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Resumen

La induccién del crecimiento compensatorio en el cultivo de camardn se presenta como una
alternativa potencial para mejorar la eficiencia en la utilizacién del alimento balanceado, el cual
puede representar hasta un 60 % del costo de produccidn. Este proceso se logra mediante la
restriccion temporal de alimento; al regresar a una alimentacién a saciedad, los camarones
muestran una aceleracién del crecimiento, lo que les permite alcanzar el peso de camarones
alimentados de forma normal sin restriccion alguna. A pesar de ello, los costos fisiolégicos
asociados a la restriccién alimenticia y al crecimiento compensatorio, especialmente en
crustaceos, siguen siendo poco conocidos. El presente proyecto se centrd en el estudio del estrés
oxidativo del camardn P. vannamei durante el crecimiento compensatorio y sus posibles
implicaciones en eventos de estrés abidtico. Con ese fin, se llevaron a cabo experimentos in vivo
en condiciones controladas de laboratorio. Se evaluaron diferentes niveles de restriccion
alimentaria y condiciones de cultivo para analizar el estrés oxidativo en los camarones durante
crecimiento compensatorio. Los resultados evidenciaron la activacion del sistema antioxidante
de los camarones durante el periodo de realimentacidn a saciedad, aunque no fue suficiente para
prevenir dafios oxidativos a los lipidos, indicando un estrés oxidativo generado por el crecimiento
compensatorio. Sin embargo, los camarones en crecimiento compensatorio mostraron una
resistencia similar en términos de sobrevivencia y estado oxidativo ante eventos estresantes,
tales como el estrés hipertérmico, la hipoxia y la reoxigenacion, asi como una alta concentracion
de amonio. Ademads, la implementacién de estrategias dirigidas a mejorar las condiciones de
cultivo, como la alimentacidn suplementada con plantas ricas en antioxidantes y el cultivo en
sistema de biofloc, permitié evitar la generacion de estrés oxidativo durante el periodo de
aceleracién del crecimiento. Por lo tanto, el uso de una restriccidon alimenticia parcial, seguido de
un periodo de realimentacién, permite un crecimiento compensatorio completo en el camarén
P. vannameij sin comprometer su capacidad de resistencia a factores de estrés abidticos.
Adicionalmente, se comprobé que el cultivo en sistema biofloc o con suplementacién alimenticia
puede evitar el estrés oxidativo generado durante la respuesta compensatoria.

Palabras claves: crecimiento compensatorio, Penaeus vannamei, estrés oxidativo, estrés
abidtico
ORCID: 0009-0009-2138-0042
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Summary

Induction of compensatory growth in shrimp farming represents a potential alternative to
enhance the efficiency of utilizing balanced feed, representing up to 60 % of production costs.
This process is achieved by applying temporal food restriction; upon returning to ad libitum
feeding, shrimp exhibit accelerated growth, allowing them to reach the weight of continuously
fed shrimp. However, the physiological costs of food restriction and compensatory growth,
especially in crustaceans, remain poorly understood. This project focused on investigating
oxidative stress in P. vannamei shrimp during compensatory growth and its potential implications
in abiotic stress events. To this end, in vivo experiments were conducted under controlled
laboratory conditions. Different levels of food restriction and culture conditions were evaluated
to analyze oxidative stress in shrimp during compensatory growth. The results showed the
shrimp's antioxidant system activation during the refeeding period; however, it was insufficient
to prevent oxidative damage to lipids, indicating oxidative stress induced by compensatory
growth. Nevertheless, shrimp undergoing compensatory growth exhibited similar resistance in
terms of survival and oxidative status to stressful events, such as heat stress, hypoxia,
reoxygenation, and high ammonia concentration. Additionally, implementing strategies to
improve culture conditions, such as supplementation with antioxidant-rich plants and cultivation
in a biofloc system, helped avoid the generation of oxidative stress during the growth acceleration
period. Therefore, partial food restriction, followed by a refeeding period, enables total
compensatory growth in P. vannamei shrimp without compromising their resistance to abiotic
stress factors. Additionally, it was demonstrated that farming in a biofloc system or with dietary
supplementation prevents the oxidative stress generated during the compensatory response.

Keywords: compensatory growth, Penaeus vannamei, oxidative stress, abiotic stress
ORCID: 0009-0009-2138-0042
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Aceleracion del crecimiento de un organismo debido al
retorno de las condiciones oéptimas ambientales y/o
nutricionales después de un periodo de estrés.

Conjunto de microorganismos presente en un ambiente
determinado, que incluye bacterias, hongos, microalgas y
protozoarios.

Capacidad de los organismos a digerir el alimento y
absorber los nutrientes.

Desbalance entre la produccién de especies reactivas de
oxigeno y su eliminacion por el sistema antioxidante.
Aumento excesivo del consumo de alimento por parte de
un organismo.

Condicién de temperatura del ambiente en la cual la
temperatura corporal se eleva por encima del nivel
fisioldgico.

Estado del ambiente en el cual la concentracion de oxigeno
disuelto esta insuficiente para satisfacer las necesidades
metabdlicas plenas de los organismos.

Proceso en el cual los lipidos son dafados por especies
reactivas de oxigeno.

Porcion de alimento inferior a la necesaria para satisfacer
completamente los requerimientos nutricionales vy
energéticos del organismo, sin llegar a ser ayuno completo.
Medicién de la eliminacién del amonio como producto del
metabolismo de las proteinas y otros compuestos
nitrogenados del organismo por unidad de peso y de

tiempo.



Tasa metabdlica

Tasa respiratoria

XVi
Tasa a la cual un organismo lleva a cabo sus procesos
metabdlicos, incluyendo la produccién de energia y la
sintesis de biomoléculas.
Medicién del consumo de oxigeno por unidad de peso y de

tiempo, permite evaluar indirectamente la tasa metabdlica.



1. INTRODUCCION

En su informe anual sobre el estado de la pesca y acuicultura mundial del 2022, la FAO declaré
gue mas del 35 % de las pesquerias estan sobreexplotadas, subrayando la precariedad de la pesca
a largo plazo. Sin embargo, los peces y mariscos se consideran una fuente de proteinas esenciales
para la seguridad alimentaria. Ademads, en congruencia con el aumento de la poblacion mundial,
el consumo de pescados y mariscos se duplicé en el ultimo medio siglo, pasando de 9 a 20.2 kg
per capita (FAO, 2022). Por otro lado, la acuicultura actualmente contribuye con mas del 50 % de
la producciéon mundial de productos marinos para el consumo humano y debido a su constante
expansion podrd contribuir de forma sustancial a satisfacer la demanda futura (FAO, 2020). En
particular, la demanda de crustaceos solia estar principalmente concentrada en los paises de
ingresos altos, atribuible a sus precios elevados. Sin embargo, gracias al aumento en la
produccién, el consumo mundial se ha incrementado, alcanzando los 2.2 kg per capita en 2019
(FAO, 2022). El camardn blanco del Pacifico, Penaeus vannamei (Boone, 1931), fue la especie
acuicola con un mayor volumen de produccién en 2020 (5.8 millones de toneladas), lo que

representa mas del 50 % de la produccidn total de crustaceos (FAO, 2022).

Sin embargo, la acuicultura, incluyendo la camaronicultura, esta vinculada a varias problematicas,
entre ellas |la explotacion de los recursos naturales para la produccion de alimentos balanceados.
En este sentido, se estima que la dieta de los camarones en las granjas de camardn contiene entre
un 20 a 30 % de harina de pescado (Yildirim y Aktas, 2019). Ademas de su impacto ecoldgico, la
alimentacion de los organismos cultivados tiene un alto costo, estimado en hasta el 60 % de los
costos totales de produccion de las granjas acuicolas (Romano y Kumar, 2017; Debbarma et al.,

2019).

Los problemas ambientales y econdmicos del cultivo de camardn resaltan la importancia de
realizar investigacion sobre nuevas estrategias para el disefo, uso y manejo del alimento. Una de
las estrategias relacionadas a la administracion del alimento tiene que ver con su restriccidon
temporal que, cuando las condiciones de alimentacién son restablecidas, genera un crecimiento
acelerado que permite a los camarones en esta condicidn alcanzar la misma talla de aquellos que

se han alimentado convencionalmente en el mismo periodo de tiempo. Este fendmeno se le
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conoce como crecimiento compensatorio y permite una reduccion significativa en los costos de

alimentacion sin comprometer la talla de cosecha final del camarén en cultivo.

El crecimiento compensatorio implica una fase de crecimiento acelerado causado por las
adaptaciones fisiolégicas y metabdlicas de los organismos después de un periodo de falta de
alimento. Por otra parte, la mayoria de los organismos no crecen de forma natural a una tasa de
crecimiento maxima (Dmitriew, 2011; Gabriela Jimenez, 2018). Diversos estudios han examinado
esta paradoja y apuntan a un importante costo fisiolégico asociado a una rapida tasa de
crecimiento en diferentes especies, incluida una mayor mortalidad (Munch y Conover, 2003),
elevada tasa metabdlica (Fischer et al., 2005) y mayor susceptibilidad al estrés oxidativo (Alonso-
Alvarez et al., 2007; De Block y Stoks, 2008). La extension de los periodos y severidad de la
restriccion alimenticia asociada al crecimiento compensatorio pueden variar y el conocimiento
sobre el posible costo fisioldgico durante este proceso en el camardn blanco P. vannamei es muy

limitado.

Por otro lado, en las granjas de camardn, los organismos enfrentan regularmente variaciones de
los parametros del agua, lo que los expone a diversos factores de estrés abiético como hipoxia,
cambios de temperatura o alta concentracion en amonio. Se ha demostrado que la exposicién a
estos estresores tiene un impacto significativo en el desarrollo de los crustaceos, afectando su
crecimiento, metabolismo, sistema antioxidante y tasas de sobrevivencia (Li et al., 2016; Duan et

al., 2018; Zhao et al., 2020).

