
fueron seleccionados y ayunados al menos 12 horas, de éstos 10 camarones se

destinaron para la prueba de estrés, por lo cual se les considero como “grupo



25

estrés”. Mientras que los otros 10 camarones integraron el “grupo basal” el cual no
fue expuesto a ninguna prueba. En el caso del bioensayo #1, el grupo estrés implico

dos grupos a su vez, “grupo escape” y “grupo hipoxia”

A continuacién, se describen las pruebas de estrés agudas aplicadas.
6.5.1. Respuesta de escape

La respuesta de escape se caracteriza por contracciones abdominales o “coletazos”
(también conocidas como “tail-flipping” en inglés), las cuales fueron inducidas por
persecucion de la siguiente manera. Se transfirié a cada organismo del grupo estrés
en unidades experimentales redondas, donde fueron perseguidos por separado
hasta agotamiento (30 segundos aproximadamente), durante este tiempo se
registro el numero coletazos realizados. El agotamiento se definié como la falta de
coletazos después de 3 estimulos fisicos (Robles-Romo et al., 2014).
Inmediatamente después de esta prueba los camarones fueron muestreados, como
se describe en el siguiente apartado, en el caso del bioensayo #1 o transferidos a
las unidades experimentales para la exposicion a la siguiente prueba de estrés por

hipoxia ambiental, solo en el caso de los bioensayos #2 y #3.

6.5.2. Hipoxia ambiental
Se disminuy6 oxigeno del agua hasta llegar a niveles de 1.0+0.5 mg L por medio
de lainyeccion de gas nitrégeno en el agua. La superficie del agua fue cubierta con
plastico transparente para evitar el aumento de oxigeno y la compensacion de los
organismos con el oxigeno del aire. El grupo control se mantuvo en condiciones

normales de oxigeno (>5.0 mg L1).

En el bioensayo #1 esta prueba fue de 30 min, mientras que en los demas

bioensayos fue de 60 min.

Transcurrido el tiempo de hipoxia y persecucion, se extrajeron 100-200 ul de
hemolinfa a partir del seno hemolinfatico ventral con ayuda de una jeringa de 1.0 ml

con aguja removible, previamente enjuagada con oxalato de potasio al 5% como
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anticoagulante disuelto en una solucion isoténica para crustaceos, (SIC: 450 mM
NaCl, 10 mM KCI, pH a 7.3; Vargas Albores et al., 1993). Se retir6 un tropodo de
cada organismo para la identificacién del estadio de muda e inmediatamente
después los organismos fueron congelados en nitrégeno liquido. Las muestras se
mantuvieron a -75 °C hasta su analisis. El mismo procedimiento de muestreo se
realizé6 en camarones del grupo control, que no fueron sometidos a la prueba de

estrés.

6.6. Parametros zootécnicos

Con los datos de cada biometria se calcularon los siguientes parametros

zootécnicos en cada bioensayo

Incremento de peso (%) = ((peso final (g) — peso inicial (g))*100)/ peso inicial (g)
Tasa de crecimiento especifica (TCE) (%) = 100 * (In peso final (g) — In peso inicial
(g))/dias del experimento;

Supervivencia (%) = (Numero de camarones iniciales — niumero de camarones
muertos)*100/ Numero de camarones iniciales;

Factor de Conversion Alimenticia (FCA) = Alimento proporcionado (peso seco)
(g)/biomasa humeda ganada (g)

Eficiencia proteica = Biomasa humeda ganada (g) / proteina seca consumida (g)

6.7. Analisis

6.7.1. Analisis de agua
La concentracion de nutrientes residuales en el agua (N-NHs, N-NH4, N-NO2, N-
NOs, P-POy), fueron monitoreados a lo largo del desarrollo del cultivo antes de cada

recambio de agua.

La metodologia fue establecida en el laboratorio de andlisis quimico del agua del
CIBNOR basada en técnicas colorimétricas. Para las mediciones de concentracion
de amonio, nitritos y fosfatos, las técnicas utilizadas se realizaron con base en el

método sugerido por la NOM-AA-26 pero con adaptaciones a microplaca por el
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Laboratorio de Analisis quimico de aguas en el CIBNOR (Hernandez-L6pez y
Vargas-Albores, 2003). El lector de microplaca utilizado fue Multiskan marca
Labsystems Acent version 1.3.1 (No. Cat. 1507540).

6.7.1.1. Perfiles elementales del agua
Solamente en el caso del bioensayo #1 se midio la concentracion de Ca, K, dureza
y alcalinidad por medio de métodos colorimétricos de Kit LYSA (Laboratorios y
Servicios Ambientales).

Por otra parte, una muestra representativa de cada tratamiento se analiz6 por
espectrofotometria de emisién atémica mediante la digestion acida por plasma
acoplado inductivamente o método ICS-AES, por sus siglas en inglés. El cual estuvo
a cargo del grupo de trabajo del Colegio de Postgraduados (COLPOS) en el
laboratorio de Edafologia. Los elementos que se analizaron fueron: N, B, Ca, Cd,
Co, Cr, Fe, Hg, K, Mg, Na, Ni, P, S, Sey Zn.

6.7.2. Analisis bioquimicos

Los sustratos metabolicos que son cuantificados en hemolinfa, muasculo y
hepatopancreas de los organismos en cada bioensayo se muestran en la tabla VI.
Los analisis cuantitativos se realizan de acuerdo a la metodologia mediante técnicas
adaptadas a microplaca en el Laboratorio de Bioquimica Fisiologica del CIBNOR
(Racotta y Hernandez-Herrera, 2000). Mientras que los métodos para dichas
mediciones se muestran en la tabla VII. Los tejidos se liofilizaron por 24 horas en
una liofilizadora Virtis SP-Industries modelo Bench Top 3.5. Las muestras secas
fueron pulverizadas en una homogeneizador de tejidos Fast PREP-24 MO-
Biomedicals modelo 6004-500. Las muestras se hidrataron con 1 ml de una solucion
isotonica de crustaceos (SIC) y nuevamente los extractos fueron homogenizados

para los analisis correspondientes.
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Tabla VI. Sustratos metabdlicos para cuantificacion en diferentes tejidos de L.
vannamei en bioensayos.

Hemolinfa Musculo Hepatopancreas
Proteinas totales Proteinas totales Proteinas totales
Hemocianina Carbohidratos totales Carbohidratos totales
Glucosa Glucogeno Glucogeno
Lactato Lipidos totales Lipidos totales

Lactato Triglicéridos
Nucleétidos (AMP, ADP,

ATP)

Arginina-P

Tabla VII. Métodos para la cuantificacion de sustratos metabolicos.

Analisis Método Referencia
Hemocianina Dilucion de plasma Hagerman., 1986
Proteinas Bradford Bradford., 1976
totales
Triglicéridos Enzimatico (Kit comercial GPO-

PAP)
Glucosa Enzimatico (Kit comercial GPO-
PAP)
Lactato Enzimatico (Kit comercial GPO-
PAP)
Glucdégeno Enziméatico (Kit comercial GPO-
PAP)
Lipidos Totales Sulfofosfovainillina Barnes y Blackstock.,
1973
Nucleodtidos HPLC Le Coz 1989 y Moal et al.,
1989
Arg-P HPLC Viant et al., 2001

Para la determinacion de proteinas totales de acuerdo con Bradford (1976), el
plasma fue diluido 1: 100 con una solucion salina isoténica (NaCl 450 mM y KCI 10
mM). En los homogeneizados de hepatopancreas y musculo, las proteinas totales
se determinaron después de la digestién con NaOH (0,1 N) en la dilucién 1:20.

La hemocianina se midio directamente a partir de 10 ul de plasma diluido 1:20 con

una solucién salina isoténica. La absorbancia se leyé a 335 nmy se calcularon las
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concentraciones, utilizando un coeficiente de extinciéon (E'%) de 2,83 (Hagerman,
1986).
6.7.3. Analisis de nucledétidos y Arg-P

El masculo abdominal se disec6 y se homogeneizé bajo condiciones criogénicas,
luego se realiz6 la extraccion y analisis de nucleotidos adenilicos y Arg-P segun
Robles-Romo et al. (2016). La extraccion consistié en la homogeneizacion en acido
tricloroacético al 10% y la neutralizacion se obtuvo por medio de una mezcla de
trioctilamina y diclorometano (1: 5 v/ v).

La cuantificacion de nucleétidos adenilicos y Arg-P se realiz6 por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) de fase
reversa (modelo 1100, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). En el caso del
Arg-P, se utiliz6 una columna SphereClone NHO 5 pum 250 x 4.6 mm
(PHENOMENEX), y una fase movil 20 mM de KH>-PO4 a pH 2.6, con acetonitrilo en
una proporcién de 72:28 respectivamente, durante 15 min a un flujo de 1.0 ml.min-t
(Viant et al., 2001). Se empleo estandar de Arg-P (Santa Cruz) para la identificacion

del pico de Arg-P y el calculo de su concentracion.

Por otro lado, para la separacion de nucleétidos se utiliz6 una columna C18 con
octadecilsilano (Hyper Clone 150 mm de largo, 4.6 mm de diametro interno, 3 pym
tamafo de particula, Phenomenex, Torrance, CA, USA) y cartucho de seguridad
C18 (40 mm largo, 3.0 mm diametro interno, Phenomenex). Las condiciones de flujo
fueron, 0.8 mL min~!, con fase mdvil de 0.15 M NaH:PO. buffer, 3 mM
tetrahidrofurano como agente de apareamiento de iones, y 8% metanol, ajustado a
pH 6.0 with 5 N NaOH. Se emplearon estandares de ATP, ADP, AMP, GTP, GMP,
IMP e hipoxantina para la identificacion de los picos de los diferentes nucleétidos y
el célculo de la concentracion de cada uno de ellos. La carga energética adenilica
fue calculada mediante: AEC= ATP+1/2ADP/ATP+ADP+AMP, de acuerdo a
Atkinson (1968).
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6.7.4. Anédlisis molecular

Se realiz6 un analsis molecular de la expresion relativa de la arginina quinasa (AK)
solo en el caso del bioensayo #3, como se describe a continuacion.

6.7.4.1. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc
A partir del masculo abdominal disecado en condiciones criogénicas se tomo6 una
alicuota para colocarlo en RNAlater y se almacené a -80°C hasta su analisis. Se
extrajo el ARN total por medio de la maceracion con pistilo y Trizol (Ambion®) de
acuerdo al protocolo del fabricante. EIl ARN extraido se cuantificé con ayuda de
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientifc) y su integridad se validé por medio
de electroforesis con gel de agarosa al 1%. EI ARN se trato con ADNasa | (1 U,
Sigma Aldrich) durante 30 min a 37 °C para retirar el ADN residual y se inactivo con
EDTA (50mM, 10 min, 37 °C). Posteriormente, se agrego 1 ul de oligo dT y se
matuvieron 5 min a 70 °C y 5 min en hielo. Finalmente, la retrotranscripcion se llevo
a cabo por medio de la transcriptasa inversa (ImProm-Il Reverse Transcription
System), segun el protocolo del fabricante (Promega). La sintesis de ADNc se
verifico por medio de PCR, en las condiciones que se describen en el siguiente

apartado.

6.7.4.2. Expresion relativa de arginina quinasa (AK) por RT-gPCR
Se utilizaron 2 ng de ARN tratado en cada muestra, 6 muestras por grupo
experimental (n=6). La reaccion se llevd acabo en un equipo C1000 TouchTM
Thermal Cycler (CFX96TM Real-Time System, Bio-Rad). Las condiciones de gPCR
fueron las siguientes, un ciclo inicial de 95 °C de 3 minutos, 35 ciclos de 95 °C por
30 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos y finalmente 5
minutos a 72 °C. El control negativo consistio en una reaccion por triplicado solo con
agua desionizada, libre de ADNc. Se utilizaron primers especificos (Tabla VIII) para
una amplificacion de producto de 111 pb para AK (Yao, et al., 2009) as como para

un gen de referencia (RPLB8).
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Tabla VIIl. Secuencias de primers para AKy RPL8

Primers Secuencia

AK-F AGGCGAAGGTTTCCTCTACCCT
AK-R AGTGGTCGTCGATCAGCTTCTG
RPL8-F  ATTCTGCCTTGGGTCCTTCT
RPL8-R GCCTAAGGTGCGTGGTGT

R= Reverse primer F= Forward primers

Los valores de los ciclos (Ct) se analizaron y calcularon automéaticamente en el
software CFX ManagerTM, version 3.1 (Bio-Rad). Todos los datos se expresaron
en términos de expresion relativa de ARNm para AK.

6.8. Analisis estadisticos

Se verifico la homocedasticidad de las varianzas y la normalidad de los datos
zootécnicos, bioquimicos y energéticos. Posteriormente se aplicaron analisis de
varianza (ANOVA). En la tabla IX se muestra los factores y niveles analizados en
cada bioensayo. Las variables zootécnicas (ganancia de peso (%), Tasa de
Crecimiento Especifica (TCE), supervivencia (%), FCA y eficiencia proteica) fueron
analizadas por medio de un ANOVA de dos vias en el caso de los primeros dos
bioensayos, mientras que en el Ultimo bioensayo se aplic6 una ANOVA de una via.
Las variables bioguimicas y energéticas incluyeron la condicion de estrés como un
segundo (Bioensayo #3) o tercer factor (Bioensayo #1 y #2), como se muestra en la
tabla IX. Cuando se presentaron diferencias significativas, éstas se evaluaron por

medio de la prueba a posteriori de Tukey con el 95% de confianza.
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Tabla IX. Factores para el Analisis de Varianza segun el bioensayo.

Bioensayo Factor 1 Factor 2 Factor 3
#1 Salinidad élclarr?t? gltc))/ Estrés
(37,12,6y 1 ups) experimental) (basal y estres)
LIP/Pro .
CHO/Pro Estrés
#2 (2.1,1.5,1.1,0.8y 0.6) (0.20, 8%2) 030y (basal y estrés)
Fuente de fosforo )
Estrés

NH4H>PO4, NasP3010)




7. RESULTADOS

7.1. Bioensayo #1

7.1.1. Analisis quimico proximal del alimento formulado
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En la tabla X y XI se muestran los andlisis quimicos proximales y el contenido de

acidos grasos de cada alimento.

Tabla X. Andlisis proximal promedio + desviacion estandar de los alimentos control

y experimental utilizados en el bioensayo #1.

Control Experimental
Proteina cruda(%) 40.4+0.2 2 26.1+0.1°
Lipidos (%) 8.1+0.12 9.0+0.05°
Carbohidratos (%) 43.32 54.1°
Humedad (%) 6.4+0.12 4.7+0.1°
Nitrégeno (%) 6.5+0.022 4.2+0.02°
Fibra cruda (%) 1.0+0.12 0.6+0.1°
Cenizas (%) 7.2+0.04 2 10.2+0.02°
Energia (cal/g) 4809.6+3.12 4391.4+1.4°

Valores con diferente en el mismo renglén indican diferencias significativas (P<0.05).
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Tabla XI. Contenido de acidos grasos (promedio *+ desviacion estandar) en los
alimentos control y experimental utilizados en el bioensayo #1.

Acido graso (%) Control Experimental
16:0 15.54+0.082 14.40+0.09°
18:0 4.20£0.032 3.92+0.02°
16:1n-7 3.96%£0.012 3.51+0.02°
18:1n-9 13.44+0.042  14.64+0.02°
18:1n-7 2.57+0.022 2.23+0.01°
20:1n-9 1.64+0.012 1.53+0.003°
22:1n-11 2.30£0.042 2.17+0.032
18:2n-6 27.69+0.032  31.44+0.14°
18:3n-3 3.84+0.022 4.32+0.01°
18:4n-3 1.09+0.012 1.00+0.01°
20:4n-6 0.43+0.0012  0.36+0.01°
20:5n-3 (EPA) 6.81+0.062 6.15+0.06°
22:5n-6 1.28+0.012 1.16+0.02°
22:6n-3 (DHA) 8.27+0.10°  7.33+0.18°
2 SAT 23.96+0.112  21.74+0.13°
2 MUFA 25.86+0.122  25.75+0.012
2 PUFA 50.1940.232  52.50+0.13°
2 HUFA 18.32+0.182  16.41+0.28°
Total de 4cidos grasos 8.13+0.312 8.75+0.382
(mg.g™)

Y SAT: suma de acidos grasos saturados, < MUFA: suma de acidos grasos
monoinsaturados, ¥ PUFA: suma de acidos grasos polinsaturados, X
HUFA: suma de acidos grasos altamente insaturados, X n-6: suma de n-6,
2 n-3: suma de n-3. Valores con diferente en el mismo renglén indican
diferencias significativas (P<0.05).

7.1.2. Parametros zootécnicos

Los parametros zootécnicos fueron afectados significativamente en su mayoria por
la interaccion entre el factor salinidad y alimento (Tabla Xll). Los camarones que
fueron cultivados a salindiad marina (37 ups) y que consumieron el alimento control
presentaron el mayor incremento de peso y TCE (304+£8 % y 2.5, respectivamente)
y menor FCA en comparaciéon con los camarones en los demas tratamientos (tabla
XXX). Sin embargo, la eficiencia proteica (EP) fue mayor en los camarones que
consumieron el aimento experiemental y se cultivaron en ambas salinidades. Por

otra parte, la supervivencia promedio fue mayor con el consumo de alimento
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experimental debido a la baja supervivencia presentada en el cultivo de baja
salinidad y con el consumo del alimento control (72.2+6.5%; Tabla XII).

Tabla XIl. ParAmetros zootécnicos (promedio * error estandar) de L. vannamei con
el cosumo de alimento (A) control y experimental y cultivado a 37 and 6 ups de
salinidad (S) durante 42 dias.

1 2 5 7 ANOVA

37 ups 6 ups
Tratamiento _ _
Control  Experimental Control Experimental S A SxA

37+DC 37+DT  6+Po+DC  6+Po+DT
IP (%) 304182 246+6° 253+7° 2745 NS * %
TCE (W/day) 2.5:0.18  2.3+0.05°  2.2+0.1° 2.4+0.04® NS NS **
FCA 1.940.1°  2.1#0.1® 25028  2.1+0.1® NS NS *
S (%) 91.845.8%°  93.7#3.9°  72.2¢65° 98.1+1.9° NS *  *
EP 1.4+0.1°  1.940.04%  1.1#0.01° 1.9+0.018 NS **  *

IP= Incremento de peso, TCE= Tasa de crecimiento especifica, FCA= Factor de Conversion Alimenticia, S=
Supervivencia y EP= Eficiencia Proteica.* Indica diferencias significativas (P<0.05) del ANOVA de dos factores
(SxA). Letras en el mismo renglén indican los grupo homogéneos seguln prueba Tukey

7.1.3. Respuesta fisioldgica

Tal y como se mencion0 en apartados anteriores posterior al bioensayo de
crecimiento, los camarones fueron sometidos a la prueba de estrés por hipoxia y
persecucion. Por lo cual, a continuacion se decriben los resultados del ANOVA de
tres factores (salinidad, alimento y prueba de estrés). Cabe especificar que la
significacia del ANOVA se presentara en las tablas con los valores promedios y solo
cuando se presenté diferencias significativas (P<0.05) por la interaccion de los tres
factores, los grupos homogéneos restultantes de la prueba a posterior Tukey se
indicaran con letras diferentes en cada caso. En caso de que registrar diferencias
significativas por 1 o 2 factores solamente, las medias globales se decriben en el
texto y se refieren a los promedios por los factores que mostraron efecto

significativo.
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7.1.3.1. Bioquimica de hemolinfa
En la tabla Xl se muestran los niveles bioquimicos de hemolinfa y se indica que
factores o interacciones entre estos afectaron significativamente (P<0.05) los
niveles bioquimicos. De esta manera, se registré que los camarones cultivados a
baja salinidad (6 ups) presentaron niveles significativamente mas bajos de glucosa
(16.9 £1.4 mg.dL?) en comparacion con los camarones cultivados en salinidad
marina (37 ups) (25.7+2.5 mg.dL?). El efecto de la salinidad en la hemocianina
dependié del alimento consumido, por lo que solo en el caso del alimento
experimental se registraron disminuciones en salinidad baja (6 ups: 51.5+3.8
mg.mL* vs 37 ups: 69.1+4.1 mg.mL, medias globales del alimento experimental

independientemente de factor estres).