Algunas otras estrategias alimenticias o de cultivo son conocidas por tener efectos benéficos en
la salud de los camarones. En particular, los alimentos suplementados con plantas con
propiedades nutraceuticas han demostrado tener efectos positivos sobre la sobrevivencia y las
capacidades antioxidantes de los camarones, especialmente en situaciones de estrés (Van Hai,
2015; Moghadam et al., 2022). Asi, el cultivo en sistemas de biofloc ha sido una de las principales
soluciones para mejorar la produccién, aumentando el rendimiento en términos de crecimiento,
sobrevivencia y estado de salud de los camarones, al tiempo que proporciona beneficios

econdmicos y ecoldgicos (Emerenciano et al., 2021; Yu et al., 2023).
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Por lo anterior, el empleo del crecimiento compensatorio se presenta como una posible
estrategia para dirigirse hacia una acuicultura sostenible, optimizando los costos econémicos y
ecolégicos del cultivo de camarones. Sin embargo, antes de considerar una posible aplicacién de
esta estrategia alimenticia en los cultivos de camarones, es necesario evaluar los posibles costos
fisioldgicos, especialmente en términos de estrés oxidativo, que son poco conocidos en los

crustaceos.

Este trabajo se centra en la evaluacion de los posibles costos fisioldgicos asociados al crecimiento
compensatorio en términos de estrés oxidativo, sus posibles repercusiones en la capacidad del
camarodn P. vannamei para hacer frente a factores de estrés abidticos y en posibles soluciones
para mitigarlos. El objetivo de este estudio es generar conocimiento para la comprensién y

aplicacion potencial de esta estrategia en granjas camaronicolas.



2. ANTECEDENTES
2.1 Biologia y cultivo del camaron blanco Penaeus vannamei

El camardn blanco del Pacifico, P. vannamei, es un crustaceo decdpodo de la familia Penaeidae.
Se trata de una especie tropical nativa de la costa oriental del Océano Pacifico, que se extiende
desde México a Peru que habita ambientes estuarinos y marinos dependiendo de la fase de su
ciclo de vida (Briggs et al., 2004). La reproduccion y vida adulta tienen lugar en el mar, mientras

que la fase juvenil ocurre en estuarios (Castille y Lawrence, 1981).

El desarrollo de técnicas acuicolas para la produccion de camarones Peneidos en la década de los
70’s, permitid la introduccién del cultivo de esta especie teniendo la primera reproduccién
artificial de P. vannamei en 1973 (SIAP, 2019). El cultivo del camardn blanco se ha expandido en
todo el mundo, incluyendo regiones como Asia desde 1988. Su éxito puede explicarse en parte
por su rapido crecimiento y su tolerancia a patogenos. Desde 2001, China se ha convertido en el
principal productor de camardén blanco del Pacifico (Jiang et al., 2019a). A nivel nacional, los
camarones, incluido P. vannamei, representan el grupo de mayor valor acuicola; su produccion
equivale a mas del 35 % de la produccidn acuicola total y se concentra principalmente en tres

estados: Sinaloa, Sonora y Nayarit (SAGARPA, 2017; SIAP, 2019).

2.2 Alimentacion del camardn

La ingesta de nutrientes y las condiciones ambientales son los principales factores que afectan al
crecimiento de camarones como P. vannamei. En su habitat natural, el camarén blanco del
Pacifico tiene una dieta omnivora, basada en organismos bentdnicos, pero también en materia
orgdnica y detritus (Robertson et al., 1993; Zheng et al., 2008). Al igual que todos los organismos
marinos, su dieta varia segun la disponibilidad de alimento, que regularmente estd influenciada
por la estacionalidad, corrientes y migraciones. Por esta razén, los camarones pueden estar
sujetos a diferentes periodos de ayuno o restricciones dietéticas en su entorno natural (Mehner

y Wieser, 1994; Wu y Dong, 2001; Dai et al., 2018).

En el caso de los camarones de cultivo, cominmente se alimentan hasta la saciedad (Nunes et al.,

2006). Algunos de los principales insumos para la elaboracién de los alimentos balanceados
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utilizados para la engorda de camarén incluyen harina y aceite de pescado. Su uso se explica por
su alto valor en aminodcidos y acidos grasos esenciales, asi como otros compuestos nutricionales
indispensables para el camardn como el colesterol (Carranza, 1999; Dersjant-Li, 2002). Se estima
que el camardn P. vannamei requiere un consumo de proteinas en el alimento mayor al 30 % para
un crecimiento dptimo (Kureshy y Allen Davis, 2002; Xia et al., 2010; Jatoba et al., 2014; Shahkar
et al.,, 2014). Ademas de representar hasta el 60 % del costo de produccidn, el alimento
balanceado es responsable del enriquecimiento con nutrientes disueltos en el agua. De hecho,
una dieta rica en proteinas implica una alta liberacion de amonio, como producto final del
catabolismo de proteinas (Shahkar et al., 2014), ademas de los nitratos, nitritos y fosfatos que se
liberan como productos de desecho metabdlico de los organismos a través de las heces o de las
excreciones branquiales (Burford y Williams, 2001; Casillas-Herndndez et al., 2007). También, una
parte del alimento, que cominmente se da en exceso en las granjas camaronicolas (Kittiwanich
et al., 2012), no se consume y su degradacidn contribuye a la carga de materia orgdnica en las
aguas residuales que a menudo se liberan en las aguas costeras (Tovar et al., 2000). Estos
entornos limitados por nitrégeno (N) y fosfato (F) estan desequilibrados y pueden presentar
fenédmenos de eutrofizacion (Herbeck et al., 2013). Por razones econdmicas y ecoldgicas, la
investigacion de nuevos métodos de alimentacidn para la cria de camarones es muy activa (Shao

etal., 2020; Xu et al., 2020; Moghadam et al., 2022).

2.3 Crecimiento compensatorio

El fendmeno de crecimiento compensatorio se define como una aceleracién del crecimiento del
animal debido al retorno de las condiciones dptimas ambientales y/o nutricionales después de un
periodo de estrés (Dobson y Holmes, 1984; Ali et al., 2003) (Fig. 1). El estrés aplicado puede ser
de naturaleza variada (Wei et al., 2008; Wasielesky et al., 2013), pero el fendmeno de crecimiento
compensatorio mas estudiado es el que ocurre como consecuencia de la restriccion alimenticia

(Maciel et al., 2018).
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Este fendmeno se ha observado tanto en plantas (Van Staalduinen y Anten, 2005) como en
diversas clases de animales, entre ellos aves (Alonso-Alvarez et al., 2007), reptiles (Xu et al., 2014)
o animales de granja tales como pollos (Trocino et al., 2015), bovinos (Keogh et al., 2019), cerdos
(Mersmann et al., 1987; Madsen y Bee, 2015), peces (Dobson y Holmes, 1984; Kim et al., 2019) y

camarones (Wu y Dong, 2001; Abgoun et al., 2023).

Peso

¢

@ Realimentacion

Figura 1. Fendmeno de crecimiento compensatorio (Figura modificada de Bavera et al. (2005))

Dias

En el caso especifico de P. vannamei, diversos estudios sobre el crecimiento compensatorio
realizados en juveniles han demostrado un ahorro del 25 % de los costos de alimentacion (Lara et
al., 2017; Abgoun et al., 2023), una disminucidn significativa de las descargas de nitrégeno y

fosfato (Zhu et al., 2016b) y un aumento de la calidad del musculo (Abgoun et al., 2023).

El ayuno temporal es la via de restriccion alimenticia principalmente utilizada en los estudios de
crecimiento compensatorio en el camardén. En P. vannamei se ha demostrado la capacidad de
compensar tras una estricta restriccion a corto plazo. En un estudio realizado por Lin et al. (2008)
los camarones sometidos a ayunos cortos, de 1 a 3 dias, mostraron un crecimiento compensatorio
completo después de un retorno a la alimentaciéon normal durante 3 a 9 dias, es decir que los

organismos alcanzaron el peso de los organismos control al final del experimento.
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En otros estudios, se han empleado restricciones por ciclos, basados en dias de ayuno y de
realimentacioén ad libitum (Wu y Dong, 2001; Zhu et al., 2016b; Abgoun et al., 2023). En un estudio
realizado por Abgoun et al. (2023) en juveniles de P. vannamei, el primer tratamiento consistio
en 1 dia de ayuno seguido de 4 dias de realimentaciéon ad libitum (1:4), ademds de los
tratamientos 2:8, 4:16, 8:32 (ayuno:realimentacion) y finalmente un control sin periodos de
ayuno. Estos ciclos fueron repetidos durante los 40 dias del experimento. Al término del ensayo
los camarones expuestos a los 3 ciclos mas cortos (1:4, 2:8 y 4:16) presentaron un crecimiento

compensatorio completo.

También, se han evaluado restricciones ciclicas a largo plazo en los camarones P. vannamei y P.
monodon. Un estudio mostrd un crecimiento compensatorio completo después de 119 dias de
restriccion alimenticia en postlarvas de P. monodon (Mohanty y Mohapatra, 2017). El ciclo de
restriccion de la alimentacidn consistié en una semana de ayuno completo seguido de 3 semanas
de realimentacién. Sin embargo, el segundo tratamiento con dos semanas de recuperacién sélo
permitid alcanzar un crecimiento compensatorio parcial. De acuerdo con estos resultados,
conforme mas largo sea el periodo de recuperacion después de una restriccién, mayor serd la
respuesta de crecimiento compensatorio obtenida. Aunque este estudio muestra que los
camarones logran un crecimiento compensatorio total a largo plazo, no siempre es asi. En el
estudio de Yildirim y Aktas (2019), juveniles P. vannamei fueron sometidos a restricciones
dietéticas ciclicas en la forma 1:1 (ayuno:realimentacién), 2:2, 4:4, 7.7 durante 8 semanas y
posteriormente alimentados normalmente durante 7 semanas. Ninguno de los 4 tratamientos
probados logrd alcanzar el peso de los organismos control, sin embargo, todos ellos mostraron
un crecimiento compensatorio parcial con un aumento de la tasa de crecimiento especifico (TCE)

durante la fase de realimentacién (Yildirim y Aktas, 2019).