El alimento como factor unico no afectdé ninguna variable en la hemolinfa, aunque
se registraron diferencias significativas por la interaccion de éste con la salinidad y
el factor estrés, como se describe mas adelante. En contraste, el factor estres afecto
significativamente a todas las variables en la hemolinfa, tanto como factor Unico o

combinado con salinidad y alimento (tabla XIII).

Se observaron efectos particulares de la hipoxia y la respuesta de escape para las
diferentes variables analizadas. Los niveles de proteina fueron significativamente
menores después de la respuesta de escape (84.1+4.3 mg.mL-1) en comparacion
con el nivel en el grupo basal e hipoxia (114.9+7.1 y 106.4+6.9 mg.mL-1,
respectivamente). La hemocianina no se vio afectada por el estrés como factor
anico, aunque todas las interacciones fueron significativas (tabla XIII). Por ejemplo,
los niveles de hemocianina aumentaron después de la respuesta de escape en
camarones cultivados a 6 ups y que consumieron el alimento control, mientras que
se observé una disminucion (aungque no significativa) en aquellos que consumieron
el alimento experimental y cultivados a la misma salinidad, y no se observd ningun

efecto a 37 ups para ambos alimentos (tabla XIII).

Los camarones expuestos a hipoxia presentaron niveles de glucosa en hemolinfa

significativamente mas altos (35.8+3.1 mg.mL™) en comparacién con los camarones
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del grupo basal o inducidos a escapar (14.3#1.3 y 14.2+1.1 mg dL?%,
respectivamente). Ademas, como lo indica la interaccion significativa, la influencia
de la hipoxia fue més pronunciada a 37 ups que a 6 ups (44.8+4.9 vs 26.7+2.2 mg
dL, respectivamente) y en camarones que consumieron el alimento experimental
con respecto con aquellos que consumieron el alimento control (40.4+2.4 vs
30.6£2.9 mg dL*, respectivamente). El lactato aument6 significativamente en
respuesta a ambas condiciones de estrés, aunque fue mas pronunciado en la
hipoxia (57.3+4.0 mg dL-1) que en la respuesta de escape (18.3+1.0 mg dL!), en
comparacion con los valores basales (8.0+0.4 mg dL1).

Tabla XIll. Niveles Bioquimicos (promedio * error estandar) en hemolinfa de L.
vannamei cultivados a 37 y 6 ups (salinidad(S)), que consumieron alimento control
y experimental (A) por 6 semanas y expuestos a hipoxia y manejo (E=prueba de
estres).

37 ups 6 ups ANOVA
Control  Experimental  Control  Experimental S A & S¥A SXE AxE SxAxE
Proteinas Totales (mg.mL™) NS NS * NS NS NS NS

Basal 97.2+11.6 127.1+134 944+19.6 105.1+11.3

Hipoxia 110.9+15.2 118.2+14.4 106.6+12.1 121.8+15.6

Escape 78.1+4.7 956x115 99.2+5.4 62.3+4.6

Hemocianina (mg.mL™?) * NS NS *  x % **
Basal 52.8+4.5%¢ 73.7+6.4% 423+.57° 50.0+2.7%°

Hipoxia 50.1 +3.13"° 63.7 +6.3%® 56.6+6.1%° 68.5 + 7.5

Escape 56.2+3.8%° 70.2+87% 70.1+3.1*® 36.0+2.6°

Glucosa (mg.dL™?) NS ** NS o * NS
Basal 12.7+1.3 18.8+ 3.0 10.8+2.6 145+ 3.0

Hipoxia 36.1+3.0 53.5+8.7 245+ 4.4 28.6 +1.8

Escape 18.6+2.9 16.7+£ 2.3 155+£8.7 7.2+0.7

Lactato (mg.dL™?) NS NS * NS NS NS NS
Basal 9.0+£0.6 6.6+1.1 8.1+04 8.4+0.9

Hipoxia 58.1+11.3 49.6+6.5 522+7.4 68.4+5.9

Escape 21.3+1.6 194+21 195+1.6 13.5+1.8

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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7.1.3.2. Bioquimica de tejidos
Los niveles de lipidos y triglicéridos (TG) en el hepatopancreas fueron
significativamente mas bajos a 6 ups (164.5+12.3 y 43.9+3.4 mg.g-1,
respectivamente) que a 37 ups (204.5+7.8 y 57.9+1.8 mg.g!, respectivamente). Sin
embargo, como se refleja en la interaccion significativa, tal efecto se registro solo
con el consumo de alimento control. Con respecto al nivel de lipidos, se observaron
valores significativamente mas bajos en los camarones sometidos a hipoxia y
escape y cultivados a salinidad baja en comparacién con la salinidad marina (Tabla
XIV). Para los triglicéridos, la influencia del alimento como factor Unico fue
significativa, los niveles mas altos se encontraron en camarones que consumieron
el alimento experimental (59.0+2.3 vs. 42.8+3.0 mg.g-1). Los niveles de proteina en
el hepatopancreas se vieron afectados por la salinidad. Sin embargo, este efecto
dependia del alimento consumido y la condicion de estrés, como lo indican las

interacciones significativas (Tabla XIV).

Los niveles de proteina fueron mas altos en camarones que consumieron el
alimento control y se cultivaron a 6 ups (329.9+20.8 mg.g-1) que en aquellos que
consumieron el alimento experimental y se cultivaron a la misma salinidad
(266.2+£15.9 mg.g-1), mientras que se observaron niveles similares a 37 ups con el
consumo de ambos alimentos. Se detectd una interaccion significativa entre la
salinidad y el estrés dado que los niveles de proteina aumentaron con la hipoxia en
los camarones cultivados a 37 ups (344 frente a 24,9 mg g frente a valores basales
de 276,5+13,9 mg.g'), mientras que a la tendencia inversa (aungue no significativa)

se observo a 6 ups (basal: 304+28.4 mg.g*; hipoxia 251.6+15.8 mg.gt).



39

Tabla XIV. Niveles bioquimicos (promedio + error estdndar) en hepatopancreas de
L. vannamei cultivado a 37 y 6 ups (salinidad(S)), que consumieron alimento control
y experimental (A) por 6 semanas y expuestos a hipoxia y manejo (E=prueba de
estrés).

37 ups 6 ups ANOVA
Control Exp Control Exp S A E SxA SxE AxXE SxAxE
Proteinas Totales (mg.g™) NS NS NS * * NS NS

Basal 283+18 267422 362+43 258+33

Hipoxia 337127 351+42 258+29 246117

Escape 225+10 285+19 369+28 294+30

Lipidos Totales (mg.g™?) * NS NS ** NS NS *
Basal 206+223c 184+243C 2064503 169+27 a°

Hipoxia 257+17°¢ 183+133° 1264183 179+133>

Escape 234410 165+14%°¢ 119+342 191+303*°

Triglicéridos (mg.g?) oo NS * NS NS NS
Basal 5645 53+7 2746 49+7
Hipoxia  53+3 68+3 29+7 61+3
Escape 55+3 60t4 30£10 61+7
Carbohidratos totales (mg.g™?) NS NS NS * NS NS NS
Basal 42+2 4745 5146 41+4
Hipoxia  41+3 50+2 4045 37+3
Escape 39+2 5414 48+5 373
Glucégeno (mg.g?) NS NS * * NS NS *

Basal 18.9+1.4% 23.8+3.33% 24.442.6% 21.242.2%

Hipoxia 17.5+1.62 18.3t1.62 18.9+2.52 17.5+1.4%

Escape 15.9+1.1% 31.1+2.6° 31.9+4.0° 21.2+2.6%
*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.

Los niveles de lactato en el musculo fueron significativamente mas bajos a 6 ups
(5.5+0.3 mg.g?) que a 37 ups (7.2+0.2 mg.g?), y afectados por el factor estrés con
un aumento significativo en la respuesta de escape (7.6+0.3 mg.g* vs. valores
basales 5.5+0.3 mg.g'y 6.0+0.3 mg.glen camarones expuestos a hipoxia). La
interaccion significativa de los tres factores muestra que el consumo de alimento
experimental aumenta significativamente los niveles lactato en el masculo (6.4+£0.4
mg.g-1) con respecto al consumo de alimento control (4.5+0.4 mg.g?), solo en

camarones cultivados a 6 ups. Los niveles de proteina en el misculo aumentaron
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significativamente por efecto de ambos factores estresores (hipoxia 625.5+11.5
mg.gty respuesta de escape 705.0+ 20.4 mg.g') en comparacion con los niveles
basales (550.3+19.3 mg.g?). En contraste, los niveles de lipidos en el musculo
aumentaron significativamente bajo el escape (49.0+2.5 mg.g') en comparacion
con la hipoxia y los valores basales (36.8 2.1 y 33.1+2.4 mg.g'). El consumo de
alimento experimental aumento significativamente los lipidos totales en el masculo
(42.9 2.2 mg.gt), en comparacion con el alimento control (36.3 1.9 mg.g?; Tabla
XV).

Tabla XV. Niveles Bioquimicos (promedio + error estandar) en musculo de L.
vannamei cultivado a 37 y 6 ups (salinidad(S)), que consumieron alimento control y

experimental (A) por 6 semanas y expuestos a hipoxia y manejo (escape) (E=prueba
de estrés).

37 ups 6 ups ANOVA

Control Exp Control Exp > # FE SxA SXE AXE SxAXE

Proteinas Totales (mg.g™) NS NS * NS NS NS NS
Basal 50457 560+32 548+37 584+25
Hipoxia 643+27 656+22 593+27 60810
Escape 693120 727+16 69469 70547
Lactato (mg.g?) *ookk k% NS NS NS
Basall 5.9+04 6.2+0.8 3.8+0.4 5.7+0.4
Hipoxia 6.6+0.6 7.8+0.4 4.1+0.7 5.3+0.5
Escape 7.8+0.4 8.5+0.5 5.4+0.6 8.2+0.7
Lipidos Totales (mg.g™?) NS * * NS NS NS NS
Basal 26.2+5.2 42.0+4.9 26.4+2.7 35.9+4.0
Hipoxia 37.9+1.8 29.1+4.9 36.4+3.2 43.9+4.4
Escape 43.5+6.0 49.1+2.3 45.3+4.0 57.6+6.3
Carbohidratos totales (mg.g™?) NS NS NS NS NS NS NS
Basal 30.0+3.0 27.1+4.5 26.8+4.1 26.4+2.2
Hipoxia 36.1+3.7 31.9+2.1 28.7+2.8 27.3+2.6
Escape 31.6+3.2 27.6+2.2 29.2+2.9 34.9+3.2
Glucégeno (mg.g?) NS NS * NS NS NS NS
Basal 16.3t1.4 13.4+2.0 15.0+2.6 13.4+1.2
Hipoxia 19.4+3.1 15.7+1.3 14.8+2.3 14.0+1.1
Escape 17.4+2.1 20.4+1.3 22.3+2.5 30.2+2.4
*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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Por otro lado, el nivel de Arg-P fue significativamente mayor en camarones que
consumieron el alimento experimental (4.6+0.5 mmoles.g') que en aquellos que
consumieron el alimento control (1.6+0.2 mmoles.g?). Por el contrario, se observo
una disminucion de Arg-P después de la respuesta de escape (1.5+0.2 mmoles.g™)
en comparacion con los valores del grupo control no sometido a estrés (4.7+0.6
mmoles.g?), mientras que se observé una disminucién menor y no significativa en
camarones sometidos a hipoxia (3.6+£0.7 mmoles.g?). Sin embargo, como lo indica
la interaccidn entre los factores alimento y estrés, la disminucion después de la
respuesta de escape no fue significativa con el alimento control, ya que los niveles
iniciales fueron méas bajos que con el alimento experimental. Ademas, la interaccion
triple involucré a la salinidad e indicO que para las comparaciones medias
individuales, la influencia de la respuesta de escape fue significativa en la

combinacion de salinidad de 6 ups y alimento experimental solamente (Tabla XVI).

De manera similar, la CEA fue mayor significativamente con el consumo del
alimento experimental (0.82+0.01) que con el alimento control (0.71+£0.01), dado que
el mayor contenido de ATP (7.1+0.2 vs. 5.1+0.2 mmoles.g™), contenido menor de
ADP (2.6£0.1 vs. 3.3+0.1 mmoles.g?) y AMP (0.47+0.05 vs. 1.15+0.08 mmoles.g™)
en comparacion con el consumo de alimento control. La concentracion total de
nucleodtidos adenilicos (TAN) también fue mayor en camarones que consumieron el
alimento experimental (10.2+0.2 mmoles.g-1) en comparacion con el alimento
control (9.6£0.17 mmoles.g-1). Ademas, los niveles de ADP, AMP y NAT fueron mas
bajos a 37 ups (2.7+0.1, 0.68+0.06 y 9.3+0.17 mmoles.g?, respectivamente) que a
6 ups (3.2+0.1, 0.94+0.09 y 10.6+0.2 mmoles.g™?).

Sin embargo, la interaccién significativa encontrada entre el alimento y la salinidad
indic6 que los efectos de la salinidad se observaron solo en con el alimento control
en el caso de AMP y para el alimento experimental en el caso de TAN (Tabla XVI).
Finalmente, la CEA y los niveles de nucleétidos no mostraron diferencias

significativas por el estrés agudo (hipoxia o escape).
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Tabla XVI. Concentracion de Arg-P y Carga Energética Adenilica (CEA) (promedio
+ error estandar) en musculo de L. vannamei cultivado a 37 y 6 ups (salinidad(S)),
gue consumieron alimento control y experimental (A) por 6 semanas y expuestos a
hipoxia y manejo (E=prueba de estrés).

37 ups ANOVA

Control ~ Experimental ~ Control  Experimental S A E SXASE AE
Arg-P (umoles.g?) NS ** ** NS NS *  *
Control 2.51+1.043¢ 593+1.37bd 297+0.68%° 6.63+1.20¢%
Hipoxia 1.22+0.432 8.24+1.644 1.51+0.402  3.05+0.68 3¢
Escape 1.02+0.24 2 2.14+0.48 2 0.62+0.192 2.08+0.32 2
AMP (umoles.g?) * +x NS * NS NS NS
Control 1.0+£0.16 0.38+0.04 1.34+0.19 0.48+0.10
Hipoxia 1.11+0.16 0.34+0.06 1.32+0.24 0.51+0.14
Escape 0.71+0.10 0.60+0.19 1.54+0.27 0.55+0.12
ADP (umoles.g?) * + NS NS NS NS NS
Control 2.97+0.30 2.26+0.13 3.51+0.26 2.48+0.21
Hipoxia 3.47+0.22 2.07+£0.19 3.4410.24 3.01+0.29
Escape 3.22+0.18 2.72+0.26 3.42+0.43 3.33+0.21
ATP (umoles.g?) NS ** NS NS NS NS NS
Control 4.61+0.32 7.07£0.30 5.03+0.26 7.54+0.70
Hipoxia 5.19+0.41 6.58+0.52 5.69+0.61 7.63£0.60
Escape 5.52+0.37 6.21+0.44 4.67+0.60 7.78£0.40
NAT (umoles.g?) * * NS * NS NS NS
Control 8.6+0.5 9.7+ 9.9+0.4 10.5+0.7
Hipoxia 9.8+0.4 9.0+0.6 10.4+0.4 11.1+0.5
Escape 9.5+0.3 9.5+0.2 9.6+0.4 11.7£0.3
AEC (ATP+1/2ADP/ATP+ADP+AMP) NS * NS NS NS NS NS
Control 0.71+0.03 0.84+0.01 0.69+0.02 0.83+0.02
Hipoxia 0.71+0.03 0.85+0.02 0.70+0.03 0.82+0.03
Escape 0.75%0.02 0.79+0.03 0.66x0.04 0.81+0.02

NS= No Significativo, NAT= Nucleétidos Adenilicos Totales
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7.2. Bioensayo #2

7.2.1. Analisis quimico préximal del alimento formulado
En la siguiente tabla se muestra el analisis quimico proximal de los 20 alimentos
formulados. El nivel de proteina varié de 26.5 a 47.3%, el de lipidos de 6.3 a 14.7%
y el de carbohidratos (CHO) de 25.4 a 57.9% (tabla XVII).

Tabla XVII. Andlisis quimico proximal de 20 alimentos probados en el bioensayo de
crecimiento #2.

. CHO/ LIP/ P -~ Fibra . .
Ali Pro Pro Humedad Proteina Lipidos Cruda Cenizas CHO Energia
g/g 9/g (%) (%) (%) (%) (%) (%) (callg)

#1 2.1 0.20 8.8+0.10 26.5+0.24 5.1+0.03 0.4+0.10 10.0+0.01 57.9 4091+0.61
#2 21 023 95+#01 26.8+0.2 6.8#0.1 0.4+0.1 9.9+0.01 56.2 4174.3x1.2
#3 2.1 030 8.5+0.03 26.9+0.1 8.2#0.1 0.3+0.0 10.2+0.1 54.4 4284.3+7.3
#4 21 036 104+0.1 26.7+0.1 9.8#0.1 0.6x0.1 10.1+0.1 52.8 4350.0+1.1
# 15 020 11.5+0.1 32.7+0.1 6.3+0.1 0.6+0.00 10.8+0.1 49.6 4276.8+3.9
# 1.5 0.23 11.3+0.1 32.4+0.1 7.8#0.1 0.6x0.1 10.6+0.01 48.6 4344.4+1.8
#7 1.5 0.30 10.1#0.03 32.1+0.1 10.0+0.03 0.4+0.0 10.54+0.03 47.0 4437.1+9.3
#8 1.5 036 9.4+0.1 32.5+0.1 11.4+0.03 0.9+0.0 10.5+0.1 44.8 4503.4+7.4
#9 1.1 020 9.1#01 37.9+0.1 7.5#0.1 1.0+0.1 10.6+0.1 42.9 4398.116.1
#10 1.1 0.23 8.9+0.03 37.5x0.1 9.3+0.1 1.0+0.1 10.6x0.1 41.6 4435.1+1.2
#11 1.1 030 8.9#0.1 37.7+0.03 11.2+0.1 1.2+0.1 10.7#0.01 39.3 4570.0+0.5
#12 1.1 0.36 7.1+0.03 37.1+0.01 13.3+0.03 1.0+0.0 10.7+0.03 37.9 4697.4+0.8
#13 0.8 0.20 11.2+0.1 42.2+0.1 8.5+0.03 1.8+0.0 10.34+0.1 37.1 4488.0+4.8
#14 0.8 0.23 10.6x0.1 43.3x0.1 8.9+0.1 1.2+0.1 10.4+0.02 36.3 4579.6x7.1
#15 0.8 0.30 11.9+0.1 41.9+0.1 13.1+0.1 0.9+0.1 10.1+0.2 34.0 4689.3+2.9
#16 0.8 0.36 12.4+0.1 41.9+0.04 14.7+0.1 1.2+0.1 10.2+0.03 31.9 4803.2+6.84
#17 0.6 0.20 9.7#0.1 46.1+0.1 9.1+0.1 0.7+0.1 10.2+0.01 33.8 4608.1+1.2
#18 0.6 0.23 9.9+0.03 47.3+0.02 11.6+0.1 1.5+0.1 10.3+0.1 29.3 4734.9+0.9
#19 0.6 0.30 11.6+0.03 46.2+0.1 12.1+0.1 1.2+0.1 9.9+0.03 30.6 4762.1+1.6
#20 0.6 0.36 8.0£0.03 45.8+0.03 17.3+0.1 1.6x0.1 9.9+0.03 25.4 4976.4+4.7

7.2.2. Analisis del agua
Los nutrientes en el agua variaron a lo largo del cultivo y en promedio estuvieron
influenciados significativamente (P<0.05) por el nivel CHO/Pro en el alimento. Los

alimentos 13 al 20, correspondientes a los niveles mas altos de proteina presentaron
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mayores concentraciones de N-NH4, N-NO2, N-NOz y NID. En contaste, la mayor
concentracion de P-POa4 se presentd en niveles mayores de CHO/Pro (alimento 1
al 8; Tabla XVIII).

Tabla XVIII. Concentraciones promedio + desviacion estandar (mg.L?) de los
nutrientes residuales en el agua del cultivo de camarones que consumieron

diferentes alimentos

# CHO/Pro LIP/Pro N-NH4 N-NO2 N-NOs3 NID P-PO4

1 2.1 0.20 2.00+1.44 4.51+3.50 0.86+0.83 7.37+3.41 3.65+1.40
2 2.1 0.23  1.83+1.64 3.54+3.17 0.86+0.88 6.23+3.15 3.16+1.14
3 2.1 0.30 1.73+1.27 3.34+2.59 0.71+0.78 5.79+2.65 3.46+1.08
4 2.1 0.36 1.88+1.73 3.88+4.39 0.97+1.61 6.73%5.68 3.76+1.37
5 15 0.20 2.33+2.45 5.31+3.67 1.00+1.12 8.64+3.48 3.11+1.09
6 15 0.23 2.20¥15 4.07+3.17 0.75+0.88 7.02+3.00 2.72+1.05
7 15 0.30 1.86%+2.05 4.43+2.97 0.88+0.89 7.17+2.98 2.82+1.99
8 15 0.36  2.37+2.44 4.62+3.45 0.85+1.01 7.84+3.41 3.27+1.00
9 1.1 0.20 2.68%+2.85 6.41+4.71 1.32+1.36 10.41+4.24 2.76+0.83
10 1.1 0.23 2.54+24 6.25+4.06 1.18+1.27 9.97+3.30 2.81+0.96
11 1.1 0.30 2.39+2.52 5.39+3.70 1.01+1.01 8.79+3.17 2.44+0.85
12 1.1 0.36  2.52+2.74 5.30+3.72 1.10+£1.15 8.93+3.37 2.61+0.5
13 0.8 0.20 2.32+2.32 7.26%5.01 1.32+1.49 10.90+4.80 2.37+0.86
14 0.8 0.23  2.45+2.53 7.19+453 1.13+1.20 10.77+3.61 2.65+0.99
15 0.8 0.30 2.24+251 6.67+¥4.75 1.19+1.06 10.10+4.19 2.31+0.90
16 0.8 0.36  2.29+2.64 6.66+4.34 1.13+1.23 10.08+3.63 2.48+1.28
17 0.6 0.20 2.52+2.75 7.06+¥4.37 1.30+1.44 10.88+3.76 2.08+0.62
18 0.6 0.23  3.27+3.40 6.94+4.82 0.99+1.16 11.20+3.62 2.16+0.48
19 0.6 0.30 2.56%+2.89 6.61+4.35 1.36%x1.37 10.54+3.75 1.97+0.63
20 0.6 0.36  2.7743.23 6.42+3.90 0.95+1.00 10.14+2.96 2.10+0.57

7.2.3. Parametros zootécnicos
Los camarones que consumieron los alimentos de mas alta proporcién de CHO/Pro
(2.1 y 1.5) presentaron en promedio un incremento de peso (316£7.9% y 303+8%
por dia) significativamente mayor a los tratamientos de menores proporciones (1.1,
0.8 y 0.6: 287+£7%, 27615% y 277+7%, respectivamente). De igual manera, esta
diferencia se presenté en la tasa de crecimiento especifica (TCE), donde los

camarones que consumieron alimentos de 2.1 y 1.5 de CHO/Pro presentaron
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valores significativamente mayores (2.29+0.05% y 2.21+0.05% por dia), con
respecto a los camarones que se cultivaron con alimentos de menores relaciones
de CHO/Pro que en promedio tuvieron una TCE de 2.06£0.04. Tanto el incremento
de peso como la TCE fueron independientes de la proporcion LIP/Pro en el alimento
(Tabla XIX).

Por otra parte, la supervivencia no fue afectada significativamente por ninguno de
los dos factores en el alimento. En promedio, se presentd una supervivencia de
90.3+9.7% en el experimento. Con respecto al FCA esté varié segun la proporcion
CHO/Pro, donde las menores proporciones (0.6, 0.8, 1.1 y 1.5) presentaron valores
de entre 1.7 y 2.1, significativamente menores que el FCA de 2.4, obtenido en
camarones alimentados con la mayor relacion CHO/Pro (2.1). La eficiencia proteica
también presentd significativamente mayores valores (1.73+0.06 y 1.67+0.07) en
tratamientos con alimentos de mayores proporciones CHO/Pro (2.1 y 1.5) en
comparacion con los demas alimentos de 1.1, 0.8 y 0.6 CHO/Pro, con un valor
promedio de 1.43+0.04 (Tabla XIX).

No se presentd algun efecto en el crecimiento ni en otro parametro productivo por

la proporcion LIP/Pro en el alimento (Tabla XIX).
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Tabla XIX. Parametros zootécnicos de camarones cultivados durante 49 dias con

20 alimentos diferentes. Abajo se muestra el resultado del ANOVA de dos vias.

CHO/ LIP/ Eficiencia
Al IP (%) TCE S (%) FCA _
Pro Pro Proteica
1 2.1 0.20 323.3£15.7 2.3x0.1 86.5+5.8 2.25+0.08 1.84+0.07
2 2.1 0.23 297.3£26.1 2.2+0.2 80.5+11.11 2.76£0.38 1.55+0.19
3 2.1 0.30 323.4+12.6 2.3x0.1 86.1+5.5 2.37+0.08 1.71+0.05
4 2.1 0.36 320.1£7.4 2.3x0.1 94.9+2.6 2.2940.04 1.82+0.03
5 1.5 0.20 297.4+7.6 2.2+0.1 94.4+2.8 2.16+0.04 1.60+0.03
6 1.5 0.23 286.0£11.1 2.1+0.1 100.0 2.261+0.19 1.56+0.13
7 1.5 0.30 303.0£15.8 2.2+0.1 88.9+7.3 2.084£0.25 1.72+0.21
8 1.5 0.36 319.4+20.6 2.3x0.1 89.715.1 1.94+0.14 1.78+0.14
9 1.1 0.20 267.6£1.5 2.0£0.01 89.5+6.7 2.07£0.01 1.40+0.001
10 1.1 0.23 274.6£10.0 2.0£0.1 89.715.1 2.07£0.09 1.42+0.06
11 1.1 0.30 315.3£13.4 2.3x0.1 83.8+4.8 1.74+0.06 1.68+0.05
12 1.1 0.36 291.2+6.7 2.1+0.1 89.5+6.7 1.85+0.08 1.58+0.07
13 0.8 0.20 269.0+£9.7 2.0£0.1 92.3+7.7 1.95+0.08 1.37+£0.06
14 0.8 0.23 281.7+£7.2 2.1+0.1 100.0 1.78+£0.05 1.46+0.04
15 0.8 0.30 277.8+7.4 2.0£0.1 81.4+6.5 1.95+0.07 1.39+0.05
16 0.8 0.36 277.0+£16.4 2.0£0.1 89.5+6.7 1.89+0.16 1.46+0.12
17 0.6 0.20 285.3+5.2 2.1+0.03 89.3+2.3 1.66+0.02 1.45+0.02
18 0.6 0.23 262.5+10.5 1.9+0.1 94.9+5.1 1.82+0.15 1.31+0.1
19 0.6 0.30 275.1+19.7 2.0£0.1 94.445.5 1.79+0.19 1.39+0.13
20 0.6 0.36 290.0+11.2 2.1+0.1 96.1+3.8 1.57+0.001 1.51+0.001
ANOVA
Valor P CHO/Pro *x *x NS * *
Lip/Pro NS NS NS NS NS
CHO*Lip/ NS NS NS NS NS
Pro

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo. IP= Incremento de Peso, TCE=Tasa de Crecimiento

Especifica, S=supervivencia

7.2.4. Respuesta de estrés

Tal y como se mencioné en apartados anteriores posterior al bioensayo de

crecimiento, los camarones fueron sometidos a la prueba de estrés por hipoxia y

persecucion combinada. Para la prueba de estrés se seleccionaron solo camarones

gue consumieron los 6 alimentos (1, 3, 9, 11, 17 y 19) con niveles bajos (0.6),

intermedios (1.1) y altos (2.1) de CHO/Pro asi como niveles bajos (0.2) e intermedio-
altos de lipidos/Pro (0.3).
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A continuaciéon se decriben los resultados del ANOVA de tres factores (CHO/Pro,
Lip/Pro y prueba de estrés). Cabe especificar que la significacia del ANOVA se
presentara en las tablas con los valores promedios y solo cuando se presenté
diferencias significativas (P<0.05) por la interaccion de los tres factores, los grupos
homogéneos restultantes de la prueba a posterior Tukey se indicaran con letras
diferentes en cada caso. En caso de que registrar diferencias significativas por 1 o
2 factores solamente, las medias globales se decriben en el texto y se refieren a los
promedios por los factores que mostraron efecto significativo.

7.2.4.1. Bioquimica de hemolinfa

Los niveles de los indicadores en hemolinfa se muestran en la tabla XXVI. En
general, se present0 el tipico incremento significativo de glucosa y lactato en
hemolinfa (61.8+3.9 y 188.7+2.3 mg.dL™?, respectivamente) como respuesta a la
exposicion a persecucion e hipoxia, en comparacion con el grupo control (19.2+1.6
y 14.1+0.8 mg.dL?, respectivamente). Sin embargo, los demas indicadores en
hemolinfa no presentaron diferencias por efecto del factor estrés solamente (Tabla
XX).

A pesar del ayuno de 18 horas, los niveles de glucosa en hemolinfa fueron
relacionados directa y proporcionalmente a los niveles de CHO en el alimento,
donde los camarones que consumieron mayores proporciones de CHO/Pro (2.1)
presentaron mayores niveles de glucosa, aunque el efecto dependio de la condicion
de estrés. Asi, para la condicién basal en los camarones alimentados con la
proporcion alta de 2.1 CHO/Pro los niveles de glucosa fueron significativamente mas
altos (26.9+3.3 mg.dL?) que para los tratamientos de 1.1y 0.6 (13.6+2.2y 17.7+1.9
mg.dL !, respectivamente). Por otro lado, el incremento de glucosa por efecto de
estrés, también dependi6 directamente con los niveles de carbohidratos en la dieta
(37.945.3,61.446.0 y 86.2+3.7,a 0.6, 1.1 y 2.1 de CHO/Pro, respectivamente). Los
mayores niveles de triglicéridos en hemolinfa (0.90+0.13 mg.ml!) también
correspondieron a los mayores niveles de CHO/Pro en el alimento (2.1),

significativamente diferentes a los niveles de triglicéridos en camarones que
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consumieron menores proporciones de CHO (1.1 y 0.6: 0.53+0.10 y 0.52+0.10
mg/ml, respectivamente). El nivel de lipidos en el alimento también afecto
significativamente los niveles de triglicéridos en hemolinfa, aunque por la interaccién
entre CHO y Lip en el alimento, éste efecto solo se present6 con el mayor nivel de
CHO en el alimento, por lo cual los camarones que consumieron la mayor
proporcién de CHO/Pro y Lip/Pro, presentaron mayores niveles de triglicéridos en
hemolinfa (1.4+0.2 mg.mlt), significativamente diferente con respecto a los demas

tratamientos.

Cabe mencionar que el nivel de proteinas estuvo determinado por la interaccién
entre CHO/Pro y Lip/Pro del alimento y de éstos con el factor estrés. Los mayores
niveles se presentaron en camarones que consumieron altas CHO/Pro (2.1 y 1.1)
con ambos niveles del Lip/Pro, excepto en el caso del consumo del alimento #3, con
2.1 de CHO/Pro y 0.3 de Lip/Pro, que present6 los menores niveles (77.9+2.37),
promedio también debido a que el grupo estrés presentd niveles bajos (Tabla XX).
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Tabla XX. Niveles bioquimicos (promedio + error estandar) en hemolinfa de camarones que consumieron 6 alimentos
con diferente proporcibn CHO/Pro y Lip/Pro por 7 semanas y expuestos a estrés (St) por persecucion e hipoxia.

Alimento #1 #3 #9 #11 #17 #19 ANOVA
CHO/Pro 21 1.1 0.6

. cHor L/
Lip/Pro 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 o St b Proxst F T
Proteinas Totales (mg.mL™) NS NS NS ** o ** NS
Basal 161.7£21.9 81.844.3 93.6+2.2 90.4+13.8 96.5+3.7 95.145.8
Estrés 91.0+5.5 73.9+0.4 106.5t4.1 146.6+£16.8 91.8+5.1 94.946.2
Hemocianina (mg mL?) NS NS NS NS NS NS NS
Basal 58.0+3.7 60.846.7 58.3t4.7 57.6+3.0 67.9+4.6  67.415.6
Estrés 62.1+6.6  49.745.6 77.4+8.4 60.4+7.6 69.0+6.8  59.8+7.0
Glucosa (mg.di?) o NS * NS * NS NS
Basal 25.1+3.1 28.7t6.0 15.2+4.1 12.0£1.5 20.1£2.7 14.1+£2.3
Estrés 89.3t6.1  83.02+4.3 56.0+9.9 66.7+6.5 44.3+7.7  31.5%7.1
Lactato (mg dI') NS = & % NS * NS
Basal 17.5£2.0 13.0£1.7 8.7£1.8 15.9+1.8 14.0£2.1 15.6£0.9
Estrés 183.8+1.9 196.4+4.7 180.5+3.7 199.5+3.0 170.2+6.4 201.2+6.0
Triglicéridos (mg mL™?) oo NS NS NS NS
Basal 0.34+0.03 1.10+0.10 0.25+0.10 0.80+0.19 0.50+0.11 0.46%0.18

Estrés 0.50+0.05 1.70+0.40 0.48+0.03 0.58+0.17  0.40+0.04 0.74+0.15

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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7.2.4.2. Bioquimica de tejidos
Por otra parte, no se observaron diferencias en los niveles bioquimicos en
hepatopéncreas por efecto del estrés por persecucion e hipoxia, excepto por una
interaccion con los niveles de CHO dado que los camarones del grupo basal y que
consumieron la méas baja proporcién CHO/Pro (0.6), presentaron niveles menores
significativos de carbohidratos totales (19.2+1.8 mg.g?). Sin embargo, esto no fue
reflejado en el nivel de glucégeno en el hepatopancreas (Tabla XXI).

Los niveles de proteina en el hepatopancreas estuvieron relacionados inversamente
con los niveles de CHO/Pro en el alimento, ya que los camarones que consumieron
menores niveles de estos (0.6 de CHO/Pro), presentaron mayores niveles de
proteinas totales (462.4+11.3 mg.g') en comparacién con al menos el grupo de
camarones que consumieron los mayores niveles de CHO/Pro (2.1; 399.1+10.6
mg.g).

Los niveles de carbohidratos totales y especificamente de glucogeno en
hepatopancreas estuvieron influenciados directamente por los CHO/Pro en el
alimento. Donde los menores niveles de carbohidratos totales y de glucdgeno,
(20.9+41.3 y 11.1+0.7 mg.g*, respectivamente) los presentaron camarones que
consumieron alimentos con menor proporcion CHO/Pro (0.6) (Tabla XXI), mientras
gue los mayores niveles se presentaron en hepatopancreas de camarones
alimentados con mayores niveles de CHO/Pro (1.1y 2.1: 24.9+1.0 y 25.9+0.8 mg.g’
! de CHO totales; 13.5+0.8 y 14.0+1.0 mg.g* de glucégeno, respectivamente).

El mayor nivel de inclusion de Lip/Pro (0.3) también afectd positivamente el nivel de
lipidos totales en el hepatopancreas, ya que los camarones que consumieron este
alimento presentaron mayores niveles en promedio (152.0+8.4 mg.g™) con respecto
a los camarones que consumieron menores niveles de Lip/Pro (0.2; 131.2+7.4 mg.g
1). Sin embargo, estos mayores niveles de Lip/Pro (0.3) en el alimento también
promovieron menores niveles de carbohidratos totales y glucégeno. Asi, los
carbohidratos totales y glucogeno hepatopancreatico fueron significativamente

mayores en relacion con el nivel menor de lipidos (0.2 vs 0.3: 26.5+£0.66 vs 21.0+1.0
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y 14.8+0.70 vs 10.8+0.6 mg.g?, respectivamente), y tal como lo muestra la
interaccion significativa, este efecto es mayor para el menor nivel de CHO/Pro en el
caso de carbohidratos totales con 14.2+0.73 mg.g™! en comparacién con los demas
tratamientos que varian de 23.73+1.70 a 27.90+1.1 mg.g* (Tabla XXI).

En el caso de la composicién bioquimica muscular (Tabla XXII), los niveles de
lipidos totales y triglicéridos promedio incrementaron significativamente (36.7+1.7 y
13.7+0.9 mg.g?, respectivamente) durante la respuesta de estrés con respecto al
grupo basal (32.1+1.4y 7.2+0.7 mg.g™, respectivamente). Sin embargo, para lipidos
totales, este efecto dependid del nivel de lipidos asi como de la combinacion de
lipidos y carbohidratos en el alimento, tal como lo indican las interacciones

significativas.