De esta forma, diversos estudios han demostrado los beneficios del uso de la restriccion
alimenticia para reducir el impacto econdmico sin modificar la biomasa obtenida. Ademas,
diversos trabajos sugieren la existencia de mecanismos de adaptacion de los organismos a la falta
de alimento, en particular reduciendo la frecuencia o incluso deteniendo el proceso natural de
muda para ahorrar energia (Comoglio et al., 2004; Pascual et al., 2006). Por otra parte, diferentes

estudios remarcan la regulacién de las actividades de las enzimas digestivas durante el ayuno en
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P. vannamei (Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio, 2002; Comoglio et al., 2004; Dai et al., 2018).
Ademas, la alteracién de la tasa metabdlica, que disminuye en los juveniles F. chinensis expuestos
a ayuno (Zhang et al., 2009), o la explotacion de las reservas energéticas (Pascual et al., 2006;
Sanchez-Paz et al., 2007) permite a los camarones hacer frente a la falta de alimentos y exhibir
una baja pérdida de peso (Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefo, 2002; Pascual et al., 2006) y baja

mortalidad durante estos periodos de estrés (Pascual et al., 2006).

Dentro de los mecanismos de adaptacién para sobrevivir a periodos de ayuno, algunos estudios
han demostrado un costo fisioldgico para el sistema inmune en P. vannamei. Asi, se ha observado
una disminucién en diferentes indicadores del sistema inmune, como el nimero de hemocitos o
de enzimas cuya actividad se asocia a la respuesta inmune, como la fenoloxidasa (FO). De igual
forma, la actividad de esta enzima se reduce a partir de los 7 dias de ayuno (Pascual et al., 2006;
Linetal., 2012). Ademas, si bien la realimentacion después de 7 dias de ayuno permitio el retorno
a valores similares a los del control, la fatiga inmune no permitié el retorno a la normalidad tras
14 dias de ayuno (Lin et al., 2012). En resumen, el declive del sistema inmune durante los periodos
de ayuno prolongado expone a los camarones a mayores factores de riesgo de infeccidon con
patégenos y a una mayor mortalidad en caso de infeccidn, en particular al virus del sindrome de

la mancha blanca (WSSV) (Lin et al., 2012; Dai et al., 2018).

Como se ha mencionado anteriormente, el fendmeno de crecimiento compensatorio puede ser
resultado de estrictas restricciones alimenticias en camarones. El ayuno, por otro lado, tiene
importantes consecuencias fisioldégicas y metabdlicas. Otros estudios intentaron lograr un
crecimiento compensatorio mediante restricciones dietéticas menos estrictas (Wu et al., 2001;
Lara et al., 2017; Prates et al., 2023). Por un lado, juveniles de F. chinensis, sometidos a 10 dias
de restriccion de alimento (al 12 % del peso por dia) mostraron un fendmeno de crecimiento
compensatorio completo después de 30 dias de recuperacion respecto a camarones alimentados
a saciedad (aproximadamente 16 % del peso por dia) (Wu et al., 2001). Las mayores restricciones,
correspondientes al 8 y 4 % del peso por dia, no alcanzaron el peso de los organismos control al
final de los 30 dias de recuperacion. Sin embargo, se observé una compensacién parcial,
presentada por una TCE (tasa de crecimiento especifico) mas alta durante los dias de

recuperacién en comparacion con los organismos control (Wu et al., 2001). Un comportamiento
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similar se reportd en un estudio realizado con biofloc, en el que sometieron a juveniles de P.
vannamei a diferentes niveles de restricciones dietéticas durante un periodo de 21 dias, seguido
de un periodo de realimentacién ad libitum de 29 dias (Lara et al., 2017). Los organismos
alimentados entre el O y el 28.7 % no lograron una compensacion total para alcanzar el peso de
los organismos control al final del periodo de recuperacién, sin embargo, mostraron un
crecimiento compensatorio parcial. Por otro lado, el tratamiento con 42.9 % de alimentacidn

mostré un crecimiento compensatorio completo después de 29 dias de recuperacion.

2.4 Costos fisioldgicos de la restriccion alimenticia y del crecimiento compensatorio en términos
de estrés oxidativo

Los organismos acuaticos como los crustdceos estdn comunmente expuestos a restricciones
alimenticias en sus condiciones naturales y para superarlas han desarrollado estrategias que

promueven la utilizacidn de las reservas energéticas (Pascual et al., 2006; Stumpf et al., 2019).

En ausencia de estrés nutricional, se acepta cominmente que la proteina es el principal recurso
energético utilizado por los crustdceos (New, 1976; Davis, 2005; Sanchez-Paz et al., 2006). Se sabe
que comunmente un alto nivel de inclusiéon de proteinas, superior al 32 % en el caso de P.
vannamei, es necesario para el crecimiento éptimo de los crustaceos en cultivo semi-intensivos
(Pascual et al., 2006; Emerenciano et al., 2022). En cuanto a los carbohidratos, el glucégeno y la
glucosa estan fuertemente involucrados en la formacion de quitina durante el ciclo de muda de
los crustaceos (Cuzon et al., 2000; Wang et al., 2016). Por otro lado, su uso es limitado,
dependiendo de la complejidad de los carbohidratos y a menudo se consideran no esenciales para
el crecimiento correcto de los crustaceos (Pascual et al., 2006; Wang et al., 2016). Sin embargo,
los carbohidratos se integran en el alimento balanceado por su bajo costo econémico (Davis,
2005; Pascual et al., 2006). Los lipidos son componentes esenciales de la dieta de los crustaceos,
en particular por su contenido en acidos grasos, necesario para el desarrollo adecuado de los
organismos (Davis, 2005; Glencross, 2009). La ingesta de lipidos influye en particular en el
crecimiento de las primeras etapas de la vida, la reproduccion, la muda y la capacidad de formar
glucosa a través de la glucogénesis (Rosa et al., 2005; Pascual et al., 2006; Wang et al., 2016). Por
ejemplo, se ha determinado, que niveles altos de inclusién de lipidos hasta el 10-12 % pueden

mejorar el crecimiento del camarén P. vannamei (Zhang et al., 2013; Xie et al., 2019).
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Por otra parte, los crustaceos decdpodos muestran usos distintos de los recursos energéticos
durante la aplicacién de restriccidn alimenticia. En el caso de los lipidos, se ha demostrado que
son reservas energéticas esenciales y que su uso puede ser prioritario durante la restriccidn
alimenticia. Sin embrago, durante periodos largos de ayuno, se ha visto que las proteinas son los
recursos energéticos mas utilizado por los crustaceos (Anger, 2001; Simon et al., 2015; Steinberg,
2018; Shao et al., 2020). Por ejemplo, en el estudio de Pascual et al., (2006), el uso de lipidos por
P. vannamei empezd después de 7 dias de ayuno, mientras que el contenido de proteinas sdélo
disminuyd después de 14 dias. También se observo la priorizacidon del uso de los lipidos tras la
aplicacion de la restriccidn alimenticia en el cangrejo de rio Sagmariasus verreauxi (Simon et al.,
2015) o en la langosta Jasus edwardsii (Ritar et al., 2003). Los estudios sugieren que los lipidos
son explotados para sobrevivir a la falta de ingesta de alimentos, seguidos por las proteinas

durante el alargamiento del estrés nutricional (Anger, 2001).

La importancia de la utilizacidon de los carbohidratos durante el estrés nutricional también se
demostré en diferentes especies de crustdceos. Por ejemplo, se observd que en P. vannamej
sometido a un ayuno de corta duracién de 120 h, los carbohidratos son utilizados prioritariamente
por los organismos, seguidos de los lipidos y las proteinas (Sdnchez-Paz et al., 2007). Estos
resultados estan respaldados por la observacion del uso rapido de glucdgeno de la glandula
digestiva después de 3 dias de ayuno en el camardn Palaemonetes argentinus y la langostina
Munida gregaria y después de 6 dias de ayuno en el cangrejo Cherax quadricarinatus (Sacristan
et al., 2017). El rapido uso del glucdgeno también se demostré en el cangrejo C. quadricarinatus

bajo restriccién dietética a largo plazo (30 dias) (Sacristan et al., 2016).

Existe una gran diversidad de resultados sobre la utilizacion de los recursos energéticos durante
los periodos de restriccidn alimentaria aplicada a los crustaceos. Se mencionan muchos factores
gue intervienen en este proceso, como la etapa de desarrollo de los organismos (Ritar et al.,
2003), la composicién del alimento administrado anteriormente (Pascual et al., 2006), la variedad
de ambientes o la etapa de muda (Sacristan et al., 2017). Sin embargo, se puede asumir que la
movilizacion de los recursos energéticos es una adaptacion de los crustaceos para superar el

estrés impuesto por la recesion alimenticia. Dado que la modulacién de la utilizacion de la glucosa
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y de los lipidos puede influir en la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Fanjul-
moles y Gonsebatt, 2011; Najafi et al., 2014; Hidalgo et al., 2017), cabe suponer que la adaptacion
del metabolismo durante el estrés nutricional puede tener un costo fisioldgico en términos de

estrés oxidativo.

Actualmente se acepta que el estrés oxidativo ocurre en organismos sometidos a algun factor de
estrés significativo (Lushchak, 2011). El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y su eliminacidn (Halliwell, 2007). Las EROs
son moléculas altamente reactivas que incluyen el anién superdxido (027), el hidrégeno peréxido
(H202) y el radical hidroxilo (*OH) (Lushchak, 2014) y se producen de forma natural por la
reduccidn parcial del oxigeno y sus fuentes de produccién en el organismo son variadas. En primer
lugar, son subproductos inevitables de la respiracién aerdbica en las mitocondrias (Lushchak,
2014). Sin embargo, otros mecanismos intervienen en la produccion de EROs, como la
autooxidacioén, la fagocitosis y la accién de enzimas especificas (NADPH oxidasa, oxidasa dual,
xantina oxidasa) (McCord, 1985; Scherz-Shouval y Elazar, 2007; Raman et al., 2008; Yang et al.,
2011, 2016). Pocos estudios miden directamente la produccion de EROs, sin embargo,
recientemente se ha demostrado que los camarones Neocaridina davidi sometidos a 14 dias de
ayuno mostraron un aumento significativo de la produccion de EROs en las células del intestino y
el hepatopancreas (Wtodarczyk et al., 2019). El aumento significativo de la produccion de EROs
como resultado de restriccidn alimenticia también se confirmd en experimentos en el pez payaso
canela (Amphiprion melanopus) y el pez mandarin (Siniperca chuatsi) (Choi et al., 2012; Wu et al.,
2020). Las EROs son moléculas ambivalentes y esenciales en bajas concentraciones para el
correcto funcionamiento de la célula, particularmente por su funcién de mensajeros secundarios
(Chen et al., 2005; Raman et al., 2008). Al mismo tiempo, en altas concentraciones su alta
reactividad es conocida por causar la oxidaciéon de componentes celulares como lipidos, proteinas
o ADN (Storey, 1996; Wang et al., 2009; Qiu et al., 2011). Por lo tanto, la concentracién de EROs
debe mantenerse en un nivel de equilibrio. Para mantener un nivel de EROs estable, los
organismos han establecido sistemas antioxidantes responsables de su eliminacién (Lesser,
2006). Como enzima antioxidante de primera linea y considerada la mas potente de la célula
(Igshodaro y Akinloye, 2018), la evaluacion de la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) es

esencial para evaluar el estrés oxidativo generado por alglin estresor. En consonancia con el
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aumento de los EROs, se ha demostrado que la concentracion la actividad de la SOD aumenta

significativamente en crustdceos sometidos a periodos de ayuno (Barim-Oz y Sahin, 2016; Dai et

al., 2018; Wtodarczyk et al., 2019).

Cuando las EROs generadas no son neutralizadas por el sistema antioxidante, tienden a
estabilizarse atacando biomoléculas (Halliwell y Gutteridge, 2015). La peroxidacidon de los lipidos
ocurre cuando las EROs, como el radical hidroxilo (*OH), atacan la doble unién de carbono de los
lipidos, sustrayendo un atomo de hidrégeno (Ayala et al., 2014; Halliwell y Gutteridge, 2015). Este
proceso genera la formacidon de perdxidos lipidicos. Los lipidos afectados son principalmente
acidos grasos poliinsaturados, pero también moléculas como el colesterol o los fosfolipidos (Ayala
et al., 2014) son susceptibles a la peroxidacion. Posteriormente, durante la descomposicion de
los perdxidos lipidicos, se producen varios compuestos reactivos, tales como los aldehidos
hidroxinonenal (4-HNE) y malondialdehido (MDA) (Ayala et al., 2014; Singh et al., 2014; Tsikas,
2017). Como producto final de la peroxidacion de los lipidos, el MDA, altamente mutagénico, se
utiliza comunmente como biomarcador del estrés oxidativo en estudios realizados en camarones
(Ayala et al., 2014, Li et al., 2016; Tsikas, 2017; Duan et al., 2018; Ou et al., 2022). Existen pocos
estudios sobre las repercusiones de la restriccion alimenticia en el estrés oxidativo de crustaceos.
Sin embargo, un estudio realizado con el cangrejo Astacus leptodactylus reveld un aumento
significativo de la concentracién de MDA en el hepatopancreas de organismos sometidos a 3 dias
de ayuno (Barim-Oz y Sahin, 2016). La peroxidacidon de los lipidos aumenté con el tiempo de ayuno
hasta alcanzar su maximo después de 78 dias de ayuno. En numerosos estudios realizados con
diferentes especies de peces, sometidos a periodos de ayuno de entre 3 dias y 6 semanas,
también se ha observado un aumento de la peroxidacidn lipidica (Morales et al., 2004; Choi et al.,
2012; Najafi et al., 2014; Zheng et al., 2016; Hidalgo et al., 2017; Varju et al., 2018; Yang et al.,
2019).

Es importante subrayar que estos resultados muestran que el sistema antioxidante no fue
suficiente para combatir la sobreproduccion de EROs y, por lo tanto, demuestran que la
restriccion dietética completa es un factor de estrés oxidativo en organismos acuaticos (Morales

et al., 2004; Barim-Oz y Sahin, 2016).
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Por otro lado, durante la realimentacion se observan dos perfiles principales de restauracion del
dafio provocado durante la peroxidaciéon lipidica. Por un lado, algunos peces muestran una
disminucion de la concentracién de MDA durante la realimentacidon (Morales et al., 2004; Najafi
et al., 2014; Hidalgo et al., 2017; Yang et al., 2019), un mecanismo que permite a los organismos
recuperar el estado previo al ayuno (Halliwell y Gutteridge, 2015). Sin embargo, en otros casos el
periodo de realimentacién no permitié que tanto peces (Acipenser naccarii, Oncorhynchus mykiss
y Salmo trutta) como cangrejos (Astacus leptodactylus) disminuyeran la peroxidacion de los
lipidos producidos durante el periodo de ayuno (Furné et al., 2009; Bayir et al., 2011; Barim-Oz y
Sahin, 2016). Se ha sugerido que el tiempo de recuperacion pudiera explicar la ausencia de un
proceso de restauracién del dafio provocado por el estrés oxidativo generado durante la

restriccion alimenticia (Bayir et al., 2011).

Ademas de ser una consecuencia del ayuno, también se menciona el estrés oxidativo como
eventual costo fisioldgico del crecimiento compensatorio en diferentes especies de peces
(Costantini et al., 2018; Kim et al., 2019), aves (Alonso-Alvarez et al., 2007) o libélulas (De Block y
Stoks, 2008; Janssens y Stoks, 2020). Por ejemplo, en peces espinosos (Gasterosteus aculeatus)
sometidos a estrés hipertérmico, se demostré que el crecimiento acelerado que permitia el
crecimiento compensatorio completo de los organismos estaba positivamente correlacionado
con la tasa de dafio oxidativo del ADN (Kim et al., 2019). Ademas, en las libélulas Lestes viridis, las
actividades de las enzimas SOD y catalasa (CAT), la produccién del anién superdxido (O2’) y por lo
tanto la concentracion de MDA, fueron significativamente mayores durante el periodo de
crecimiento compensatorio que durante el periodo de restriccion alimenticia o que en el grupo
control (De Block y Stoks, 2008; Janssens y Stoks, 2020). El aumento de la produccién de EROs
podria explicarse por la aceleracion del metabolismo durante el periodo de crecimiento
compensatorio (De Block y Stoks, 2008), verificado por un aumento de la tasa respiratoria en

libélulas (Stoks et al., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que en especimenes del ave Taeniopygia guttata que mostraron
un crecimiento compensatorio completo después de un periodo de estrés alimentario, la
resistencia de los gldébulos rojos a los radicales libres disminuyé en comparacién con los

organismos del grupo control (Alonso-Alvarez et al., 2007).
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De acuerdo con la literatura citada, el fendmeno de crecimiento compensatorio puede ser
responsable de un aumento de la produccion de EROs y puede disminuir la resistencia de los

organismos a los radicales libres, dos factores que pueden inducir estrés oxidativo.

2.5 Exposicion de los camarones a factores abidticos

El estrés, definido como una alteracion de la homeostasis (Moberg, 2000) puede ser causado por
variaciones de los parametros del agua en los organismos acuaticos (Cheng et al., 2005; Pan et
al., 2007; Qiu et al., 2011). El pH, la temperatura, la concentracién de oxigeno o la concentracion
de amonio pueden actuar como estresores cuando se acercan a los limites de tolerancia de los

camarones en los cultivos.

Como la mayoria de los animales marinos, los camarones son organismos poiquilotermos (Hardin
et al., 1985), cuya temperatura interna varia con la temperatura externa. Por esta razon, las
variaciones de temperatura tienen un impacto significativo en la actividad general de los
camarones (Ponce-Palafox et al., 1997). De hecho, el estrés térmico tiene diversos efectos en el
camaron incluyendo la alteracién del metabolismo (Allan et al., 2006; Gonzalez et al., 2010),
sistema reproductivo (Perez-Velazquez et al., 2001), sistema inmune (Rahman et al., 2007) y
crecimiento de los camarones Penaeus (Wyban et al., 1995). Por lo tanto, es esencial determinar
la temperatura éptima para el cultivo de camardn. Basandose en el crecimiento de los organismos
a diferentes temperaturas, se determiné que la temperatura éptima depende en gran medida del
tamafio del camardén (Wyban et al., 1995). En P. vannamei, una temperatura de entre 27 y 30 °C
permite un crecimiento mas rapido en camarones juveniles, mientras que se recomienda una
temperatura de entre 26 y 27 °C para camarones adultos (Wyban et al., 1995; Ponce-Palafox et
al., 1997; Hernandez et al., 2006; Gonzalez et al., 2010). Los estudios de estrés térmico en
juveniles P. vannamei se realizan cominmente a temperaturas del agua superior a 32 °C (Duan et

al., Estrada-Cardenas et al., 2021, Rahman et al., 2007).