Los niveles de proteinas en musculo fueron afectados significativamente por ambos
factores del alimento asi como por interacciones con el factor estrés. Los camarones
gue consumieron alimento con proporcion intermedia (1.1) de CHO/Pro y la mayor
inclusion de Lip/Pro (0.3) presentaron los mayores niveles promedio de proteinas
totales en el musculo (586.6+17.8 y 583.4+16.0 mg.g) en comparacién con el nivel
en el madsculo de camarones alimentados con menores (0.6) y mayores (2.1)
proporciones de CHO/Pro (495.8+12.3 y 514.3+21.2 mg.g™!) y menores inclusiones
de Lip/Pro (0.2) (484.2+10.9 mg.g™).

El contenido de proteinas y lipidos totales en el muasculo fue afectado por la
interaccion de los tres factores, CHO/Pro y Lip/Pro en el alimento y por la exposicion
a persecucion e hipoxia, tal como se muestra en la tabla XXIIl. Los mayores niveles
de proteina se registraron en el misculo de camarones que no fueron expuestos a
estrés (grupo basal) y que consumieron al alimento #11, el cual contenia valores
intermedios de CHO/Pro (1.1) y los altos contenidos de Lip/Pro (0.3). En contraste,
el menor nivel encontrado fue camarones del grupo basal y que consumieron el
alimento #1, de altos CHO/Pro (2.1) y baja inclusion de Lip/Pro (0.2).

La concentracidon de carbohidratos totales y glucogeno en muasculo fue influenciada

de manera directa por el nivel de CHO/Pro en el alimento con niveles mayores
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(17.41+0.92 y 11.02+0.91 mg.g*) con el consumo de mayores proporciones CHO/P
(2.1) en comparacién con niveles menores (10.6+0.64 y 8.69+0.75 mg.g*! de
carbohidratos totales y 6.50 y 5.3 mg.g-1 de glucoégeno para 1.1 y 0.6 de CHO/PT,
respectivamente). Adicionalmente, la concentracion de glucégeno fue mayor con el
mayor nivel de Lip/Pro en el alimento (8.45+0.58 vs 6.70+0.68 mg.g™'). No hubo
efectos significativos por estrés combinado (Tabla XXII).

7.2.4.3. Arginina fosfato (Arg-P) y nucleétidos en muasculo
Los niveles de nucleétidos, Arg-P y la carga energética adenilica (CEA) se muestra
en la tabla XXIIl. Se observa que todos los niveles variaron significativamente por el
facto estrés, ya que los camarones disminuyeron su nivel de Arg-P (2.64+0.44
umoles.gt) en comparacion con el grupo basal (13.71+1.94 pmoles.gt). No hubo
diferencias de disminuicon de ArgP al factor estrés entre los diferentes alimentos.
De manera similar la CEA disminuyo en el grupo estrés (0.69+0.04 vs 0.86+0.02)
sin diferencias entre alimentos. Solamente el contenido de AMP y ADP variaron de
acuerdo a CHO/Pro en el alimento, los mayores contenidos se registraron en
camarones que cosumieron proporciones intermedias (1.1; 1.18+0.19 y 3.5+0.27

mumoles.g?, respectivamente).
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Tabla XXI. Niveles bioquimicos (promedio * error estdndar) en hepatopancreas de camarones que consumieron 6
alimentos con diferente proporcion CHO/Pro y Lip/Pro por 7 semanas y expuestos a estrés (St) por persecucion e

hipoxia.
Alimento #1 #3 #9 #11 #17 #19
CHO/Pro 2.1 1.1 0.6 ANOVA

. cHox cHopr P/

Lip/Pro 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 G0 bl T P st PR T
Proteinas Totales (mg.g?) * NS NS NS NS NS NS
Basal 4357+17.0  367.0+24.9 475.0£31.6 420.7+33.2 479.5+18.9 450.4+13.7
Estrés 367.0£14.9  417.0+22.0 409.4+29.6 427.4+21.0 457.8+28.0 463.6+28.3
Lipidos Totales (mg g) NS * NS NS NS NS NS
Basal 95.0+11.9 183.6+23.6 107.9+18.9 159.8+17.7 168.2#17.5 150.0+24.7
Estrés 125.0+18.5  147.4+16.1 136.7+15.0 159.1+21.4 156.0+18.6 122.1+19.6
Triglicéridos (mg.g?) NS NS NS ** NS NS NS
Basal 57.3+14.3 96.6+13.7  45.0+13.9  107.2+18.1 123.4+15.0 77.2+15.8
Estrés 60.2+17.1 94.4+14.3  74.8+18.1 115.0£17.2  98.4+12.9  70.0£16.0
Carbohidratos Totales (mg g*) ¥k NS * NS NS
Basal 26.5+2.32 26.1+1.5 26.1+1.2 26.5+1.5 26.3+1.6 12.8+0.9
Estrés 25.1+1.4 26.01.2 25.9+1.5 21.22+2.7 29.3+1.4 15.6+1.0
Glucégeno (mg g3) * * NS NS NS NS NS
Basal 17.1+2.2 10.7+1.4 14.9+1.7 11.4+0.7 14.8+1.6 8.2+1.3
Estrés 14.7£1.7 12.5+1.6 16.3t1.5 11.5+1.7 11.4+0.9 10.2+1.0

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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Tabla XXII. Niveles bioquimicos (promedio + error estandar) en misculo de camarones que consumieron 6 alimentos
con diferente proporcibn CHO/Pro y Lip/Pro por 7 semanas y expuestos a estrés (St) por persecucion e hipoxia.

Alimento #1 #3 #9 #11 #17 #19 ANOVA
CHO/Pro 2.1 1.1 0.6

CHO/P  Lip/
Lip/Pro 0.2 03 0.2 0.3 0.2 0.3 CHOI L S cHoR st ™
Proteinas Totales (mg.g?) * o+ NS NS NS
Basal 432.1+28.99 501.0+#37.1%  514.0+23.4%  714.7+#32.6° 475.2+31.1% 548.1+11.4°
Estrés 476.3+21.8° 659.5+42.7% 5455+18.1°¢ 577.7+30.7°° 465.0+24.7°  495.0+20.7%
Lipidos Totales (mg g) NS NS * NS NS =
Basal 26.9+2.6° 39.4+4.0% 34.0+3.8% 35.7+3.3% 31.9+2.9° 26.8+3.0°
Estrés 42.2+2.6%° 30.7+3.1° 48.4+3.3° 30.0£3.4° 31.5+3.4° 37.3+5.4%
Triglicéridos (mg.g?) NS NS * NS NS NS NS
Basal 5.9+0.7 10.9+2.7 6.2+1.2 8.412.6 8.3+1.7 4.3+0.8
Estrés 15.3+1.9 14.9+1.2 13.1+2.0 15.3+2.2 13.5£3.6 10.0£2.0
Carbohidratos Totales (mg g*) * NS NS NS NS NS NS
Basal 16.5+2.5 21.5+0.9 11.0+0.8 9.4+1.7 11.2+0.7 8.7+1.3
Estrés 14.8+1.3 17.8+1.5 10.6+1.5 11.5+1.2 6.8+1.2 8.1+2.4
Glucégeno (mg g3) * * NS NS NS NS NS
Basal 11.5+2.3 11.3+1.7 5.3+0.8 7.1+1.6 4.9+0.8 6.8+1.0
Estrés 10.3+1.8 11.0+1.5 4.5+0.8 9.0+0.9 3.4+0.9 6.1+1.3

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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Tabla XXIIl. Niveles de Arg-P y Carga Energética Adenilica (CEA) (promedio * error estandar) misculo de camarones
que consumieron 6 alimentos con diferente proporcion CHO/Pro y Lip/Pro por 7 semanas y expuestos a estrés (St)

por persecucion e hipoxia.

Alimento #1 #3 #9 #11 #17 #19 ANOVA

CHO/P 2.1 1.1 0.6 cHor L st SO CHORT o
Lip/P 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.3 Pro. Pre o N
Arg-P (umoles.g?) NS NS * NS NS NS NS
Basal 14.60+2.3 12.46+x2.0 16.0+2.6 14.32+1.32 13.16+2.30 11.70+1.1

Estrés 2.40+0.5 1.42+¢0.3 2.50+0.4 2.33+0.30 3.30+0.20 3.90%+0.92

AMP (umoles.gt) * NS * NS NS NS NS
Basal 0.22+0.04 0.46+0.10 0.64+0.27 0.45+0.05 0.39+0.06 0.37+0.06

Estrés 1.11+0.22 1.38+0.37 1.65+0.46 1.78+0.20 0.89+#0.19 1.23+0.19

ADP (umoles.gt) * NS * NS NS NS NS
Basal 1.70+0.21 2.37+#0.24 2.54+0.51 2.54+0.18 2.18+0.30 2.36+0.18

Estrés 3.48+0.41 3.72+0.51 4.10+0.48 4.66+0.25 3.31+0.36 3.57+0.66

ATP (umoles.gt) NS NS * NS NS NS NS
Basal 7.39+0.63 7.82+0.89 8.18+#1.22 8.85+0.35 7.60+0.56 9.05+0.56

Estrés 4.57+0.61 4.40+0.58 5.14+0.45 5.54+0.37 6.65+0.58 5.42+1.10

CEA (ATP+1/2ADP/ATP+ADP+AMP) NS NS * NS NS NS NS
Basal 0.89+0.01  0.84+0.03 0.82+0.05 0.85+0.01 0.86+0.01  0.87+0.01

Estrés 0.69+0.02  0.67+0.04 0.67+0.04 0.66+0.02 0.77+0.03  0.65:0.06

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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7.3. Bioensayo #3

7.3.1. Analisis quimico proximal del alimento formulado

En la tabla XXIV se muestran los resultados de los analisis proximales de los 4
alimentos utilizados en el bioensayo de crecimiento, donde se observa que el nivel
de nutrientes (proteina, lipidos y carbohidratos o ELN) se mantuvieron relativamente

constantes en todos los alimentos.

Tabla XXIV. Analisis quimico proximal de 4 alimentos con diferente fuente de
fésforo, utilizados en el bioensayo 3 de crecimiento.

Alimento 1 2 3 4
Fuente de fosforo KH2PO,4 NaH,PO; NH4H,PO, NasP3;0i9
Humedad (%) 9.4+0.03 8.5+0.02 8.9+0.02 9.5+0.04
Proteina (%) 26.1+0.03 27.6+0.08 27.1+0.04 27.3+0.06
Lipidos (%) 7.4+0.02 7.840.02 7.8+0.02 7.3+0.02
Fibra Cruda (%) 1.2+0.03 1.3+0.03 1.7£0.03 1.4+0.03
Cenizas (%) 10.0£0.004 9.1+0.02 8.3+0.02 10.3+0.01

Carbohidratos (%) 55.3+0.06 54.1+0.08 55.2+0.02 53.8+0.08

Energia (cal/g) 4148.8+0.5 4328.1+0.5 4348.9+0.4 4268.7+0.5
CHO/Pro 2.0 2.0 2.0 2.0
Lip/Pro 0.3 0.3 0.3 0.3

7.3.2. Analisis del agua

Los nutrientes residuales en el agua variaron a lo largo del cultivo. Sin embargo, en
promedio las concentraciones no fueron diferentes significativamente, excepto en el
total de nitrégeno inorganico disuelto (NID) que fue significativamente mayor con el

alimento a base de NH4H2PO4 como fuente de fosfatos (tabla XXV).
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Tabla XXV. Concentraciones promedio + desviacion estandar (mg.L') de los
nutrientes residuales en el agua del cultivo de camarones que consumieron
diferentes alimentos.

Alimento N-NH4 N-NO; N-NO3 NID P-PO4

1 KH.POs4 1.52+0.40 1.13+0.95 0.18+0.11 2.84+1.08" 2.48+0.80
2 NaHPO. 1.98+0.98 1.22+1.04 0.18+0.14 3.37+1.28% 2.42+1.02
3 NHsH2POs 2.02+1.09 1.47+1.22 0.42+0.96 3.92+1.082 2.46+0.99
4 NasP3O10 1.73+0.46 1.10+0.75 0.20+0.15 3.04+0.86° 2.63+0.78

NID=Nitrégeno Inorganico Disuelto

7.3.3. Parametros zootécnicos

El crecimiento de los camarones no dependié significativamente del alimento
consumido (P>0.05). Durante los 42 dias de cultivo los camarones incrementaron
su peso 300+£23% en promedio. La tasa de crecimiento especifica, el FCA y la
supervivencia fueron de 3.30£0.14 %l/dia, 2.09+0.17 y 96+7%, respectivamente y
no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, tal y como se

muestra en la tabla XXVI.

Tabla XXVI. Parametros zootécnicos de camarones cultivados durante 42 dias con
4 alimentos diferentes.

. Tasa de : . .
Aliment  Incremento o Supervive Eficiencia
crecimiento FCA . .
o] de peso (%) r ncia (%) proteica
especifica
1 KHeP 296.4+14.9 3.27+0.09 210+ 98.6+1.4  2.04+0.07
O4 0.07
2 NaH: 2.20+
PO, 293.8+14.8 3.26+0.09 007 97.2+1.6  1.82+0.06
3 NH4H 2.16+
PO, 289.9+3.3 3.24+0.02 007 95.8+2.7  1.88+0.06
4 NasPs 3508436 3.42+0.02 195t 931469  2.10+0.11
O10 0.11

7.3.4. Respuesta de estrés
Tal y como se mencion6 en apartados anteriores posterior al bioensayo de
crecimiento, los camarones fueron sometidos a la prueba de estrés por hipoxia y

persecucion combinada. Por lo cual, a continuacién se decriben los resultados del
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ANOVA de dos factores (alimento y prueba de estrés). Cabe especificar que la
significacia del ANOVA se presentara en las tablas con los valores promedios y solo
cuando se presenté diferencias significativas (P<0.05) por la interaccion de los dos
factores, los grupos homogéneos restultantes de la prueba a posterior Tukey se
indicaran con letras diferentes en cada caso. En caso de que registrar diferencias
significativas por 1 o 2 factores solamente, las medias globales se decriben en el
texto y se refieren a los promedios por los factores que mostraron efecto

significativo.

7.3.4.1. Bioquimica de hemolinfa

Se registraron aumentos de proteinas totales (278.3+10.3 mg.ml?), glucosa
(76.7+3.3 mg/dl) y lactato (189.8£5.4 mg/dl) en hemolinfa de camarones como
respuesta de estrés, en comparacién con el grupo basal (242.5+12.2 mg.ml?,
25.2+1.8 mg.dlt y 19.3+0.9 mg.dl, respectivamente). Por Gltimo, el consumo de
diferentes alimentos y la interaccion de los factores (alimento y grupo estrés) no
afectaron significativamente los niveles en hemolinfa de los camarones (Tabla
XXVII).
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Tabla XXVII. Niveles bioquimicos (promedio + error estdndar) en hemolinfa de
camarones que consumieron 4 alimentos con diferente fuente de fésforo durante 42
dias y expuestos a estrés (St) por persecucion e hipoxia.

Alimento 1 2 3 4 ANOVA
féusigtride KH2PO4 NaHPO,  NH4HPO,  NasPsOuo A"trge” st A"Tset”to
Proteinas Totales (mg.mL™?) NS * NS
Basal 242.3£32.5 235.9+25.9 230.6x32.0 232.8+23.7

Estrés 246.5£22.2 290.13+25.3 254.6+26.8 303.6+17.1

Hemocianina (mg mL™?) NS NS NS
Basal 51.5£4.3 58.31£5.0 49.61£6.4 56.5+4.7

Estrés 50.915.5 47.445.3 46.7+£3.1 46.8+4.0

Glucosa (mg.di?) NS ** NS
Basal 24.0£2.7 22.7+2.1 25.1+4.7 33.01£5.1

Estrés 79.81£5.9 68.6+11.0 81.1+£5.7 77.76.6

Lactato (mg dI'%) NS w* NS
Basal 19.8+1.8 18.6+1.7 20.3£2.0 18.3+193.6

Estrés 204.2+14.4  184.6£15.0 184.1+11.2 193.6%£3.9

Triglicéridos (mg mL1) NS NS NS
Basal 0.42+0.04 0.40+£0.04 0.38+0.05 0.45+0.04

Estrés 0.45+0.06 0.46x0.07 0.53+0.12 0.63+0.17

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.

7.3.4.2. Bioquimica de tejidos

En la tabla XXVIII y XXIX se muestran los niveles bioquimicos del musculo y
hepatopancreas de camarones de cada tratamiento. Por una parte, se observa que
el contenido de carbohidratos en ambos tejidos y el nivel de lactato y glucogeno en
hepatopancreas dependi6 del alimento. EI mayor contenido de carbohidratos en el
musculo (41.6+£3.4 mg.g™?) lo presentaron camarones que consumieron el alimento
4, con NasP3010 como fuente de fésforo, en comparacion con camarones que
consumieron el alimento 3 (29.5+2.5 mg.g™) con NH4H2PO4 como fuente de fésforo.
Mientras que los camarones que consumieron los alimentos 1 y 2 presentaron
niveles intermedios de carbohidratos totales en el musculo (35.7+3.1y 34.1+ mg.g
1. respectivamente). El nivel de carbohidratos totales y glucégeno en
hepatopancreas fue mayor en los camarones que consumieron el alimento 2

(33.0+2.1 y 25.5+1.3 mg.g!, respectivamente), en comparaciéon con el alimento 1
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(25.7+£1.8y 21.1+1.4 mg.g%, respectivamente), pero sin diferencia con los alimentos
3y 4(26.9£1.3, 21.5+1.3 y 29.3+1.4, 24.9+1.2 mg.g?, respectivamente).

Por otra parte, la exposicion a hipoxia y persecucion solo incremento los niveles de
lactato (7.8+0.2 mg.g*) en musculo, en comparacién con el grupo basal (2.6+0.1
mg.g?). La interaccion entre el factor alimento y estrés no present6 algln efecto en
los niveles bioquimicos en estos tejidos (Tabla XXVIII y XXIX).

Tabla XXVIII. Niveles bioguimicos (promedio + error estandar) en hepatopancreas
de camarones (n=10) alimentados con 4 alimentos de diferente fuente de fésforo
durante 42 dias y sometidos a percusion e hipoxia.