La concentracién del oxigeno disuelto es otro factor ambiental muy importante para el desarrollo
del camardn. El oxigeno es un sustrato esencial para el metabolismo aerdbico y, por tanto, para

la generacion de energia de los organismos. En el caso de P. vannamei, la normoxia se establece
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por una concentracion en oxigeno disuelto encima de 4 mg-L%, pero en las granjas acuicolas
puede ser dificil mantener estas condiciones (Nguyen et al., 2022), lo que lleva a situaciones de
hipoxia cuando la concentracién baja de este nivel (Han et al., 2017). La mayoria de los estudios
sobre hipoxia en P.vannamei se realizan con concentraciones de oxigeno de 2 mgO-L™* 0 menos
(Thulasi et al., 2020; Ulaje et al., 2020). En condiciones de hipoxia, se observa un aumento del
lactato en P. vannamei (Racotta et al., 2002; Pérez-Rostro et al., 2004), que es el producto final
de la via anaerébica de la glicolisis. La produccion de energia por la via anaerdbica permite
producir energia para evadir el estrés, aunque implica una reduccién del crecimiento (Ocampo et
al., 2000; Han et al., 2017), disminucidn de la respuesta inmune (Cheng et al., 2002; Hu et al.,

2009) y el desencadenamiento de estrés oxidativo (Zenteno-Savin et al., 2006).

El amonio es otro importante factor limitante en la produccidon de camarones (Xiao et al., 2019).
El amonio es uno de los principales productos del catabolismo de las proteinas y esta presente
principalmente en el agua en dos formas, la ionizada (NH4*) y la no ionizada (NHs) (Harris et al.,
1998). El estado no ionizado del amonio (NH3) es el mds peligroso, ya que puede atravesar la
membrana por gradiente de presidn. La relacion NHa*/NHs esta fuertemente influenciada por el

pH del agua, con un aumento del pH que tiende a elevar los niveles de NH3 (Randall y Tsui, 2002).

La exposicidn a factores de estrés puede aumentar la concentracién de EROs en los tejidos. Este
fendmeno se observa, por ejemplo, en P. vannamei tras la exposicion a hipotermia (Qiu et al.,
2011; Li et al., 2014), a periodos de hipoxia y reoxigenacién (Zenteno-Savin et al., 2006) y en
Macrobrachium rosenbergii como consecuencia a la exposicidon a altas concentraciones de
amonio durante 24 h (Zhang et al., 2015). Asi, se observaron cambios en las actividades de
enzimas antioxidantes al exponerse a un factor estresante abidtico en diferentes animales
acuaticos (Paital y Chainy, 2010; Foschi et al., 2011; Madeira et al., 2013). Por ejemplo, se ha
reportado una disminucién en la actividad de la SOD en camarones (P. vannamei) expuestos a
hipertermia de 32 °C (Cheng et al., 2005). Por otro lado, la actividad de la SOD aumentd en
camarones de la misma especie expuestos a la hipoxia (Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin, 2011; Li
et al., 2016) o tras una exposicion de 12 h a una concentracién en amonio de 20 mg-L! (Lv et al.,
2021). La SOD es la enzima antioxidante de primera linea para la eliminacion de las EROs; sin

embargo otra EROs, el perdxido de hidrégeno (H20;), es el resultado de su reaccién (McCord y
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Fridovich, 1969). Su eliminacidon se apoya en otras enzimas antioxidantes como la CAT vy la
glutatién peroxidasa (GPx) (Mills, 1957; Chance et al., 1979). La actividad de estas enzimas no se
alterd cuando los camarones del Pacifico fueron expuestos al estrés por hipoxia, sin embargo, su
actividad aumentd significativamente durante la reoxigenacion (Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin,
2011). En el camardn P. vannamei, expuesto a una concentracion de amonio de 15 mg-L?, la
actividad de la CAT se incrementé significativamente desde las 6 h de exposicion, hasta las 24 h,
para posteriormente disminuir a un nivel basal después de 48 h de estrés (Jiang et al., 2019b). Por
otra parte, las actividades de estas enzimas muestran un aumento durante el estrés hipo e
hipertermal (de Souza et al., 2014). El aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes es
coherente con el aumento de la concentracién de EROs y, en algunos casos, es suficiente para
prevenir el dafio celular causado por ellos (Zenteno-Savin et al., 2006). En otros casos la
observacion de un aumento de la concentracién de MDA (Abele et al., 2012), permite afirmar que
la alteracién de condiciones de térmicas (hipertermia), oxigénicas (hipoxia) o de concentracion
en amonio pueden inducir estrés oxidativo en P. vannamei (Qiu et al., 2011; Li et al., 2016; Liang

etal., 2016; Lv et al., 2021).

El daifo celular causado por el estrés oxidativo también puede observarse mediante analisis
histolégicos (Sun et al., 2015). Los camarones P. vannamei y Macrobrachium nipponense
expuestos a varios dias de hipoxia mostraron lesiones celulares tanto en hepatopancreas como
en intestino y branquias (Sun et al., 2015; Han et al., 2018). Sin embargo, se han realizado pocos
estudios histolégicos en camarones expuestos a amonio. En el estudio de Liang et al. (2016), el
camaron P. vannamei no mostrd dafios histolégicos después de 96 h de exposicion a altas

concentraciones de amonio.

También, se ha demostrado que la disminuciéon del crecimiento causada por periodos de estrés
hipoxico e hipertérmico temporal, se compensa en los organismos acudticos mediante
fendmenos de crecimiento compensatorio al volver a condiciones éptimas (Van Dijk et al., 2005;
Huang et al., 2008; Kim et al., 2019). Por ejemplo, la disminucién de peso como consecuencia de
la exposicion a condiciones de hipoxia durante 10 dias (entre 2 y 3 mg-L™! de oxigeno disuelto)
impuesta a juveniles del camardn Fenneropenaeus chinensis se compensd plenamente después

de 40 dias de normoxia (Wei et al., 2008). Por otra parte, se ha observado que tanto en el pez
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Rutilus rutilus como en el camardn F. chinenses la respuesta de crecimiento compensatorio tras

la restriccion alimenticia fue influenciada por la temperatura (Van Dijk et al., 2005).

Hasta la fecha, existen pocos estudios sobre el efecto de la restriccion dietética en la
susceptibilidad de los camarones a factores abidticos. Sin embargo, se sabe que el estado
fisiolégico de los organismos influye en su respuesta al estrés por hipoxia (Herreid, 1980). Mdas
aun, se ha demostrado que la exposicion del P. vannamei a un ayuno de 48 h estd asociada con
un aumento de la dosis letal de oxigeno disuelto (Zhang et al., 2006). Ademas, se ha demostrado
gue la exposicion de P. vannamei a una alta concentracién de amonio afecta a la susceptibilidad

a otros factores de estrés, incluidos los bidticos (Kathyayani et al., 2019).

2.6 Alimentos suplementados

Las propiedades medicinales de las plantas han sido aprovechadas por los humanos desde al
menos 5,000 afios (Parasuraman, 2018). En el campo de la acuicultura, en los Ultimos afios se ha
observado un notable interés en la investigacidn sobre la adicidon de suplementos vegetales en
alimentos artificiales para peces y crustaceos (Reverter et al., 2014; Van Hai, 2015; Hernandez-

Contreras y Hernandez, 2020).

Existen numerosas sustancias activas en las plantas que han demostrado tener efectos benéficos
en el rendimiento de peces y camarones, especialmente en términos de crecimiento y eficiencia
de conversion alimenticia (Reverter et al., 2014). Ademas, los efectos inmunomoduladores de
diferentes dietas suplementadas con plantas han mostrado ser prometedores y podrian, a largo
plazo, reemplazar el uso generalizado de antibiéticos en la industria acuicola (Lawhavinit et al.,

2011; Reverter et al., 2014; Hernandez-Contreras y Hernandez, 2020).

La curcuma (Curcuma longa Linn.), una planta asidtica de la familia Zingiberaceae, posee
propiedades medicinales gracias a su compuesto activo: la curcumina (Vanichkul et al., 2010;
Kocaadam y Sanlier, 2017). La cdrcuma se puede incorporar en la dieta de peces y camarones de
diversas maneras: en polvo (Moghadam et al., 2022), como extracto (Vanichkul et al., 2010), en
polvo de curcumina encapsulado (Bhoopathy et al., 2021; Moghadam et al., 2022) o sin