Alimento 1 2 3 4 ANOVA
Fuente de fésforo KH>PO4 NaHPO; NHisHPOs NasP30Oip  Alim std Alim*std

Proteinas Totales (mg.g™) NS NS NS
Basal 442.4+27.9 431.4+24.1 452.0+33.0 452.4+33.1
Estrés 438.8+31.8 434.8+22.7 395.8+30.0 408.4+20.4
Lipidos Totales (mg.g?) NS NS NS
Basal 50.7+3.1 54.3+4.6 50.1+3.7 57.7+6.1
Estrés 56.8+5.7 51.3+5.9 57.9+4.7 56.3+6.4
Carbohidratos Totales (mg.g™?) * NS NS
Basal 25.5+2.3 32.8+2.4 29.0£1.8 31.0+2.1
Estrés 25.9+2.9 33.1+3.5 24.9+1.8 27.6£1.8
Glucégeno (mg.g?) * NS NS
Basal 20.4+1.1 24.3+1.9 22.1+2.0 24.8+1.7
Estrés 21.8+2.7 26.7+1.7 21.0£1.7 25.0£1.7
Triglicéridos (mg.g?) NS NS NS
Basal 34.2+5.0 42.8+5.3 32.5+5.0 41.4+6.0
Estrés 38.415.6 31.4+4.8 44.8+4.3 42.615.2

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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Tabla XXIX. Niveles bioquimicos (promedio + error estandar) en musculo de
camarones (n=10) alimentados con 4 alimentos de diferente fuente de fosforo
durante 42 dias y sometidos a percusion e hipoxia.

Alimento 1 2 3 4 ANOVA
Fuente de fosforo KH2PO4 NaH.PO, NHsH2PO4 NasP3010 Alim st Alim*st

Proteinas Totales (mg.g™) NS NS NS
Basal 699.1£30.0 726.1+25.2 665.1+32.0 719+21.6
Estrés 725.4+24.3 724.3+26.3 727.1£17.4 704.2+14.2

Lipidos Totales (mg.g™) NS NS NS
Basal 34.1£1.6 38.5£3.2 33.3t2.4 35.3£2.9
Estrés 33.2+£1.8 35.2+1.5 34.81£2.1 32.4+£1.9

Carbohidratos Totales (mg.g™) * NS NS
Basal 36.7+£3.7 40.1£2.7 32.2+4.2 45.4+£3.2
Estrés 34.845.1 30.2+4.1 26.9+3.0 37.8£6.0

Glucdgeno (mg.g™?) NS NS NS
Basal 25.8+2.7 31.8+2.8 24.5£3.5 36.1+3.4
Estrés 28.615.2 21.7+x1.5 24.2+2.8 26.51£5.6

Lactato (mg.g™) * ** NS
Basal 2.4+0.3 2.4+0.3 2.3£0.3 3.5+0.3
Estrés 7.3x0.5 7.5+0.4 8.0+0.5 8.2+0.2

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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7.3.4.3. Arginina fosfato (Arg-P) y nucle6tidos en musculo

El nivel del Arg-P, ATP y CEA en el mulsculo de camarones disminuyo
significativamente debido a la exposicion de persecucién e hipoxia (grupo estrés,
3.5+0.2, 7.02+0.29 umol.gy 0.80+0.01, respectivamente) en comparacién con los
camarones que no fueron expuestos (grupo basal, 18.50+1.26, 9.31+0.24 pmol.g'y
0.90+0.01, respectivamente). Por otro lado, la concentracion de AMP y ADP
incremento significativamente (0.58+0.10 y 2.98+0.16 pmol.g!, respectivamente).en
comparacion con el grupo basal (0.21+0.02 y 1.83+0.10 umol.g?, respectivamente).

El nivel de Arg-P, ATP y CEA no dependio significativamente (P>0.05) del alimento
consumido ni de la interaccion entre éste y el factor estrés, tal y como se muestra
en la tabla XXX.

Tabla XXX. Concentracion de Arg-P y nucleotidos (promedio + error estandar) en
musculo de camarones que consumieron 4 alimentos con diferente fuente de fosforo
durante 42 dias y expuestos a estrés (St) por persecucion e hipoxia.

Alimento 1 2 3 4 ANOVA

F;J,enftede KH2POs NaHPOs NHsH2POs NasP3030  Alim  std  Alim*std
6sforo

Arg-P (umol g) NS  ** NS
Basal 159+1.6 195+1.8 21.9+4.3 16.3x1.6
Estrés 3.1+0.3 4.0x0.4 3.0£0.4 3.520.6
ATP (umol g1 NS  * NS
Basal 9.60+£0.65 9.63x0.33 8.66+0.55 9.31+0.46
Estrés 6.45+0.37 7.99+0.89 7.13+0.32 6.61+0.58
ADP (umol gt NS  ** NS
Basal 1.93+x0.19 1.82+0.17 1.77x0.24 1.82+0.19
Estrés 3.22+0.33 2.86+x0.41 3.05+0.28 2.75%0.32
AMP (umol g1 NS  ** NS
Basal 0.24+0.07 0.21+0.04 0.22+0.06 0.16x0.04
Estrés 0.73+0.20 0.56+0.09 0.53+0.12 0.50%0.15
CEA NS  ** NS
Basal 0.90+0.02 0.90+0.01 0.90+0.01 0.90+0.01

Estrés 0.78+0.03 0.82+0.02 0.81+0.02 0.81+0.03

*=Diferencias significativas (P<0.05) y NS= No Significativo.
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7.3.4.4. Expresion relativa de arginina quinasa (AK)

Se determin6 que los camarones que fueron expuestos a persecucion e hipoxia
presentaron mayor expresion relativa significativa de la AK (2.70+0.24) en
comparacién con camarones del grupo basal (2.03+0.40). Por otra parte, los
camarones que consumieron el alimento 2 con NaH2PO4 como fuente de fésforo,
presentaron una significativamente mayor expresion (3.82+0.60) que los niveles en
camarones que consumieron los demas alimentos. Finalmente, no se presentaron
diferencias significativas por la interaccién del alimento y estrés, tal y como se

muestra en la figura 14.

4.0 mBasal 2.03+0.40*

Estrés 2.70+0.248

7

.
i
7

KH2PO4 NaH2PO4  NH4H2PO4  NaP3010
1.91+0.33 3.82+0.60 2.021+0.24 1.89+0.31

o
[}

o
o

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) de la prueba Tukey del ANOVA bifactorial
(estrés*alimento).

Figura 1. Analisis PCR cuantitativo de expresion relativa de AK (promedio + error
estandar) en musculo de camarones que consumieron 4 alimentos con diferente
fuente de fosforo durante 42 dias y expuestos a estrés por persecucion e hipoxia.
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8. DISCUSION

En el trabajo presente se determiné que la respuesta de estrés en términos de uso
de sustratos energéticos depende el tipo de factor estresor aplicado y en algunos

casos del alimento consumido.

8.1. Efecto de lasalinidad baja y alimento

El efecto de la salinidad baja en el crecimiento L. vannamei aln no es claro, ya que
existen reportes contradictorios. Mientras que algunos autores reportan que la
disminucion de la salinidad disminuye el crecimiento (Laramore et al., 2001) otros
autores encuentran mayores crecimientos a salinidades bajas (5 y 15 ups, Bray et
al., 1994; 15 ups Rosas et al., 2001) o algunos otros no encuentran diferencias en
crecimiento al cultivar a diferentes salinidades (2 y 20 ups; Sower et al., 2005; 2, 35
y 50 ups Perez-Velazquez et al., 2007; 5y 38 ups Li et al., 2011). Estos reportes
contradictorios sefialan que el entendimiento de la respuesta fisiologica a
disminuciones de salinidad aun no es claro. Probablemente esto se debe a que
existe una gran diversidad de condiciones experimentales que puedan generar la
inconsistencia en los resultados (salinidad, talla, temperatura, concentracion de

amonio, duracion del cultivo, fuente de agua, entre otros; Tabla XXXI).

Tampoco es claro el uso de la proteina del alimento en salinidades bajas (Tabla
XXXII). Por una parte, se registran menores requerimientos proteicos (27, 38, 35%
PC) en salinidades bajas (2, 2 y 12 ups, respectivamente) en comparacion con
salinidades altas (28, 30, 46 ups; Huang et al., 2003; Zhu et al., 2010 y Robertson
et al., 1993; tabla XXXII). Mientras que otros autores reportan que el crecimiento de
L. vannamei no es afectado por la salinidad y los diferentes niveles de proteina en
el alimento formulado (Perez-Velazquez et al., 2007). En contraste, Rosas y
colaboradores (2001) reportan un mayor crecimiento en camarones que
consumieron alimento de alta proteina (50% y 1% de carbohidratos) a salinidad de
15 ups, en comparacion con alimento de menor proteina (30% y 36% de

carbohidratos) a 40 ups. En el presente estudio, se observo lo contrario, donde el
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alimento control que contenia un mayor nivel de proteina (40%) promovié un mayor
crecimiento a salinidades de 35 ups en comparacion con el alimento experimental
de baja proteina (26%). Mientras que, en agua con salinidad bajas (6 ups) este
mismo alimento de alta proteina no presento alguna ventaja en el crecimiento de los
camarones, y en contraste el alimento experimental con baja proteina (26% PC) fue
suficiente para resultar en crecimientos similares que a salinidad marina con

alimento de alta proteina.

El crecimiento menor de L. vannamei a salinidad baja con alimento de baja proteina
gue registraron Rosas y colaboradores (2001), lo atribuyeron a la saturacion de la
glandula digestiva por el alto nivel de carbohidratos (36%) que contenia el alimento,
en comparacion con el alimento de alta proteina que contenia menor nivel (1%), el
cual no comprometio la absorcion de nutrientes y por lo tanto presentd mayores
crecimientos a pesar de la disminucion de la salinidad. Sin embargo, en el presente
trabajo el alimento experimental de proteina baja (26%) presentd mayor nivel de
carbohidratos (54%) que el reportado por Rosas y colaboradores (2001) y aun asi
presentd mejor desempeiio que el alimento con nivel menor de carbohidratos y alta

proteina (43% y 40%, respectivamente) a salinidad baja (6 ups).

Se ha reportado que la demanda de energia para afrontar la disminucion de la
salinidad aumenta conforme se aleja del punto isosmatico de los organismos, en el
caso especifico de L. vannamei, éste se encuentra entre 20-25 ups (Castille y
Lawrence, 1981). Por lo cual, la comparaciéon entre 15 ups de salinidad en el caso
de la investigacion de Rosas y colaboradores (2001), con 6 ups utilizada en el
presente trabajo, probablemente se trate de diferentes demandas energéticas.
Recientemente un analisis transcriptomico del hepatopancreas de camarones que
fueron sometidos a la disminucion de salinidad (3 ups) y comparados con
camarones que se mantuvieron en condiciones isosméticas (25 ups), revelé un
incremento en el glucometabolismo, (ciclo de Krebs, glucdlisis, gluconeogénesis,
metabolismo de almidon y sacarosa, metabolismo de azucares de azUcares y

nucleodtidos; Xu et al., 2017), lo cual podria ser evidencia de un mayor requerimiento
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de carbohidratos bajo tal condicién, comparable a la condicion de los camarones
cultivados a 6 ups de salinidad en el presente estudio en comparacion con
camarones expuestos a mayores salinidades (15 ups) como el caso de Rosas y
colaboradores (2001). Lo cual podria explicar lo mayores incrementos de peso en
camarones que consumieron alimentos de mayor nivel de carbohidratos en el

presente estudio.
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Tabla XXXI. Condiciones experimentales de trabajos reportados con relacién al efecto de la salinidad en el
crecimiento y supervivencia de Litopenaeus vannamei. PC (%) porcentaje de proteina cruda en el alimento

formulado
Salinidades Talla Dias de  Temperatu Agua para
Referencia inicial i po PC (%) Tipo de cultivo __nguapara
(ups) ) cultivo ra (°C) disminuir salinidad
0,
Bray et al, 1994 5, 15, 25, 35 29 35 27 45 Outdoor. 20/0 Agua.de la llave
y 49 recambio filtrada
Rosas at al, 2001 15y 40 0.36 30 28 30y 50 Indoor No especifica
00.5, 1, 1.5,
5 3 30 0.1 18y 40 30 42 Indoor. 80% Agua de la llave
Laramore et al, 2001 s recambio agua diario filtrada
0,2, 4,30 8 40 25 42 9
5 0.8 7 Indoor. Sin recambio
Sower et al, 2005 ' y 26 35 y 30% recambio Agua reconstituida
2y 20 21
semanal
Pérez-Veladzquez et 25, 30, Indoor. 80% I
al, 2007 2,35y50 0.4 32 30.5 35y 40 recambio diario Desionizada
0.42y 38,41y Indoor. 20-80%
Zhu et al, 2010 2y 30 0.56 56 24.5 24 recambio diario Agua de la llave
Valenzuela- 0.08-0.72y Indoor. 5-10% Agua de pozo de
Quifionez et al, 2010 34 0.02 84 26.5 40 recambio diario cuatro regiones




68

Aunado a lo anterior, en nuestro estudio, los camarones se obtuvieron de
Acuacultura Mahr. Esta empresa tiene un programa de seleccidn genética en cultivo
biofloc hiperintensivo con niveles de proteina baja en el alimento y que se
implementan gradualmente durante generaciones sucesivas. De ésta manera se ha
seleccionado camarones mejor adaptados a alto contenido de carbohidratos en el
alimento. Lo cual explicaria el mejor rendimiento con el consumo del alimento
experimental. Debido a que la capacidad metabdlica para usar carbohidratos es mas
notoria en camarones cultivados y genéticamente seleccionados en comparacion
con las poblaciones silvestres, lo cual esta sustentado por los siguientes estudios
genéticos. Una reduccion de la frecuencia de alelos en genes de la enzima amilasa
de camarones domesticados (252 generacion) se relacioné a una capacidad
reducida de los camarones para usar carbohidratos en la dieta (Arena et al., 2003).
Del mismo modo, la 72 generacién de camarones cultivados (L. vannamei) presento
una alta dependencia de proteinas para metabolismo y respuesta inmune (Pascual
et al., 2004). Esto explica por qué niveles intermedios de carbohidratos (19-30%)
son Optimos a baja salinidad (Wang et al., 2014; Wang et al., 2015). Sin embargo,
estos resultados dependen de la naturaleza particular de cada programa de
seleccion con respecto al desarrollo de la cultura durante generaciones y

condiciones de cultivo especificas.

El presente trabajo concuerda con los autores que reportan el mejoramiento del
crecimiento de los organismos cultivados en salinidad baja por medio del alimento
(Huang et al., 2003a; Rosas et al., 2001a; Li et al., 2011). Sin embargo, no se puede
concluir que el aumento en el nivel de proteina en alimento es el principal factor que
mejora el crecimiento en estas condiciones. Debido a que el alimento experimental
promovié mayor crecimiento a pesar de la baja inclusibn de proteina en
comparacion con el alimento control de alta proteina. Lo cual puede ser explicado
por el uso eficiente de las proteinas para el crecimiento, debido a las siguientes
posibles causas, 1) uso de lipidos y carbohidratos como fuente energia para atender
la demanda de la osmoregulacion, lo cual se discutira mas adelante (apartado

8.3.3.). Y 2) a la presencia de otros elementos que ayudaron a disminuir la presion
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en el uso de la proteina como la presencia de astaxantina, suplementacion de
vitaminas, minerales, aminoacidos libres, inclusion de fosforo adicional y presencia

de microorganismos.

Tabla XXXII. Proteina cruda (PC) oOptima en el alimento para el mayor
crecimiento de L. vannamei expuesto a variaciones de salinidad.

Salinidades

(ups) % PC 6ptima Referencia
6 26 Trabajo presente
35 40 Trabajo presente
2 26.7 Huang et al., 2003a
28 33 Huang et al., 2003a
2 38* Zhu et al., 2010
30 41* Zhu et al., 2010
12 35 Robertson et al., 1993
46 45 Robertson et al., 1993
15 50 Rosas et al., 2001a
40 30 Rosas et al., 2001a

2,35y50 25,30,35y40 Perez-Velazquez et al.,
2007
5y 38 50 Lietal., 2011

*depende del contenido de lipidos

En este contexto, se ha reportado que la inclusion de antioxidantes como la
astaxantina y vitamina E en los alimentos para camarones que son sometidos a
estrés salino mejora el crecimiento y supervivencia, debido a que incrementan la
capacidad osmoética en condiciones de salinidad baja (Liu et al., 2007; Chien et al.,
2003; Flores et al., 2007).

La presencia de microorganismos en el alimento experimental es otro de los factores
gue pudieron afectar el desempefio de los camarones, debido a que estos son
fuente adicional de macronutrientes (proteina, carbohidratos vy lipidos),
micronutrientes (aminoacidos, vitaminas, oligoelementos y minerales) y compuestos
de fosforo de energia alta (polifosfatos), que pueden promover el crecimiento de los

camarones (Avnimelech, 2012; Pangastuti et al., 2010).
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El alimento control al no presentar otros componentes adicionales que ayuden a
contender la variacion de la salinidad, probablemente su contenido de alta proteina
fue utilizado para cubrir la demanda de energia para mantenimiento, crecimiento y
osmoregulacion (Davis et al., 2002). Por lo tanto, la ventaja de un mayor nivel de
proteina en el alimento control probablemente fue disminuida en agua de salinidad
baja por los otros factores. En los camarones que consumieron el alimento
experimental (proteina baja) se presentaron mayores niveles de carbohidratos que

pudieron cubrir la demanda energética y contender la disminucion de salinidad.

En este sentido, la sinergia de la suplementacion de diversos componentes
(vitaminas, minerales, aminoacidos libres, fosforo y microorganismos),
probablemente es la mejor via para mejorar el rendimiento de los organismos en
cultivo expuestos a disminuciones de salinidad, ya que se ha observado que el
estudio por separado de cada suplementacion disminuye el efecto benéfico en el
rendimiento de los organismos (Roy et al., 2006).

8.2. Efecto del fosforo en el alimento

A pesar de que el fosforo tiene diversas funciones fisiologicas esenciales, ya que su
forma organica es constituyente de acidos nucleicos, fosfolipidos, lipoproteina y
conformacién de enzimas, y/o su forma inorganica es utilizada como buffer e
intervencidon del metabolismo de carbohidratos y energético, los estudios se han
enfocado principalmente en el efecto en el crecimiento y la capacidad de
mineralizaciéon de los camarones en cultivo, lo cual ha dejado de lado el rol
energético del fosforo a nivel celular, ya que el foésforo es parte fundamental de la
estructura del ATP y otras moléculas energéticas como los fosfagenos importantes
para mantener la integridad celular al exponerse ante un estrés ambiental (Ye et al.,
2016)

En el bioensayo 1 del trabajo presente, el alimento experimental con mayores
niveles de carbohidratos y de fésforo, probablemente facilit6 el metabolismo de

carbohidratos en los camarones que lo consumieron, mediante una rapida
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fosforilacion de la glucosa. Es decir, es posible que este alimento promoviera un uso
eficiente de carbohidratos para que la proteina se utilizara en el crecimiento como

ha sido planteado por Rosas y colaboradores (2001).