encapsular (Mahmoud et al., 2017; Ming et al.,, 2020). La administracién de alimentos
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suplementados con curcuma ha demostrado efectos promotores del crecimiento en varios peces,
como la carpa herbivora (Ctenopharyngodon Idella) o la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus).
También en el camardn P. vannamei, la inclusion de la circuma en forma de polvo o extracto en
el alimento, ha mostrado efectos positivos significativos en el crecimiento después de 9 semanas
de periodo experimental (Lawhavinit et al., 2011; Moghadam et al., 2022). Ademas, se observé la
estimulacion del sistema inmune de P. vannamei al utilizar dietas que contienen curcuma,
destacandose, entre otros efectos, un aumento en la actividad de la fenoloxidasa o en el nUmero
de células hemociticas (Lawhavinit et al., 2011; Bhoopathy et al., 2021; Andrianti y Mira, 2022).
Debido a las propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras asociadas con la curcuma, su
inclusién en la alimentacidon de P. vannamei ha conferido una mejor resistencia durante la
infeccion por bacterias del género Vibrio (Vanichkul et al.,, 2010; Lawhavinit et al., 2011;
Bhoopathy et al., 2021). Una de las propiedades mds reconocidas de la curcumina es su capacidad
antioxidante (Kocaadam y Sanlier, 2017). Se sabe que las capacidades de las enzimas
antioxidantes estan parcialmente vinculadas a los nutrientes ingeridos (Winston y Di Giulio, 1991;
Moghadam et al., 2022). Por ejemplo, en el camardn blanco del Pacifico, las actividades de las
enzimas antioxidantes SOD y CAT aumentaron significativamente en organismos alimentados con
suplementos de curcuma (Moghadam et al., 2022). Debido a su estructura hidrofébica y su répida
metabolizacién, la curcumina tiene una baja biodisponibilidad, es decir, una gran parte de la
cantidad ingerida no es absorbida por el organismo (Anand et al., 2007; Kocaadam y Sanlier,
2017). La baja biodisponibilidad del principio activo de la circuma es el mayor obstaculo para su
aplicacién en la alimentacion de la industria acuicola (Kotha y Luthria, 2019). Sin embargo, ahora
se sabe que la combinacién de la circuma con pimienta negra (Piper nigrum) permite aumentar
la biodisponibilidad de la curcumina gracias a la accidn de la piperina (Kocaadam y Sanlier, 2017).
Se ha demostrado que la combinacién de piperina y curcumina aumenta la biodisponibilidad de
esta ultima en un 154 % en ratas y un 2000 % en humanos (Shoba et al., 1998). Ademas, la
pimienta ha sido reconocida por tener propiedades benéficas como antioxidantes o
antiinflamatorias (Srinivasan, 2007). E|l pez Clarias gariepinus alimentado con una dieta
suplementada con un 0.5 % de curcuma y un 0.1 % de pimienta negra mostré una mayor
resistencia al estrés por cadmio en comparacion con la observada en peces alimentados con una
dieta normal o suplementada solamente con circuma (El-Houseiny et al., 2019). También, P.

vannamei alimentado durante 53 dias con una dieta suplementada en piperina, demostré un
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incremento significativo en la actividad de la SOD en hemolinfa comparada con la de los

organismos de referencia (Shin et al., 2023).

Aunque menos estudiada que la circuma, la planta Lepidium meyenii, cominmente conocida
como "Maca", también muestra promisorios beneficios para su aplicacion en nutricién acuicola
(Lee et al., 2004; Gonzales, 2012). Originaria de Peru, la maca es una planta de la familia
Brassicaceae que crece a altas altitudes (Sanchez et al., 2017). Aungue generalmente se la conoce
por sus supuestas virtudes en la fertilidad masculina y femenina (Lee et al., 2016; Sanchez et al.,
2017), se ha demostrado en estudios con O. mykiss y Piaractus brachypomus que su inclusiéon en
la dieta de estos peces tiene un efecto significativo como promotor del crecimiento (Lee et al.,
2004, 2005; Palacios et al., 2006). El efecto de la maca en el crecimiento de los peces parece
atribuirse al aumento de la palatabilidad del alimento (Lee et al., 2004, 2005; Palacios et al., 2006),
lo que aumenta la ingestion de alimento. Ademas, se ha demostrado in vitro que la maca tiene
propiedades antioxidantes (Lee et al., 2005) y, asociada con la circuma, aumenta la capacidad de
resistencia de P. vannamei a la infeccion por la bacteria que provoca la enfermedad de la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (AHPND, por sus siglas en inglés) (Cabrera-Stevens et al., 2022; Quiroz-

Guzman et al., 2022).

2.7 Cultivo de P. vannamei en sistema Biofloc

La tecnologia de biofloc (BFT) se ha establecido en los ultimos afios como una respuesta
destacada a los desafios de la acuicultura, incluido el cultivo de camarén (Abakari et al., 2021; El-
Sayed, 2021). La produccién de efluentes en el cultivo de camarones representa una problematica
mayor (Emerenciano et al., 2017; lber y Kasan, 2021). Especialmente ricos en desechos
metabdlicos como amonio o urea, los efluentes descargados en el ambiente han demostrado
tener impactos negativos en los ecosistemas (Na nakorn et al., 2017; Barcellos et al., 2019; Iber y
Kasan, 2021). En contraste, la tecnologia de biofloc se caracteriza por requerir cambios de agua
minimos o casi nulos (Lara et al., 2017; Yu et al., 2023). Al introducir una fuente de carbono, se
promueve el desarrollo de comunidades microbianas que, a través de procesos como la
nitrificacidn, contribuyen significativamente a la conversién del amonio en nitrato y nitrito (Kumar
etal., 2018; Abakari et al., 2021). En un contexto donde la alimentacién constituye el componente

mas costoso del cultivo de camarones (Romano y Kumar, 2017) y donde se busca constantemente
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mejorar el rendimiento de los organismos, el biofloc presenta una ventaja significativa. De hecho,
las comunidades microbianas se agregan con la materia orgdnica y los sustratos fisicos para
formar los fléculos, que pueden ser ingeridos por los camarones (Emerenciano et al., 2017). Los
fléculos son una fuente constante de nutrientes, ricos en proteinas, aminodcidos, lipidos,
vitaminas y minerales, disponibles permanentemente para los camarones (Ju et al., 2008; Xu y
Pan, 2012; Khanjani et al., 2020). Asi, la eficiencia alimenticia de P. vannamei se incrementé en
condiciones de biofloc (Kumar et al., 2018; Khanjani et al., 2020; Dorothy et al., 2021). La
optimizacidn de la eficiencia alimenticia puede atribuirse a la gran proporcidn de proteinas en los
fléculos (Dorothy et al., 2021) y al aumento de las capacidades digestivas debido al aumento de
la actividad de las enzimas digestivas en condiciones de biofloc (Xu y Pan, 2012). Por estas
caracteristicas, la ingestion de floculos promueve el crecimiento de los camarones en
comparacion el de aquellos en condiciones de cultivo en agua clara (Xu y Pan, 2012; Khanjani et
al., 2020; Hussain et al., 2021). Por ejemplo, el cultivo de P. vannamei en un sistema de biofloc
durante 8 semanas permitié obtener un incremento del 14 % de ganancia de masa en
comparacion con la observada en camarones mantenidos en agua clara (Hussain et al., 2021).
Ademas de influir en el crecimiento de los camarones, el cultivo en un sistema de biofloc mejora
su estado de salud general, como se evidencia en un aumento de la tasa de sobrevivencia (Kumar
et al, 2018; Mani et al, 2021). La ingestién de fléculos también tiene un efecto
inmunopotenciador al aumentar la capacidad del sistema antioxidante (Xu y Pan, 2013; El-Sayed,
2021). Por ejemplo, las actividades de la SOD, CAT y Gpx fueron significativamente mas altas en
hepatopancreas de P. vannamei en condiciones de biofloc que en agua clara (Dorothy et al.,
2021). Asi, se asume que al reforzar el sistema antioxidante, el biofloc proporciona herramientas
para combatir el estrés oxidativo (El-Sayed, 2021). Las numerosas ventajas del sistema biofloc
promueven esta estrategia de cultivo como muy prometedora para avanzar hacia una acuicultura

sostenible y eficiente.
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3. JUSTIFICACION

La restricciéon temporal de alimento seguida del fendmeno del crecimiento compensatorio en el
camarodn es una estrategia de interés por el uso mas eficiente de alimentos balanceados que
resulta en una disminucién en costos de produccién. Sin embargo, varios estudios han revelado
consecuencias fisioldgicas asociadas al crecimiento compensatorio, especialmente en términos

de estrés oxidativo, un aspecto poco conocido en camarones.

Antes de considerar la aplicacidn de la restriccidon alimenticia seguida de la realimentacion como
una estrategia de manejo del cultivo de camardn, es necesario estudiar sus posibles
consecuencias. Ademas, dado que las granjas acuicolas estdn regularmente expuestas a
variaciones extremas de pardmetros fisicoquimicos del agua como la temperatura, concentracién
de oxigeno disuelto o concentracién de amonio, es esencial que la estrategia alimenticia no afecte

la capacidad de resistencia de los camarones a factores de estrés abioticos.

Por otro lado, la aplicacidon de dietas suplementadas o el cultivo en un sistema de biofloc son
métodos reconocidos en la actualidad por sus beneficios para la salud de los camarones y podrian

ser considerados para atenuar las posibles consecuencias del crecimiento compensatorio.
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4. HIPOTESIS

Si el crecimiento compensatorio provoca estrés oxidativo en el camardn Penaeus vannamei, esta

estrategia podria afectar su capacidad de resistencia durante eventos de estrés abidtico.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la generacion de estrés oxidativo en P. vannamei durante el crecimiento compensatorio,

su impacto en condiciones estresantes y estrategias posibles para disminuirlo.

5.2 Objetivos particulares

i. Determinar el estrés oxidativo generado durante el crecimiento compensatorio en el

camaron blanco del Pacifico P. vannamei.

ii.  Evaluar el estatus oxidativo de los camarones en crecimiento compensatorio durante la
aplicacion de factores de estrés abiéticos: hipertermia, hipoxia y reoxigenacién y alta

concentracion de amonio.

iii. Evaluar estrategias de cultivo para atenuar el estrés causado por el crecimiento

compensatorio en P. vannamei.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Aplicacion de restriccion alimenticia continua para promover el crecimiento compensatorio
y evaluar la susceptibilidad a factores de estrés abiéticos

Se realizaron 2 experimentos en dos etapas principales, 1) la promociéon de crecimiento

compensatorio y 2) la aplicacién de factores de estrés abidtico.

El experimento 1 consistié en la evaluacion en cdmaras metabdlicas de estrés por hipertermia e
hipoxia (12 h) en camarones bajo crecimiento compensatorio generado con una restriccion
alimenticia del 50 % (10 dias de restricciéon y 40 de recuperacion ad libitum) (Fig. 2). En paralelo,
en el experimento 2, se evalud el estrés por amonio (12 h) en camarones bajo crecimiento
compensatorio con restriccion alimenticia del 25 y 50 % (10 dias restriccidon y 40 de recuperacion

ad libitum).