Sin embargo, para esclarecer el papel del fosforo en los camarones en diferentes
escenarios, primeramente se debe determinar cual es la mejor fuente de fésforo en
el alimento. Desde que Davis y Arnold en 1994 platearon la posibilidad de que la
disponibilidad del fosforo dependera de la fuente, son pocos los estudios que
determinan el efecto de la fuente del fésforo en el cultivo de crustaceos comerciales.
Por lo cual, en la actualidad y especificamente en el caso de L. vannamei se reporta
requerimientos de 0.34-2% de 3 principales fuentes: Ca, Na y K (Kanazawa et al.,
1984; Davis et al., 1993). La disponibilidad del fosforo dependera de la conformacion
molecular, lo cual esta relacionado con el grado de lixiviacion de éste elemento en
el agua (Davis y Arnold, 1994), y de la capacidad de los organismos de asimilar éste
(especificidad enzimatica, por ejemplo). Bajo éste contexto se llevo a cabo el
bioensayo 3, ya que son escasos los estudios que experimentan con diferentes

fuentes de fosforo en el alimento de camarones en cultivo

En el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento
de los camarones por el consumo de diferentes fuentes de fosforo en contraste con
el Unico trabajo hasta el momento donde reportan un mayor crecimiento significativo
con KH2PO4 como fuente de fosforo en comparacién con NaH2PO4 y CaH2PO4 (Niu
et al 2008). Es probale que al cubrir el requerimiento de fosforo de 0.34-2%
(Kanazawa et al., 1984; Davis et al., 1993) como se realiz6 los alimentos del
bioensayo #2 y #3 y en el alimento experimental del bioensayo #1, los camarones
tienen la capacidad de utilizarlo indistitamente de las fuentes probadas en el

presente estudio.

La falta de diferencias también puede ser debido al contenido de calcio en el
alimento y a la biodisponibilidad del fésforo. Con respecto al primer punto, se ha
reportado que el crecimiento depende de la proporcionalidad Ca:P, siendo una

proporcién adecuada 2:1, mientras que una proporcion 3:2 inhibe el crecimiento



72

(Davis y Arnold, 1994). Sin embargo otros trabajos muestran baja correlacion entre
el nivel de Ca y P en el alimento particularmente para L. vannamei (Davis et al.,
1993). En el presente trabajo los camarones consumieron alimentos con
proporciones 1:3.5 en promedio de los cuatro alimentos probados por lo cual no fue
posible comparar diferentes proporciones entre los alimentos.

Por otra parte, se reporta que la disponibilidad del fésforo varia entre Caz(PO4).,
9.9%; CaHPO4, 19.1%, CaH4P20s, 46.3%; KH2PO4, 68.1%; NaH2PO4, 68.2%.(Davis
y Arnold, 1994), siendo estos dos ultimos comparables con los utilizados en el
presente experimento (Alimento 1 y 3), y se observa que presentan los mayores y
similares porcentajes de fésforo aparente disponible. Sin embargo, se debe tener
en cuenta que es probable que los porcentajes de fosforo disponible y asimilado fue
mayor debido a la actividad microbiolégica del probidtico utilizado en la elaboracion
de los alimentos del presente estudio. Ya que se ha reportado que los
microorganismos que formaron parte de la mezcla de probidticos utilizados permiten
aumentar la disponibilidad del fésforo (Greppi et al., 2015; Kerovuo y Tynkkynen,
2000; Anyakwo y Abot, 2010) y junto con la acidificacion del tracto digestivo por
parte de los acidos organicos, también utilizados en el alimento, propicia un
ambiente para el mantenimiento y desarrollo de las comunidades microbiolégicas y
asi una mayor asimilacion del fosforo (Romano et al., 2015). En el caso del alimento
4 (NasP3010) también debe contemplarse que probablemente presentd una menor
lixiviacion en el agua, ya que se ha registrado que fuentes como Na y K son
altamente solubles en comparacion con la fuentes de Ca, donde el calcio forma
guelatos con el P (Davis, 1994), de manera similar las cadenas de fosforo que han
sido reportadas como quelatos (Kornberg, 1995). En este caso el NasP3O10 podrian
formar quelatos con el Na, disminuyendo asi su lixiviacion en el agua y su mayor
disponibilidad del P en el tracto digestivo del camaron (Romano et al., 2015). Por lo
tanto, esto podria explicar la tendencia al mayor incremento de peso por el consumo

del alimento 4 (sin diferencias significativas) y el menor FCA (Tabla XXVI).
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8.3. Respuesta fisioldgica

8.3.1. Proteinas totales y hemocianina

Se ha registrado que el incremento de la concentracién de proteinas en hemolinfa
esta directamente relacionado con el nivel de proteina en el alimento, el cual modula
el uso de energia bajo condiciones de inanicién y estrés salino (Pascual et al., 2006;
Rosas et al.,, 2002). Sin embargo, en el presente trabajo no se observaron
diferencias significativas en el nivel de proteinas con el consumo de alimento de alta
(control) y baja proteina (experimental) en el bioensayo#1, aunque se presento la
tendencia a mayores niveles de proteina con el cosumo de éste ultimo alimento.
Mientras que en el bioensayo #2 se registraron aumentos significativos de proteina
en hemolinfa con el consumo de alimentos altos CHO/Pro y bajos Lip/Pro en el
alimento (Tabla XX).

Aunado a que los alimentos con menores inclusiones de proteina en los primeros
bioensayos, se elaboraron con mayor porcentaje de carbohidratos, el presente
trabajo expone que el uso de proteina puede ser mas eficiente mediante la inclusion
de carbohidratos. Lo anterior se debe al uso preferencial de carbohidratos fuente de
energia para mejorar la supervivencia y el crecimiento de los organismos expuestos
a factores cronicos y agudos, como los aqui probados (Wang et al., 2015; Cruz-
Suarez et al., 1994; Shiau y Peng, 1993).

Entonces tenemos que, cuando los camarones consumen alimento de niveles de
proteina altos y por lo tanto de niveles de carbohidratos bajos, la fuente de energia
es la proteina, mientras que al consumir una concentracion de carbohidratos, la
proteina es utilizada para la sintesis de tejido (incremento de peso) en lugar de
producir energia y entonces aqui es donde los carbohidratos presentan un mayor
papel energético (Rosas et al., 2001). Lo cual ha sido reflejado en los altos niveles
de carbohidratos en hemolinfa de camarones que consumieron el alimento
experimental (bioensayo #1; Tabla XllIl) y alimentos#1 y 3 del bioensayo #2 (Tabla

XX). Adicionalmente, esto se tradujo en mayores incrementos de peso y TCE en
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camarones que consumieron dichos alimentos y en salinidades bajas en el caso del

bioensayo #1.

Por otro lado en el caso de la exposicion a hipoxa, se ha registrado el incremento
de la sintesis de proteinas que transportan oxigeno, como la hemocianina (Richards
et al. 2009), cuando los camarones son expuestos a largos peridos de hipoxia
(Racotta et al., 2002), debido a que ésta es una estrategia para aumentar la
capacidad de transporte de oxigeno y asi poder mantener la produccion aerdbica
de ATP bajo tal circunstancia. Sin embargo, esto no sucedié en ningun bioensayo
del trabajo presente, a pesar de que se registro el incremento en la concentracién
de proteinas totales en la hemolinfa en el bioensayo 1y 3, pero no especificamente
de la hemocianina. Lo cual es debido al tiempo de exposicidon a hipoxia, él cual fue
de 60 min en el caso del presente estudio, en comparacion con la prolongacion de

hipoxia por 14 dias (Racotta et al., 2002).

8.3.2. Glucosay glucégeno

La glucosa hemolinfatica proviene de tres fuentes diferentes, la primera es la
absorcion a partir del alimento, a través de las células epiteliales del intestino y
hepatopancreéticas. La segunda fuente es el glucogeno como reserva energética
en el hepatopancreas y la tercera es por via gloconeogénesis, principalmente a

partir de aminoéacidos (Verri et al., 2001).

En el presente trabajo los niveles altos de glucosa en la hemolinfa de camarones
gue no se les aplicé algun factor estresor (grupo basal) estuvieron relacionados con
el nivel de carbohidratos en el alimento. Rosas y colaboradores (2000) no
registraron diferencias entre alimento de alto y bajo nivel de carbohidratos en
camarones ayunados. No obstante, el maximo porcentaje de inclusion que utilizaron
estos autores fue 33% por lo cual puede suponerse que porcentajes mayores como
los utilizados en el trabajo presente (54-58%) aumenta el flujo de glucosa por

periodos mas largos.

El consumo de alta concentracion de carbohidratos incrementa el uso de la glucosa

como sustrato energético (Rosas et al., 2001). En este contexto, en el primer
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bioensayo, el alimento experimental de baja proteina y alto nivel de carbohidratos
(54%) y en el bioensayo #2 los alimentos 1y 3 (57.9 y 56.2%) promovieron mayores
concentraciones de glucosa circunlante (Tabla Xllly XX), a pesar de que a todos los

camarones se les sometié a ayuno de mas de 12 horas.

Sin embargo, el uso de la glucosa como sustrato energético fue mayor bajo
condiciones de hipoxia en comparacion a los camarones sometidos a manejo y
dependi6 de la salinidad del agua, en el caso del bioensayo #1. Mientras que el
incremento de glucosa en la hemolinfa de los camarones sometidos a estrés
combinado, fue mayor por el consumo de alto CHO/Pro, independientemente del

nivel de lipidos en el alimento en el caso del bioensayo #2.

Por otra parte, los camarones tienen la capacidad de aumentar su reserva de
glucogeno a partir del nivel de carbohidratos en el alimento (Hutchins et al., 1998;
Gumus y lkiz, 2009), lo cual explica que el alimento experimental con mayor nivel
de carbohidratos (54%) incrementd el almacenamiento de glucdégeno en
hepatopancreas en el cultivo de agua marina (35 ups; Tabla XIV). En contraste, el
agua con salinidad baja (6 ups), no se observo este efecto probablemente por la

demanda energética asociada a la osmoregulacion.

En el bioensayo 2, también se observaron mayores contenidos de glucégeno y
carbohidratos totales en el musculo de camarones que consumieron alimentos de
altas CHO/Pro (Tabla XXI).

8.3.3. Lipidos y triglicéridos

En el trabajo presente se registré que los camarones utilizaron reservas de lipidos
y triglicéridos en hepatopancreas para afrontar la salinidad baja (tabla XIV), debido
a que este tipo de sustrato puede tener funciones energéticas, estructurales y/o

reculadoras para afrontar el estrés salino (Castell, 1979).

Las reservas de lipidos se pueden incrementar significativamente mediante el
consumo de alimentos con altos y medio CHO/Pro y con altos Lip/Pro como se

registr6 en el Bioensayo 2 (Tabla XXI). Por lo tanto, puede suponerse que los
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camarones que aumentaron las reservas de triglicéridos en hepatopancreas, tienen
mayor probabilidad de afrontar con éxito la exposicion a los factores estresores

probados como ya se ha reportado (Roy et al., 2006).

8.3.4. Fosfagenos

El movimiento de escape es un movimiento muscular intenso que demanda una
gran cantidad de energia en corto tiempo y que supera la capacidad de oxigeno que
puede ser suministrado por el sistema respiratorio y circulatorio. Por lo tanto, este
tipo de ejercicio provoca una hipoxia funcional (England y Baldwin, 1983). Entonces,
cuando las vias aerdbicas son insuficientes para proveer del oxigeno necesario, ya
sea por la exposicion a hipoxia ambiental o funcional, el segundo mecanismo para
la produccion de ATP, es la activacion de vias no dependientes del oxigeno. Tales
como la fosforilacion a nivel sustrato a partir de fosfagenos y de la glucolisis

anaerobica (Richards et al. 2009).

Especificamente en camaron el uso de Arginin fosfato (Arg-P) como fosfageno, ha
sido registrado tanto por la exposicion a hipoxia (Abe et al., 2007) como resultado
del manejo de los organismos (Robles-Romo et al., 2014). El uso de fosfagenos es
preferido por la rapida fosforilacion del ADP (England y Baldwin, 1983), en
comparacion con la glucdlisis anaerdbia. Lo anterior, se comprobo en el trabajo
presente, ya que se registraron disminuciones de ArgP en el musculo de camarones
gue fueron expuestos tanto a hipoxia como en lo que se promovio la respuesta de
escape (Tabla XVI, XXIII y XXX).

La carga energética adenilica (CEA) es un indice del estado energético a nivel
celular y por lo tanto representa la cantidad de energia disponible como enlace de
fosfato del ATP y ADP en relacién a la concentracion total de los nucleétidos
(Atkinson, 1968). Aunque se ha relacionado la CEA con el grado de perturbacion
del ambiente que estan expuestos los organismos, esta también depende de la
capacidad de los organismos de mantener su homeostasis energética. En este
trabajo la CEA se mantuvo regulada a pesar de las condiciones de estrés agudo por

separado (hipoxia y escape; bioensayo 1; Tabla XVI). En contaste cuando la
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condicion de estrés implico la combinacion del escape seguido de hipoxia, la
demanda energética supero la capacidad de regulacion de la CEA en los
bioensayos 2 y 3 (Tabla XXIIl y XXX). Lo anterior pone de manifiesto la gran
capacidad de los organismos a afrontar las condiciones adversas por medio del uso
diferencial de las reservas energéticas en funcién al tipo de estrés. Por otro lado y
dado que la CEA fue significativamente mayor en camarones que consumieron el
alimento experimental (Tabla XVI), es posible aumentar la energia disponible tanto
en forma de reserva (glucogeno y lipidos) como en enlace fosfato a nivel celular por
medio del alimento, lo cual ha sido uno de los aportes mas importante del presente

trabajo (Martinez-Antonio et al., 2019).

Entonces tenemos que la rapida fosforilacion por parte de Arg-P, no fue suficiente
para mantener el estado energético en términos de CEA en el factor estresor agudo
combinado. Otra ruta anaerdbica para mantener su estado energético, es el uso de
la glucosa como sustrato en la glucolisis anaerdbica y utilizacion para la formacion
de ATP y la concomitante liberacion de lactato en la hemolinfa. Por lo cual tanto el
nivel de glucosa y lactato aumentd en todos los camarones expuestos a factores
estresores agudos (Tabla XIll), en mucho mayor magnitud con la combinacion de
estos factores (Tabla XX y XXVII).

Cabe recalcar que solo en el caso del consumo del alimento experimental en el
bioensayo 1 las reservas de fosfagenos y la CEA aumentaron significativamente, y
por lo tanto las disminuciones por la exposicion a hipoxia o el manejo fueron
menores que con el consumo de alimento control (Tabla XVI). Probablemente esto
fue debido a la diferencia del porcentaje de inclusion de fosforo total entre los
alimentos. Donde el mayor nivel de fosforo en el alimento experimental se relaciono
con el mayor nivel de Arg-P y CEA en el masculo (Martinez-Antonio et al., 2019).
Posteriormente por medio de los resultados del bioensayo 3, se determiné que la
fuente de fosforo del alimento no es tan relevante, ya que no se encontraron
diferencias en el nivel de Arg-P y CEA en el musculo de camarones que

consumieron alimentos de altos porcentajes y de diferentes fuentes de fésforo.
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En condiciones de hipoxia el incremento de glucosa en hemolinfa fue mayor en agua
marina que en agua con salinidad baja (Tabla XIlII). En contraste, el manejo de los
organismos no promovio en aumento significativo de glucosa en ambas salinidades
(Tabla XIll), probablemente esta diferencia se deba, como ya se menciond
anteriormente, al tipo de estrés y a la duracion de la exposicion, ya que el manejo
consistio en la fatiga muscular en menos de un minuto en promedio, por lo cual el
tiempo para incrementar la glucosa en hemolinfa fue corto. Mientras que en hipoxia
se trat6 de una exposicién de 30 min, tiempo que al igual que otros autores han
registrado aumentos significativos con 60 min (Sofianez-Organis et al., 2010), 72
horas (Racotta et al., 2002) y 120 horas de exposicion (Duan et al., 2012).

En el trabajo presente la fuente de glucosa como sustrato energético para hacer
frente a la diminucion de oxigeno, probablemente fue la reserva en forma de
glucégeno en el hepatopancreas, ya que se presentaron disminuciones de éste
(Tabla XIV), lo cual ha sido registrado por Pérez-Rostro et al., 2004 con una
exposicion de 60 min a 0.4 mg.L* de oxigeno disuelto en el agua. Sin embargo, esto
solo se presento por efecto del estrés estresor por separado, ya que al combinarse
con la respuesta de escape de los bioensayo 2 y 3, no se observa la movilizacion
de esta reserva (Tabla XXI y XXVIII), lo cual seria dificil de explicar con base a los

presentes resultados, haciendo falta mas estudios para esclarecer este resultado.

En relacion con lo anterior, el uso diferencial de las reservas energéticas dependera
del factor estresor y el tiempo de exposicidn, ya que como se observo en este trabajo
presente, el manejo como la exposicién a hipoxia por separado o combinado indicen
el incremento del metabolismo anaerdbico. Sin embargo, los resultados sugieren
gue el manejo en tiempos cortos de duracion, la induccion de movimientos de
desplazamiento rapidos por contraccion abdominal y la hipoxia funcional inducida,
provocan la utilizacion en mayor medida los fosfagenos, mientras que durante la
exposicion a eventos de hipoxia donde los organismos hacen uso del glucégeno en

hepatopancreas para continuar con la oxidacién de glucosa hasta lactato.
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Si bien se ha reportado que la suplementacion de fésforo en el alimento mejora la
viabilidad celular, capacidad antioxidante, generacion de energia y el transporte de
lipidos del pez Takifugu obscurus al enfrentarse a la disminucion de la temperatura
en el agua (Ye et al.,, 2016), en crustaceos estudios similares son inexistentes.
Solamente Niu y colaboradores (2008), atribuyen el buen desempefio productivo de
camarones alimentados con fuentes de fésforo de K y Na debido al mantenimiento
de la presion osmética, ya que estos iones son necesarios para activar la bomba de
protones dependientes de ATP, la cual es una adaptacion a ambientes marinos. Por
otra parte, este mismo grupo de trabajo reporta diferencias en la supervivencia de
camarones que fueron sometidos a estrés salino y consumieron alimentos con
diferente nivel de L-ascorbyl-2-polyphosphate; sin embargo, éstas diferencias
fueron explicadas por el nivel de vitamina C, y no por la inclusion de fésforo (Chen
et al 2017).

Los fosfagenos son moléculas fosforadas intermediarias para la sintesis de ATP en
situaciones de alta demanda. En el caso de los artrépodos, es la arginina fosfato
(Arg-P) es el fosfageno mas abundante en el musculo. Por lo cual, podria seguirse
la idea de aumentar este almacén de energia de fosforo por el incremento de fésforo
disponible proveniente del alimento consumido. Sin embargo, se ha registrado que
los niveles de fosforo en el alimento no afectan el contenido del fésforo total en
Penaeus monodon (Pefiaflorida, 1999) ni en P. vannamei y P. stylirostris (Boyd and
Teichert-Coddington, 1995). Entonces los camarones regulan el fésforo en su
cuerpo para mantener una proporcionalidad con otros minerales como el Ca
(Amasankar et al., 2006), para llevar a cabo procesos como la mineralizacion del
exoesqueleto, principalmente. Sin embargo, a pesar del rol energético del fosforo
en la estructura del ATP, la relacion entre el contenido de fésforo en el alimento con
la respuesta a diferentes factores ambientales donde es necesario la gestion de la

energia, no ha sido establecida (Jokinen et al., 2003).