Evaluacion

estrés abidtico
|
Experimento Experimento
1 2
. Tratamientos
Tratamientos
REF ; T50 UL
T25
Reto en Reto en
camaras camaras Reto : Alt.:a’
metabdlicas : metabdlicas : :uncentrac.:lun
hipertermia hipoxia en amonio

Figura 2. Esquema general de los experimentos de evaluacion de estrés abidtico bajo crecimiento
compensatorio en los organismos P. vannamei
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6.1.1 Material biolégico y formulacion del alimento

Post-larvas de P. vannamei (0.0189 + 0.006 g) fueron obtenidos del laboratorio comercial de
camaron Larvas Gran Mar, SA de CV en La Paz, B.C.S., México. Los camarones se aclimataron en
el Laboratorio Himedo de Nutricién Acuicola experimental del Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), en tanques de fibra de vidrio con capacidad de 1500 L. Los
camarones se mantuvieron en las siguientes condiciones de alimentacién y de calidad de agua
para asegurar un crecimiento sin condiciones restrictivas que pudieran afectar el desarrollo
experimental: Se alimentaron a saciedad empleando alimento comercial (Nutrimar®, 35 % de
proteinay 9 % de lipidos), ajustando la cantidad de alimento, tamafio de particula y la frecuencia
de las alimentaciones diarias en funcién del consumo y tamafio de los organismos. Las
condiciones de agua se mantuvieron de la siguiente forma: temperatura de 28 £ 0.5 °C, pH 8
0.3, oxigeno disuelto > 4.5 mg-L™, 37 ups y concentracion de amonio < 0.5 mg-L L. Los camarones

fueron sometidos a un fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad).

El alimento balanceado empleado en los experimentos 1 y 2 fue elaborado en la planta de
alimentos del laboratorio de nutricidn acuicola del CIBNOR. El alimento se formulé de acuerdo a
los requerimientos y recomendaciones nutricionales para P. vannamei (Jobling, 2012), con la
siguiente férmula: 33 % harina de pescado, 30.8 % harina de trigo, 28 % pasta de soya, 4 % lecitina
de soya, 2.5 % aceite de pescado, 1 % alginato de sodio, 0.1 % vitamina C, 0.5 % mezcla de
vitaminas y minerales y 0.1 % cloruro de colina (Pefia-Rodriguez et al., 2020). Para elaborar el
alimento balanceado, los macro ingredientes (harinas que componen mas del 2 % de la férmula)
fueron mezclados en una batidora de la marca Kitchen-aid de 1.5 L. Luego, se incorporaron los
micronutrientes (que constituyen menos del 2 % de la férmula) y se mezclaron hasta lograr una
mezcla homogénea. Se afiadié la emulsién de aceites (de pescado y lecitina de soya), repitiendo
el proceso de mezclado y finalmente se agregd agua caliente para hidratar la mezcla (60 °C, 350
mL-kg-! de alimento). La preparacidn se pasé dos veces a través de un molino de carne de troquel
equipado con un dado con orificios de 2 cm de didmetro. A la salida del molino, se reband la
mezcla con una espatula al fin de obtener pellets del tamafio deseado. Los pellets se secaron 8 h

a 50 °Cy posteriormente se almacenaron a 4 °C.



26
La composicion proximal del alimento experimental se determind utilizando las siguientes
técnicas: la materia seca se midié mediante el método 930.15 del AOAC (2005), el contenido de
proteina bruta se determind mediante el método de combustidon desarrollado por Dumas
(Ebeling, 1968), la fibra bruta se evalud utilizando el método 978.10 del AOAC (2005) vy el
contenido de cenizas se determiné segin el método 942.05 del AOAC (2005). A través del calculo
por diferencia, se estimaron los extractos libres de nitrégeno (ELN). La dieta experimental
presentd un contenido de humedad del 5.2 %, un contenido de proteina bruta del 37.4 %, un
contenido en lipidos de 8.2 %, un contenido de fibra bruta del 0.8 %, un contenido de cenizas del
8.5% y un ELN del 34.9 %. A la muestra de alimento experimental se le realizé el analisis proximal

por triplicado.

6.1.2 Condiciones experimentales

La Fig. 3, representa el disefio experimental de los experimentos 1y 2.

REF \\
T50 \\

r2s | o

1 10 50

Alimento ad 50% de la dieta 25% de la dieta
tibitum de referencia de referencia

\ Retos de hipertermia e \ Retos de alta
hipaoxia (12 horas) concentracidn en amonio
(12 horas)

Figura 3. Disefo experimental de los experimentos 1 y 2 realizados en los organismos P.
vannamei.

6.1.3 Experimento 1. Crecimiento compensatorio e hipertermia o hipoxia

El estudio sobre la ocurrencia del fendmeno de crecimiento compensatorio en el camarén P.

vannamei del experimento 1 se llevd a cabo en el Laboratorio Himedo de Nutricidn Acuicola del
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CIBNOR vy el estudio sobre retos abidticos se realizd en el Laboratorio de Ecofisiologia de

Organismos Acuaticos del CIBNOR.

Los juveniles de P. vannamei fueron expuestos a 2 tratamientos (referencia y T50) con 6 réplicas
de cada uno durante 50 dias (Fig. 3). Para los dos tratamientos se distribuyeron al azar 10
camarones con un peso promedio similar (0.81 + 0.05 g) en 12 tanques de 60 L (Fig. 4). Los
camarones del tratamiento de referencia (REF) recibieron alimentacion a saciedad durante todo
el periodo experimental, iniciando con el 9 % respecto la biomasa de camardn por dia. Se ajusté
diariamente la racién de alimento de acuerdo al consumo (Ricque-Marie et al., 1998). Para eso,
cada mafana, se retird el alimento no ingerido y las heces de cada tanque por succién. En caso
de encontrar alimento sin consumir, se disminuyd el 1 % en relacién con la biomasa de los
camarones, mientras que, si no se observaba restos de alimento, se aumentd 1 %. Los camarones
del tratamiento T50 fueron alimentados con la mitad de la racién de los organismos de referencia
durante 10 dias, antes de ser realimentados a saciedad durante 40 dias. Las condiciones de
laboratorio (0.D. >4.5 mg02-L, 37 ups y 28+0.5 °C) se mantuvieron mediante el uso de aireacion
constante y calentadores de titanio (120 watts) en el agua, realizando mediciones diarias con un
sensor multipardmetro. Los camarones fueron expuestos a un fotoperiodo de 12:12h empleando
[dmparas led con pantalla roja para minimizar el stress por luminosidad. La concentracién de
amonio se monitoreo regularmente (kit comercial API°) y se realizé un cambio diario de agua (~50
% del volumen del tanque) para asegurar que los niveles no superaran los 0.5 mg-L". Todos los
camarones fueron alimentados dos veces al dia (9:00 am; 4:00 pm). La sobrevivencia fue

monitoreada diariamente. Se realizaron biometrias cada 10 dias.
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Figura 4. Fotografia de los tanques de 60 L usados en los experimentos 1y 2.

Durante la fase de realimentacién (después de 10 dias de restriccion), se llevaron a cabo dos retos
de estrés abidtico de manera sucesiva en cdmaras metabdlicas (Fig. 5). Con el fin de comparar los
resultados de estrés entre las diferentes condiciones y evitar posibles sesgos asociados a las
camaras metabdlicas, se llevd a cabo un tratamiento control sin estrés abidtico, de duracion

similar, en las mismas cdmaras.

En los dias 16, 17 y 18 de recuperacion de la alimentacién a saciedad, se desplazaron 10
camarones de cada tratamiento (REF y T50) en cdmaras metabdlicas individuales (450 mL) en el
Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Acudticos del CIBNOR. Los camarones se aclimataron
durante 12 h para minimizar el estrés causado por el manejo (Ulaje et al., 2020). Se utilizaron un
total de 24 cadmaras metabdlicas para cada condicién (retos abidticos y condiciéon control), con
cuatro camaras sin camarones utilizadas como blanco para las mediciones de los pardametros del
agua. Las camaras se sellaron y se conectaron a tubos de entrada y salida para crear un sistema
de camara de flujo continuo (Fig. 5). El agua de mar (37 UPS, filtrada a través de una malla de 5
um) que ingresaba a las cdmaras metabdlicas se almacenaba previamente en un tanque de 800 L
donde los parametros del agua (°C y DO) eran controlados por un sistema de control

automatizado conocido como ECOSIM (Calderon-Llevanos, 2015). La temperatura del tanque y
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de las camaras fue medida via sensores HOBO (Pendant Data Logger, Bourne, MA). Las camaras
metabdlicas se colocaron en un bafio de agua para garantizar una temperatura del agua estable
(Fig. 5). Una bomba peristaltica mantuvo el flujo de agua a 40-45 mL-min? durante el
experimento. Se realizaron mediciones periddicas del flujo con una probeta y un cronémetro,
permitiendo de comprobar la estabilidad del flujo y ajustar manualmente la entrada del agua en

caso necesario.