Lo anterior fue comprobado en el presente trabajo, en el cual a pesar de que

probablemente el fosforo del NasP3O10 (alimento 4) fue mas disponible debido a los
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puntos expuestos en el apartado anterior, sin embargo, ésta disponibilidad no afecté
la cantidad de Arg-P en el musculo y mucho menos en la concentracién final de ATP
(Tabla XXX).

Por otra parte, el efecto de la fuente de fosforo en otras reservas como los
carbohidratos totales en musculo y hepatopancreas se increment6 con el consumo
del alimento 4 (Tabla XXVIII y XXIX). Liang y colaboradores (2012) reportan
disminuciones de lipidos y proteinas en el musculo de carpas (Ctenopharyngodon
idella Val) por el incremento de P total del alimento. Por otro lado Romano y

colaboradores (2015) observan mayor tamafio de células R en el hepatopancreas
de L. vannamei, lo cual se traduce en mayores reservas de energia en camarones
gue tuvieron mayor disponibilidad de fésforo por el efecto benéfico de acidos
organicos. Probablemente en el caso de la investigacion presente, la disponibilidad
de fésforo del alimento incremento las reservas energéticas en los diferentes tejidos.
Sin embargo hizo falta un grupo control sin inclusion de fésforo para poder confirmar

esto.

9. CONCLUSIONES

1). Es posible modular la respuesta fisiolégica de L. vannamei por medio del

alimento formulado, debido a que:

El consumo del alimento experimental mejoro el estado energético en términos de
CEAYy el contenido de Arg-P en el musculo de los camarones, permitiendo enfrentar
la salinidad baja y adicionalmente la hipoxia y el manejo agudo, sin afectar

significativamente el estado energético de los organismos.

El consumo de alimento experimental permiti6 mantener la concentracion de las
reservas energéticas en forma de triglicéridos en hepatopancreas en camarones
cultivados a salinidad baja (6 ups) igual a la concentracion en camarones cultivados

a salinidad marina (37 ups). En comparacion con la disminucién de éstas reservas
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en camarones que cosumieron el alimento control y que fueron cultivados a

salinidad baja.

El consumo de alimentos con altas proporciones de carbohidratos (CHO/P)
incrementa el uso de glucosa hemolinfatica como sustrato energético para hacer

frente a la hipoxia y manejo.

El consumo de alimentos con altos CHO/P y altos Lip/P incrementé el contenido de
lipidos totales en hepatopancreas.

2). En larespuesta de estrés a hipoxiay manejo agudo:

Los camarones utilizan principalmente vias anaerdbicas como la glucolisis y la
hidrolisis de Arg-P del musculo como fuentes de energia ( ATP) para hacer frente a

la hipoxia y manejo agudo.

3). La fuente de fosforo en el alimentdo no determind el crecimiento y la

respuesta de estrés a hipoxiay manejo agudo.

En general por medio del presente trabajo se concluye que Litopenaeus
vannamei tiene la capacidad de usar la proteina del alimento eficientemente
para el crecimiento, siempre y cuando la proporcionalidad con carbohidratos
y lipidos sea adecuada, la cual determina la respuesta de estrés bajo
condiciones de hipoxia y manejo, tanto a salinidad marina (35 ups) y como

salinidad baja (6 ups).

Si bien el trabajo presente mostré la capacidad L. vannamei para utilizar los
sustratos energéticos del alimento formulado diferencialmente, es necesario

esclarecer diversos aspectos.

Se observo la tedencia al uso de diferentes sustratos energéticos, dependiendo del
tipo de estrés expuesto. Sin embargo, al aplicar un estresor combinado, que ademas
de ser mas intenso en la respuesta de estrés, los efectos individuales de los factores

de estrés no fueron registrados. Por lo cual, se recomienda realizar solo un tipo de
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prueba de estrés aguda o bien la combinacién con una prueba de estrés cronica,
como lo fue la salinidad baja en el bioensayo #1.

Por otra parte, se ha registrado que la cantidad de alimento que consumen los
camarones dependera del nivel de energia del alimento. Por lo tanto, un alimento
con mayor nivel de energia serd consumido en menor cantidad en comparacion con
un alimento de menor contenido calérico. Aunque en el trabajo presente, éste efecto
se trat6 de minimizar, por medio del control del alimento no consumido y con el
aumento de raciones diarias, se recomiendan investigaciones que ayuden a elucidar
la relacion de las proporcionalidades de proteina-carbohidratos-lipidos con el nivel

de energia en el alimento.

También deben ser abordados con mayor profundidad los aspectos uso de
diferentes proporciones de proteina-carbohidratos-lipidos en los alimentos
formulados en la calidad de agua. Debido a que en trabajo presente se encontraron
tendencias a la variacon de nutrientes criticos en los sistemas de cultivo por efecto
del alimento. Lo cual, deberia se analizado bajo la perspectiva de la
proporcionalidad carbono-nitrogéno disuelto en el agua y de hecho un factor de

control microbilologico en los sistemas de cultivo.

Por ultimo, debido a lo observado en el bioensayo #3, si bien la respuesta de estrés
no se puede registrar a nivel de disminucién de las reservas, como lo es el Arg-P en
musculo, por efecto de la fuente de fésforo en el alimento, bien podria detectarse a
nivel de activdad enzimatica o de expresion de genes, por lo cual se recomienda la

busqueda de indicadores de la respuesta de estrés en estos niveles.

Adicionalmente se recomienda la implementacion de un tratamiento con alimento
con bajo contenido de fésforo y con variacidon del nivel de Calcio para esclarecer la

funcién de éste como fosfato de alta energia en la respuesta de estrés.
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ANEXO A

En el bioensayo 1 se experimentaron con cuatro niveles de salinidad del agua de
cultivo (0.5, 6,12 y 37 ups). La disminucion de la salinidad a partir del agua marina
se realiz6 con dos tipos de agua, agua de pozo salinizada (6-7 ups) con y sin
tratamiento de osmosis inversa. Por lo cual, se obtuvieron dos mezclas de agua
diferentes (agua de osmosis y agua de pozo). El tratamiento de osmosis inversa se
realiz6 en la planta de tratamiento del CIBNOR, la cual consiste en el paso del agua
del pozo por membranas de poliamida (TORAY ® Modelo TM720D-370) con 250
libras de presién. Sin embargo, como se puede observar en la Tabla Al, en los
tratamientos de salinidad de 37 y 0.5 ups de salinidad, no hubo ninguna mezcla
como en los demas tratamientos, ya que estos tratamientos representan al control
de salinidad marina y dulce, respectivamente. El alimento experiemental probado
se decribe en el apartado 6.1 al igual que el alimento control. En el caso de los

tratamientos de 12 ups de salinidad solo consistieron de alimento control.
Tabla Al. Disefio experimental del bioensayo 1

No. de

. Salinidad | Fuente de agua Alimento Abreviatura
tratamiento

1 37 Marina Control 37+DC

2 37 Marina Experimental 37+DT

3 12 Pozo sin osmosis Control 12+Po+DC
4 12 Pozo con osmosis Control 12+0Os+DC
5 6 Pozo sin osmosis Control 6+Po+DC
6 6 Pozo con osmosis Control 6+0s+DC
7 6 Pozo sin osmosis | Experimental | 6+Po+DT
8 6 Pozo con osmosis | Experimental | 6+0s+DT
9 0.5 Osmosis Control 0.5+0s+DC
10 0.5 Osmosis Experimental | 0.5+Os+DT

Tabla A2. Parametros zootécnicos de camarones cultivados a diferentes
salinidades (37, 12, 6 y 0.5 ups) y que consumieron alimento control durante
42 dias.
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1 4 6 9
Tratamiento
37+DC 12+0s+DC 6+0s+DC 0.5+0s+DC
a5~ | 304.1%7.8% | 234.2413.2° 230.3+11.1° 220.5:34.7°
Tasa de
crecimiento 2.5+0.12 2.0+0.1b 2.0+0.1b 1.8+0.3P
especifica
FCA 1.92+0.08 2.56%0.20 2.75+0.19 2.43+1.53

Supervivencia (%) 91.8+5.92 93.7+4.02 83.3+3.42 35.4+25.4

Eficiencia proteica 1.38+0.06 1.06+0.08 1.09+0.11 1.79+£1.12
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) ANOVA de una via

Tabla A3. Ganancia de peso, supervivencia y FCA promedio + desviacién
estandar de camarones cultivados a salinidad de 6 ups en funciéon de la fuente
de agua para disminucion de la salinidad (sin y con osmosis) y el alimento
suministrado (control y experimental) al final de 42 dias de cultivo.

5 7 6 8 ANOVA
. Sin Osmosis Con Osmosis
Tratamiento Control Experimental ~ Control ~ Experimental . A F*A
6+Po+DC 6+Po+DT 6+0s+DC 6+0s+DT
Ganancia de 4.4+0.3 4.610.2 4.7+0.1 5.5+0.1 * * NS
peso (9)
Supervivencia  70.8+7.22 95.8+4.2° 83.3+6.12 88.5+2.7% NS *  *
(%)
FCA 2.2+0.3 1.6+0.1 1.9+0.2 1.9+0.1 NS * NS

*Indica diferencias significativas (P<0.05) ANOVA de dos factores
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Figura Al. Ganancia de peso promedio de camarones cultivados a salinidad 6
ups y alimentados con dos alimentos (control y experimental) durante seis
semanas en funcion de la fuente de agua para la disminucién de la salinidad
del agua marina (con o sin osmosis inversa). * Diferencias significativas.
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Tabla A4XXXIIl. Perfil elemental (ppm) en los diferentes tratamientos del
Bioensayo #1.

s 1818 8| 8|8 |5 5] 8] s
Etiqueta 2 2 g 8 é é é g g g
£ £ & & 3 & & 3 k? K
Fungzde AM | AM | AM+AP | AM+AP |AM+AP | AM+AP | AM+AP | AM+AP | AM+AP | AM+AP
Tratamien NA NA Sin . Con. Sin ) Con_ Sin _ Con_ Con_ Con_
to al AP 0smosis | osmosis | osmosis | osmosis | osmosis | osmosis | osmosis | osmosis
Salinidad | 37 ups | 37 ups | 12 ups 12 ups 6 ups 6 ups 6 ups 6 ups 0.5ups | 0.5ups
Alimento | Control E)g:]f; Control | Control | Control | Control E)é?]f;m E)é’:rfglm Control E)éafglm
N 2.90 2.56 4.46 2.25 1.75 271 3.49 451 3.31 1.97
B 2.42 1.79 1.38 1.09 0.52 0.55 0.92 0.96 0.28 0.22
Ca 216.8 | 158.22 | 216.12 93.42 141.33 46.81 187.81 71.37 16.92 12.77
Cd nd 0.02 0.01 nd nd nd 0.02 0.01 0.01 0.01
Co nd 0.02 nd 0.04 nd nd nd 0.03 nd 0.02
Cr 0.01 nd 0.02 0.02 0.00 nd 0.02 nd nd nd
Cu 0.00 0.01 nd nd nd nd nd nd nd nd
Fe 0.44 0.39 nd 0.14 0.00 0.04 0.06 0.13 0.01 0.01
Hg nd 0.32 0.05 nd 0.20 nd 0.00 0.32 nd nd
K 1259 | 93.12 38.11 45.49 10.12 18.07 20.12 34.10 3.05 2.20
Mg 863.1 |633.88 | 280.33 317.52 82.85 131.84 158.85 232.49 24.48 12.57
Mn nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Mo 0.05 nd 0.01 nd nd nd 0.00 nd nd nd
Na | 8208.4 [®90>? | 1076.31 | 104816 | 451.32 | 805.08 | 960.18 |1208.15 | 13581 | 85.82
Ni 0.02 0.04 nd 0.03 nd 0.02 0.01 0.01 nd nd
P 0.69 1.96 0.44 1.07 1.62 1.16 0.57 3.90 0.83 2.22
S 1039.2 | 928.63 | 329.69 218.88 76.85 101.38 90.96 140.08 12.20 9.22
Sb nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Se 0.12 0.09 0.30 0.06 nd 0.08 0.25 nd 0.32 nd
Zn 0.05 0.07 0.04 0.03 0.04 0.05 0.01 0.06 0.03 nd
Na/K 65.2 74.3 51.9 42.8 44.6 44.6 47.7 35.4 44.5 39.0
Ca/K 1.72 1.70 5.67 2.05 13.97 2.59 9.33 2.09 5.55 5.79
Mg/Ca 3.98 4.01 1.30 3.40 0.59 2.82 0.85 3.26 1.45 0.98
Ca/Mg 0.25 0.25 0.77 0.29 1.71 0.36 1.18 0.31 0.69 1.02

AM= Agua Marina, AP= Agua de Pozo, NA= No aplica y Nd= No detectable
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ANEXO B

Articulo publicado de titulo “Modulation of stress response and productive
performance of Litopenaeus vannamei through diet” en la revista PeerJ- the Journal
of life and Environmental Sciences. PeerJ7:e6850. http://doi.org/10.7717/peer].6850

Articulo sometido de titulo “EFFECT OF DIETARY PHOSPHORUS SOURCE ON
STRESS RESPONSE OF white shrimp Litopenaeus vannamei” en la revista
Archives of Animal Nutrition


http://doi.org/10.7717/peerj.6850
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ABSTRACT

Specific requirements of particular nutrients is a major concern for shrimp industry.
These requirements could be different according to particular culture conditions,
particularly if stress is involved. The chemical form or source of particular nutrients
is also important and this is the case for phosphorous (P) requirement, as different
inclusion of different P salts produced different growth responses. In the present
study, we analyzed the influence of Na, K and NH4 salts of P, as well as in the form
of polyphosphate, on overall performance and stress response induced by handling
followed by hypoxia. Shrimp growth, feed conversion ratio, survival and protein
efficiency ratio were not significantly different among the different diets with various
chemical forms of phosphorus. Stress response to handling and hypoxia were
characterized by an increase in hemolymph lactate and glucose, a decrease in
arginine phosphate and adenylate energy charge and an increase in arginine kinase
(AK) RNAm expression, although no influence of diet was observed. However, a
higher expression of AK RNAm and higher levels of total carbohydrates and
glycogen in muscle was observed in shrimp fed the NaH2PO4, suggesting a possible
beneficial role of this P source on energy metabolism, that should be further explored

using additional experimental approaches.

1. INTRODUCTION
Shrimp culture has been one of the major growth areas in worldwide aquaculture
during the last 55 years, with a total production of 4.156 million tons in 2016 (FAO,
2018). Shrimp industry depends importantly on formulated feeds, which are
manufactured with high contents of protein and fish meal to promote rapid shrimp
growth (Shiau, 1998; Cuzon et al., 2004). Specific requirements of other nutrients
have also been investigated; among them, the phosphorous dietary need was

established at around 1% of diet (Davis, 1997).
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In general feed formulation have a poor consideration of environmental impact,
production costs (increasing prices of fish meal and oil), and shrimp responses to
several stressors inherent to the current culture systems (Tacon and Metian, 2008).
Thus, there is a great need to formulate functional feeds that, in addition to providing

good culture yield, enhance the capacity of shrimp to minimize stress.

In intensified culture systems, hypoxia and shrimp handling increase given the high
densities used. Under these conditions, shrimp use arginine phosphate (Arg-P) and
increase anaerobic metabolism to obtain the necessary energy in response to
hypoxia. Something similar happens when shrimp have muscular movement as an
escape response, presenting the phenomenon of functional hypoxia. The Adenylate
Energy Charge (AEC) is an index of energy status at the cellular level and depends
on the ability of organisms to maintain their homeostasis through the use of energy

substrates that come from the diet (Lucas, 1996)

Although phosphorus has been reported to be an essential element for growth and
other energy molecules such as adenosine triphosphate (ATP) and ArgP, the
research in crustaceans culture has been mainly focused on the effect on growth
and mineralization capacity shrimp and the relation between dietary phosphorus with
the response to different environmental factors where energy management is
necessary has not been established in crustaceans group (Ye et al., 2016; Jokinen
et al., 2003).

During 42 days, juvenile shrimp were fed with four diets with different phosphorus
source (KH2PO4, NaH2PO4, NH4H2PO4, NasP3010). Following, a combined stress

test was performed in order to know the effect of diet on growth and stress response.
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2. MATERIALS & METHODS

2.1. Experimental diets

Four diets were tested with 3.1-3.6% of phosphorus inclusion from a different source
(KH2PO4, NaH2PO4, NH4H2PO4, NasP3010). The diets were prepared according to a
baseline formulation established in a previous study (Martinez et al., 2019) (Table I).

The proximate composition of the diets is shown in table II.

2.1. Shrimp and experimental conditions

Litopenaeus vannamei postlarvae (1.42+0.02g) from the private company
Acuacultura Marh (La Paz, Mexico) were acclimated to experimental conditions (37
ups, 26+0.8°C, 5-6 mgO-.L™, feeding rate of 10% total biomass) in the experimental
nutrition laboratory of the Mexican research center [Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste (CIBNOR)] for 5 days.

Shrimp with mean initial of 1.91+0.19 g were randomly distributed in 16 aquariums
and cultured under laboratory conditions (28.0+0.6°C, dissolved oxygen= 5.9+0.6
mgO2.L2, and photoperiod= 12h: 12h light: dark) during 42 days. The feeding rate
was according Kureshy and Davis (2000) in four daily rations for each aquarium
(9:00 h, 12:00 h, 15:00 h and 17:00 h) to reach maximum weight gain

The following zootechnical parameters were obtained:

Weight gain (%) (WG) = ((final weight (g) — initial weight (g))*100)/ initial weight (g);
Specific growth rate (%) (SGR) = 100 * (In final weight (g) — In initial weight (g))/days
of experiment; Survival (%) = (shrimp initial number — dead shrimp number)/shrimp
initial number x 100; Feed conversion ratio (FCR) = feed intake (dry matter)
(g9)/weight gain (g); and Protein efficiency ratio (PER)= wet weight gain (g) / dry
protein intake (g)

2.2. Stress test and biochemical analysis.
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After shrimp have fasted for 15 hours, 10 shrimp fed with different diets were
exposed to stress test with another group of 10 undisturbed shrimp as a control.
Stress tests were divided into two phases: escape response and hipoxia. First, the
escape response (tail-flipping) was induced by prodding shrimp from stress group
until exhaustion, which is characterized by a prolonged unwillingness to respond by
tail-flipping (Robles-Romo et al., 2016). Immediately each exhausted shrimp was
exposed to hypoxia for 60 min. The dissolved oxygen was decreased by nitrogen
bubbling to 1.0+0.5 mg L. Shrimp of the control group (baseline) were undisturbed
and maintained at normoxia (5.6 +0.4 mg L™1).

After hypoxia test, 100-200 pl of hemolymph were collected in each shrimp from the
ventral sinus at the base of the first abdominal segment, this procedure was
performed using a cooled-anticoagulant solution formulated with 5% sodium oxalate
in isotonic saline (Mendoza, 1992). Samples were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at 75 °C for further analyses. The same sampling procedure was

applied for control shrimp to obtain baseline values.

Hemolymph was centrifuged at 1350 g for 10 min at 4°C, plasma was collected for
guantification of hemocyanin, total proteins, glucose, and lactate. The
hepatopancreas and muscle (first abdominal segment) were dissected, lyophilized,
grinded, re-hydrated and homogenized for quantification of levels of total proteins,

total lipids, and triglycerides.

Commercial kits were employed to determine lactate and glycogen (PAP, Randox,
U. K., glucose (GOD-PAP, Boehringer Mannheim GmbH, Germany), and
triglycerides (GPO-PAP, Randox), methods were adapted to microplates (Palacios
et al., 1999).

Plasma was 1:100 with a saline isotonic solution (450 mM NaCl and 10 mMKCI).
Total proteins were determined according to Bradford (1976) using a commercial
reagent concentrate (Bio-Rad, 500-0006) and bovine serum albumin (Sigma, A-

3912) as standard. Total proteins were read on a microplate reader at 595 nm
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(Multiscan GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). In hepatopancreas and
muscle homogenates, total protein was determined after digestion with NaOH (0.1N)
at dilution of 1:20.

Hemocyanin was measured directly from 10-pl plasma diluted 1:20 with the saline
isotonic solution. Absorbance was read at 335 nm and concentrations were
calculated using an extinction coefficient (E%) of 2.83 for shrimp hemocyanin
(Hagerman, 1986). Total lipids were determined by the sulphophosphovanillin
method (Barnes and Blackstock, 1973).

The abdominal muscle was dissected and homogenized under cryogenic conditions.
Extraction and analysis of adenylic nucleotides and arginine phosphate were
performed according to Robles-Romo et al. (2016). Extraction consisted of
homogenization in 10% trichloroacetic acid and neutralization by means of a mixture
of trioctylamine and dichloromethane (1:5 v/v). Nucleotides were separated by ion
pairing reverse phase high-performance liquid chromatography (HPLC) (model
1100, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) with an octadecylsilane C18
column (Hyper Clone 150 mm length, 4.6 mm internal diameter, 3 ym patrticle size
diameter, Phenomenex, Torrance, CA, USA) and a security guard cartridge C18 (40
mm length, 3.0 mm internal diameter, Phenomenex). Conditions of this procedure
were the following: a flow rate of 0.8 mL min using a mobile phase of 0.15 M
NaH2PO4 buffer, 3 mM of tetrabutylammonium as the ion-pairing agent, and 8%
methanol adjusted to pH 6.0 with 5 N NaOH. The adenylic energy charge (AEC) was
calculated in accordance with Atkinson (1968): AEC=
ATP+1/2ADP/ATP+ADP+AMP.

2.3. RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted by maceration with a pistil using Trizol (Ambion®)
according to the fabricant protocol. The RNA was quantified using NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Scientific) and its integrity was validated by 1% agarose

gel electrophoresis. The RNA was subsequently treated with DNAse | (1 U, Sigma
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Aldrich) for 30 min at 37 °C to remove DNA residual and was quenched with EDTA
(50 mM, 10 minutes, 37 ° C). Then, 1 ul of oligo dT was added and kept 5 min at 70°
C and 5 min on ice. Finally, the retro transcription was carried out by means of the
reverse transcriptase (ImProm-Il ™ Reverse Transcription System), according to the
protocol manufacturer (Promega). The cDNA synthesis was verified by PCR, under

the conditions described in the following section.

2.4. Quantification of gene expression by gPCR

2 ng of treated RNA was used in each sample, 6 samples per group (n=6). The
reaction was carried outin a Thermal Cycler C1000 TouchTM (CFX96TM Real-Time
System, Bio-Rad). The gPCR conditions were as follows: an initial cycle of 95 °C of
3 minutes, 35 cycles de 95 °C for 30 seconds, 60 °C for 30 seconds and 72 °C for
30 seconds and finally 5 minutes at 72 ° C. The negative control consisted of a
triplicate reaction with deionized water, free of cDNA. Specific primers (Table 1II)
were used for a product amplification of 111 bp for AK (Yao, et al., 2009) as well as
for a reference gene (RPLS8).

Cycle values (Ct) were automatically analyzed and calculated in CFX ManagerTM
software, version 3.1 (Bio-Rad). All data were expressed in terms of relative RNAmM

expression for AK.

2.5. Statistical analysis
Homoscedasticity of variances and normality of data were verified. One-way ANOVA
was employed to determine the effect of phosphorus source from the diet over the
zootechnical parameters in terms of weight gain, SGR, PER, FCR and survival. A
bifactorial ANOVA (5x2) was performed to determine the influence of diet and stress
factor over metabolic variables in hemolymph, muscle, and hepatopancreas. Tukey
HSD test was conducted to determine the significate differences (P<0.05) among

treatments. Only, when a significant triple interaction (diet-stress) was observed, the
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differences are indicated in tables with different letters. Otherwise, global means
within each factor or two-factor combination are mentioned and compared in text,
together with the corresponding significant main effect of this factor or the two-factor

interaction. The software used was STATISTICA (version 10.0).

3. RESULTS
3.1. Productive performance

Shrimp growth (WG and SGR), FCR, survival and PER were not significantly
different (P>0.05), among the different diets with various chemical forms of
phosphorus (table 1V).

3.2. Biochemical responses

Hemolymph variables were not significantly affected by the different phosphorus
forms in the diet (Table V). Nevertheless, stress affected significantly almost all of
the variables in the hemolymph. Shrimp from the stress group presented significantly
higher total proteins (278.3+10.3 mg.mlt), glucose (76.7+3.3 mg.dl'!) and lactate
(189.845.4 mg.dI) levels in hemolymph than undisturbed shrimp maintained at
normoxia (242.5+12.2 mg.ml, 25.2+1.8 mg.dIty 19.3+0.9 mg.dl%, respectively).

On the other hand, diet influenced total carbohydrate and glycogen content in
hepatopancreas, with the highest levels in diet 2 and the lowest ones in diet 1,
regardless of stress factor (Table VI). In contrast, lactate levels in muscle increased

during stress (7.8+0.2 mg.g™?) in comparison of group control (baseline; 2.6+0.1

mg.g™).

The ArgP level and AEC in shrimp muscle decreased significantly after escape
response and and hypoxia exposure (stress group, 3.5+0.2 umol.g* and 0.80+0.01,
respectively) compared to levels in shrimp without disturbances (baseline, 17.6+
umol.g* and 0.90+0.006, respectively). Finally, the diet and its interaction with stress
factor did not affect significantly (P>0.05) the ArgP level and AEC (Table VII). Stress
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effect on AEC is attributed to significant decrease in ADP and AMP levels together
with in ATP levels (Table VII).

Shrimp exposed to stress test increased significantly AK relative expression
(2.70%0.24) in comparison with the shrimp from the basal group (2.03+0.40) (Figl. 1)
However, Nevertheless, although the interaction between both factors was not
significantly different, such stress effect was not observed in shrimp fed with diet 2
that also presented the highest AK relative expression (3.82+0.60)..

4. DISCUSSION

Besides, phosphorous content, Davis and Arnold (1994) clearly demonstrated that
phosphorus availability could be related to the chemical form of phosphorus (source)
included in the diet, with the highest values for sodium and potassium form
compared to calcium ones Growth was improved in shrimp with KH2PO4 as
phosphorus source, compared to NaH2PO4 and Ca(H2PO4)2 (Niu et al., 2008). In
contrast, in this research, we did not found significant differences in growth in terms
of WG, SGR, FCR and survival of shrimp fed with different source phosphorus from
the diet, as previously reported by Velasco et al., (1998). The dietary phosphorus
availability was probably improved since the ability of microorganisms used in the
elaboration of diets to make phosphorus available from a different source has been
reported (Greppi et al., 2015; Kerovuo y Tynkkynen, 2000; Anyakwo y Abot, 2010).

On the other hand, there are few studies analyzing a possible relation between
stress response and dietary phosphorus. Dietary phosphorus improves cell viability,
antioxidant capacity, energy generation and lipid transport of fish Takifugu obscurus
when exposed to a decrease in water temperature (Ye et al., 2016). Niu et al., (2008)
attribute the higher productive performance of shrimp fed with potassium and sodium
forms of phosphorus, most likely due to the maintenance of osmotic pressure,
through to activate the proton pumping-ATPase, counteracting in this way the

osmotic stress in full-strength seawater. In the present study, we did not obtain
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enough evidence to establish a relation between stress response and dietary
phosphorus.

A strong decrease in ArgP levels was observed in the present study following escape
response combined with hypoxia as previously with separated stress induced by
escape response (Robles-Romo et al.,, 2016) and hypoxia (Abe et al., 2007).
However, in contrast to our hypothesis, phosphorous source did not affect baseline
levels and the decrease rate of ArgP and ATP during pronounced stress conditions
such as those applied in the present study. The increase expression AK following
stress is in accordance to ArgP hydrolysis, although, in this case a diet effect was
observed. Indeed, up-regulation of AK expression in diet 2 (NaH2PO4) and lack of
stress effect in this treatment indicate that influence of phosphorous source could
exist at another level and must be further analyzed. Moreover, the increased levels
of total carbohydrate and glycogen levels in hepatopancreas could indicate a sparing
effect of another immediate source, additional to ArgP, energy source. Therefore,
more studies of phosphorus sources on intermediary metabolism should be

explored.
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Table I. Composition experimental diets (dry weight percentage).

Ingredient KH21P04 NaH22PO4 NH4I-?2PO4 Na5|33010
Fish meal 6.5 6.5 6.5 6.5
Soybean meal 27.5 27.5 27.5 27.5
Wheat meal 47.3 47.3 47.3 47.3
Yeast* 4.0 4.0 4.0 4.0
Fish oll 2.6 2.6 2.6 2.6
Soy lecithin 2.2 2.2 2.2 2.2
Mineral Mix** 2.2 2.2 2.2 2.2
Alginate acid 2.0 2.0 2.0 2.0
Free amino acids mix* 0.4 0.4 0.4 0.4
Vitamin Mixt 0.3 0.3 0.3 0.3
Organic acids Mix+* 1.0 1.0 1.0 1.0
Probiotic MixT 0.8 0.8 0.8 0.8
Fish oil 0.5 0.5 0.5 0.5
KH2PO4 3.6 0.0 0.0 0.0
NaH;PO4 0.0 3.2 0.0 0.0
NH4H2PO4 0.0 0.0 3.1 0.0
NasP3010 0.0 0.0 0.0 3.3
Cellulose 0.0 0.4 0.5 0.3

* Commercial yeast (Saccharomyces cerevisiae).

**|_aboratory minerals mix: NaH2PO4, CaH2PO4, KH2PO4, MgSO4H20, ZnSO47H20, ZnS04.H20,
MnS04.4H20, FeSO4, CuS0a4.7 H20, Na2SeOs3, Kl, Na2MoOa.

* Laboratory free amino acids: arginine, methionine, lysine, tryptophan, and threonine.

T Laboratory vitamins mix: Choline, Butylated hydroxytoluene (BHT), cholesterol, Vitamin A, C, B1,
B2, B3, B5, B6, B7, B8, B9, B12, B20, D, E, and K.

# QOrganic acids Mix: propionic, butyric acetic and nicotinic acids

Tt Laboratory strain mix of Wickerhamomyces anomalus, Pichia kudriavzevii, Lactobacillus plantarum
and Bacillus subtilis.
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Table Il. Proximate analysis of experimental diets (mean + standard error).

112

1 2 3 4
KH2PO4 NaHz2PO4 NHsH2PO4 NasP3010
Crude protein (%) 26.1+0.03 | 27.6x0.08 | 27.1:0.04 | 27.3+0.06
Lipid (%) 7.4£0.02 7.8+0.02 7.8+0.02 7.340.02
Nitrogen-free extract (%) | 55.3t0.06 | 54.1+0.08 | 55.2#0.02 | 53.8+0.08
Water content (%) 9.4£0.03 8.5£0.02 8.9+0.02 9.5+0.04
Crude fiber (%) 1.2+0.03 1.3+0.03 1.70.03 1.4+0.03
Ash (%) 10.0¢0.004  9.1#0.02 8.3+0.02 10.310.01
Gross energy (cal/g) 4148.8+0.5 | 4328.1+0.5 | 4348.9+0.4 | 4268.7+0.5



Table Ill. Sequence of primers for AK and RPL8

Primer Sequence

AK-F AGGCGAAGGTTTCCTCTACCCT
AK-R AGTGGTCGTCGATCAGCTTCTG
RPL8-F | ATTCTGCCTTGGGTCCTTCT
RPL8-R | GCCTAAGGTGCGTGGTGT

113
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Table IV. Biological performance (mean + standard error) of juveniles of L.

vannamei reared with different phosphorus source for 6 weeks.

1 2 3 4
Phosphorus form KH2POa4 NaH2PO4 NH4H2PO4 NasP3010
WG (%) 296.4+14.9 | 293.8+14.8 289.9+3.3 320.8+3.6
SGR (%/day) 3.27+0.09 | 3.26+0.09 3.24+0.02 3.42+0.02
FCR 2.10+0.07 2.20+0.07 2.16+0.07 1.95+0.11
Survival (%) 98.6x1.4 97.2+1.6 95.8+2.7 93.1+6.9
PER 2.04+0.07 1.82+0.06 1.88+0.06 2.10+0.11

WG= Weight gain; SGR= Specific growth rate; FCR= Feed conversion rate; PER = protein efficiency ratio
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Table V. Biochemical levels (means + standard error) in the hemolymph of L.
vannamei reared different phosphorus source in diets (D) for 42 days and
exposed to hypoxia and management (st= stress test).

1 2 3 4

KH2PO4 NaH2PO4 NHsH2PO4 NasP3010 D st D*st
Total Proteins (mg.mL™) NS * NS
Baseline 242.3+32.5 235.9+25.9 | 230.6£32.0 | 232.8+23.7
Stress 246.5+22.2 |290.13+25.3 | 254.6+26.8 | 303.6+17.1
Hemocyanin (mg.mL?) NS ‘ NS ‘ NS
Baseline 51.5+4.3 58.3+5.0 49.6+6.4 56.5+4.7
Stress 50.9+5.5 47.4+5.3 46.7+3.1 46.8+4.0
Glucose (mg.dl?) NS ‘ ** ‘ NS
Baseline 24.0£2.7 22.7+2.1 25.1+4.7 33.0+5.1
Stress 79.8+5.9 68.6x11.0 81.1+5.7 77.7£6.6
Lactate (mg di'h) NS ‘ ** ‘ NS
Baseline 19.8+1.8 18.6+1.7 20.3+2.0 18.3+193.6
Stress 204.2+14.4 184.6+15.0 | 184.1+11.2 193.6+£3.9
Triglycerides (mg mL™?) NS ‘ NS ‘ NS
Baseline 0.42+0.04 0.40+0.04 0.38+0.05 0.45+0.04
Stress 0.45+0.06 0.46x0.07 0.53+0.12 0.63+0.17

Values with different letters in the same row present significant differences (P<0.05); NS= Not significant
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Table VI. Biochemical levels (means + standard error) in tissues of L. vannamei

fed with different phosphorus source in diets (D) for 42 days and exposed to

hypoxia and management (st= stress test).

1 2 3 4
KH2PO4 NaH2PO4 NH4H2PO4 NasP3010 D st | D*st
Total proteins (mg.g™?) NS | NS | NS
Baseline | 442.4+27.9 | 431.4+24.1 | 452.0+33.0 | 452.4+33.1
Stress 429.84£33.1 | 457.4+23.1 | 394.6+19.5 | 380.3+26.5
Total carbohydrates (mg.g™?) * | NS| NS
2 Baseline 25.5+2.3 32.812.4 29.0+1.8 31.0+2.1
& Stress 23.9+2.2 35.7£3.1 24.5+1.5 26.2+1.8
O | Glycogen (mg.g?) * | NS| NS
<Z( Baseline 20.4+1.1 24.3+1.9 22.1+2.0 24.8+1.7
% Stress 20.5t1.4 27.2+1.9 22.3+1.6 24.2+1.9
k. | Total lipids (mg.gh) NS [ NS | NS
& Baseline 50.7+£3.1 54.3+4.6 50.1+3.7 57.7+6.1
T | Stress 56.4+5.6 51.8+6.0 55.5+4.8 59.5£7.9
Triglycerides (mg.g?) NS [ NS | NS
Baseline 34.2+5.0 42.845.3 32.51£5.0 41.446.0
Stress 40.615.3 34.0+4.5 42.64.0 41.61+6.3
Total proteins (mg.g?) NS [ NS | NS
Baseline | 699.1+24.9 | 726.1+25.2 | 665.1+31.7 | 719.4+21.6
Stress 738.9+29.8 | 722.7+21.0 | 706.2+14.4 | 712.7+15.2
Total lipids (mg.g) NS [ NS | NS
Baseline 34.1+1.6 38.5+3.2 33.312.4 35.312.9
W Stress 34.8+2.1 34.3t1.4 35.7+2.1 30.9+1.4
3 Total carbohydrates (mg.g™?) NS [ NS | NS
o | Baseline 36.7+£3.7 40.1+2.7 32.2+4.2 45.4+3.2
g Stress 36.6+5.2 29.9+4.2 31.6+£3.7 37.745.5
Glycogen (mg.g?) NS | NS | NS
Baseline 25.8+2.7 31.8+2.8 24.5£3.5 36.1+3.4
Stress 24.7+4.3 26.9+4.7 27.0£3.1 25.445.3
Lactate (mg.g?) * | = ] NS
Baseline 2.4+£0.3 2.4+£0.3 2.310.3 3.5£0.3
Stress 7.1£0.4 8.0£0.5 7.6£0.3 8.4+0.3
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Table VII. Concentration of Arg-P, nucleotides and Adenylate Energy Charge
(AEC) (means = standard error) in muscle of L. vannamei fed with different

phosphorus source for 42 days and exposed to hypoxia and management (st=

stress test).

1

2

3

4

KH2PO4

NaH-PO,4

NH4H2PO4

NasP3010

D*st

ArgP (umol g?)

*%

Baseline

15.9+1.6

19.5+1.8

21.9+4.3

16.3+1.6

Stress
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*%
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1.82+0.17

1.77+0.24
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2.86+0.41
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AMP (umol g1)

*%

Baseline

0.24+0.07

0.21+0.04

0.22+0.06

0.16+0.04
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0.73+0.20
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0.53+0.12

0.50+0.15
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*%
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0.90+0.02

0.90+0.01

0.90+0.01

0.90+0.01
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0.82+0.02

0.81+0.02

0.81+0.03




118

c 4.0 mBaseline 2.04+0.40
o
‘w 3.5 EStress 2.70+0.33

n

KH2PO4 NaH2PO4  NH4H2PO4  NaP3010

1.91+0.37 3.68+0.65 2.02+0.24 1.77+£0.30
b a ab b

Figure 1. Relative expression PCR analysis (means £ standard error) in muscle
of L. vannamei fed with different phosphorus source for 42 days and exposed
to hypoxia and management. Values with different letters present significant
differences (P<0.05) from Tukey test of ANOVA bifactorial (stress*diet).
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