Después de las 12 h de aclimatacion, se mantuvieron las condiciones dptimas de temperatura y
concentracién de oxigeno (28 + 0.2 °Cy > 4 mg0,-L™?) para la condicién control durante 12 h (Fig.
6). El inicio de la aplicacién de las diferentes condiciones abidticas empezé a la misma hora. Para
el reto de hipertermia, la temperatura se elevda31+0.1°Cen2 hyluegoa34+0.2°Cen4h
para el resto del reto. La concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo en su nivel dptimo (5
mgO>-L7). Para reducir la concentracién de oxigeno disuelto para el reto de hipoxia y
reoxigenacion (recuperacién), se burbujeé nitrégeno en el agua que ingresaba a las cdmaras
metabdlicas. La concentracidn se redujo a 1.5 mgO-L™ y se mantuvo durante 9 h, seguido de 3 h
de reoxigenacion a 5 mgOa-L™L. Los camarones fueron alimentados 6 h después de comenzar cada
reto (5 % de la biomasa) (Fig. 6). La concentracion de oxigeno disuelto se midié después de 8 y 10
h del inicio del reto utilizando un sensor de oxigeno de fibra dptica de 50 um (Microx TX2, PreSens,
Regensburg, Alemania) (Fig. 6). Se tomaron muestras de agua de las cdmaras metabdlicas a las 8
y 10 h del reto y se almacenaron a -40 °C para medir la concentracion de amonio posteriormente.
Al final del periodo de 12 h en las cdmaras para cada condicion, se sacrificaron los 20 camarones
y se muestred el hepatopancreas, que se almacené a -40 °C hasta el analisis. Paralelamente, los
camarones restantes en el laboratorio de nutricidn acuicola continuaron su periodo de

realimentacion hasta el dia 50.
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Figura 6. Esquema descriptivo de la metodologia empleada en los retos en camaras metabdlicas

durante el experimento 1.
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6.1.4 Experimento 2. Crecimiento compensatorio y amonio

El Experimento se llevd a cabo en el Laboratorio Himedo de Nutricién Acuicola del CIBNOR. Se
seleccionaron 216 juveniles de P. vannamei de un peso promedio de 1.02 + 0.06 g y se colocaron
al azar en 18 tanques de 60 L. Los camarones fueron sometidos a 3 tratamientos durante 50 dias:
Referencia, T50y T25 (Fig. 3). Cada tratamiento fue representado por 6 réplicas de 12 camarones.
Los camarones de los tratamientos REF y T50 fueron alimentados de la misma manera que en el
experimento 1. Los organismos del tratamiento T25 fueron alimentados con el 25 % de la racién
de los organismos de referencia durante 10 dias (correspondiendo a una restriccion del 75%) y
posteriormente fueron realimentados ad libitum hasta el final del bioensayo. Las condiciones de
laboratorio fueron controladas diariamente de la misma manera que para el experimento 1. Se
monitored diariamente la sobrevivencia. Se realizaron biometrias cada 10 dias para seguir el

crecimiento de los organismos.

Al dia 16 del bioensayo, 6 dias después de iniciar alimentacién a saciedad durante la respuesta
compensatoria, se sometieron 3 réplicas de cada tratamiento nutricional a un reto de estrés por
alta concentracién en amonio de 12 h. Las otras 3 réplicas se consideraron como tratamiento
control. Con el fin de elevar la concentracién total de amonio (NH4*) y nitrégeno (NHs*) a 20 mg-L°
L(TAN, correspondiendo a la suma de NH4" y NH3%), se afiadid una solucién de cloruro de amonio
(NH4Cl, 20 g-L') al agua del tanque. Cada dos horas, se controlaron los niveles de TAN utilizando
un kit de medicién de amonio (API®) y se ajustaron, mediante la adicién de NH4Cl. Los camarones
fueron alimentados a una tasa del 2.5% de la biomasa durante el reto y se evalud la sobrevivencia
y el estrés después de 6 y 12 h. Al final del reto, se sacrificaron 9 camarones de cada grupo de
tratamiento (REF, T50 y T25) tanto en condiciones de control como de estrés inducido por la alta
concentracion en TAN. Posteriormente se fijaron 5 camarones de los 9 sacrificados para analisis
histolégicos. Para facilitar la fijacidon de los tejidos, se secciond la parte inferior del musculo a
partir del segundo segmento del abdomen y se practicé una incisidon de cada lado del cefalotdrax.
El cefalotérax y los dos primeros segmentos de musculo se sumergieron en solucion de Davidson
(300 mL de alcohol etilico 95 %, 200 mL de formol al 10 %, 100 mL de acido acético glacial y 300
mL de agua destilada) durante 24 h y se conservaran hasta su analisis histolégico. Para los otros

4 camarones, se extrajo el hepatopancreas y se almacend a -40 °C hasta los analisis bioquimicos.
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6.1.5 Variables bioldgicas, analisis bioquimicos e histoldgicos

6.1.5.1 Variables bioldgicas

Posterior a los experimentos realizados se evalué el rendimiento productivo de los camarones,

por medio de algunos parametros zootécnicos en respuesta al crecimiento compensatorio.

La sobrevivencia de los organismos fue seguida diariamente lo que permitié calcular la tasa de

sobrevivencia (S %) de la siguiente forma:

o Nf
Sobrevivencia (S) = N 100 (1D

Dénde:
Nf = nimero final de organismos

Ni = numero inicial de organismos

Para seguir el crecimiento de los organismos durante los experimentos 1 y 2, se llevaron
biometrias cada 10 dias. Los pesos humedos de los organismos obtenidos se utilizaron para
calcular la ganancia de peso (GP) y la tasa de crecimiento especifico (TCE % dia) segun los

siguientes calculos:

Ganancia de peso (GP) = pf — pi (2)
Ddnde:
pf = peso promedio final himedo de los organismos

pi= peso promedio inicial de los organismos

In(pf) — In(pi)
T

Tasa de crecimiento especifico (TCE % dia) = 100 = (3)
Dénde:

T= duracién en dias

El alimento no consumido se estimé por conteo de pellet, para determinar el alimento consumido
(AC) y el factor de conversidn alimenticia (FCA) de los camarones en cada uno de los tanques de

acuerdo con las férmulas:
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Atc
Alimento consumido (AC)((g/camaroén)/dia) = N ¥ Nf = 2D) 4
Dénde:
Atc = Alimento total consumido (g)
ac
Factor de conversién alimenticia (FCA) = Ip—é%) (5)

Dénde:
Aac = Alimento aparentemente consumido

Ip = Incremento en peso

Se calcularon las tasas fisioldgicas de los camarones colocados en las camaras metabdlicas
cerradas de flujo continuo sometidos a las condiciones de estrés abidtico y al control en el
experimento 1. El objetivo de estos calculos fue evaluar los cambios fisioldgicos de los organismos

sometidos a los diferentes factores de estrés.

La tasa respiratoria (TR) se calculd por medio del consumo de oxigeno por el flujo de la cdmara
de incubacidn en relacion con el peso seco del organismo tanto de camarones expuestos al estrés
por hipertermia e hipoxia. La cantidad de alimento administrada a los camarones también se
colocd en las cdmaras como blancos, para evitar el sesgo causado por la descomposicion del
alimento en los calculos de consumo de oxigeno y excrecién de amonio. El peso de los organismos
se determind en 20 camarones del ensayo de alimentacién y se secaron en un liofilizador durante
24 h para obtener la relacion entre peso hiumedo y peso seco. La tasa respiratoria (TR) del
camaron se calculd midiendo el consumo de oxigeno por el flujo de la cdmara de incubacién en
relacion con el peso seco del organismo. El consumo de oxigeno se calculé por cada camarédn,
deduciendo la concentracién media de oxigeno a la salida de las cdmaras metabdlicas blanco (sin
organismos) a la concentracién de oxigeno saliendo de la camara metabdlica con camardn. Se

calculd la TR (mg02 g'*-ht) a través de la ecuacién (Ulaje et al., 2020):

Consumo de oxigeno * Flujo de la camara
TR = — (6)
Peso seco de tejidos
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La tasa de excrecidon de amonio (TE) se calculé midiendo la producciéon de amonio por el flujo de
agua de la cdmara y en relacion con el peso seco de los organismos. Se utilizéd el método de
cuantificacidon del amonio con salicilato de sodio para medir la concentracién de amonio en las
muestras de agua de las camaras metabolicas (Bower y Holm-Hansen, 1980; Zhou y Boyd, 2016).
Se estandarizé un método espectrofotométrico mediante el uso de un kit de medicién de
concentracion de amonio (API®). Se realizé la curva estdndar con agua de mar sintética y cloruro
de amonio (1 mg.L?) (Le y Boyd, 2012). La muestra (179 L), el salicilato de sodio (10 pL) y el
hipoclorito de sodio (10 UL) se agregaron sucesivamente a una microplaca (Le y Boyd, 2012).
Después de agregar cada reactivo, la mezcla se agité utilizando una pipeta multicanal. La
absorbancia de la reaccién se leyé a 640 nm después de 5 min de incubacién (Le y Boyd, 2012).
Para obtener la produccién de amonio de cada camardn, se restaron las concentraciones de NHs*
de las camaras metabolicas sin organismo (blanco) de las cdmaras con camarones. La TE (mgNH4*
g-h!) de cada camardn se calculd de acuerdo con la siguiente férmula:

TE Excrecién de amonio * Flujo de la camara

(7)

Peso seco del organismo

6.1.5.2 Anadlisis bioquimicos

Los analisis de actividad de las enzimas antioxidantes y del contenido de MDA fueron realizados
sobre las muestras de hepatopancreas tomadas durante los experimentos 1y 2. Se midieron las
actividades de las enzimas SOD, CAT y GPx. Para evaluar asi el dafio celular causado por el estrés

oxidativo, se midio el contenido de MDA estimando la peroxidacién de los lipidos.

Previamente, cada hepatopancreas fue pesado y homogeneizado en un buffer de fosfato de
potasio (0.1 M KaHPQOg4, pH 7) con el homogeneizador de alta velocidad Fastprep-24™ 5G (Fig. 7).
Para las analisis de actividad enzimatica, las muestras fueron centrifugadas cuatro veces a 3000 x
g durante 10 min a 4 °C, conservado en cada ciclo el sobrenadante, también conocido como
extracto (Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin, 2011). La medicion de las actividades de las enzimas se

realiz en los extractos de hepatopancreas y se aplicaron triplicados técnicos.
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Figura 7. Homogeneizacién de las muestras de hepatopdncreas de P. vannamei para los analisis
bioquimicas.

La medicién de la actividad de la SOD se realizd con un kit comercial (nimero de catalogo 706002,
Cayman Chemical, EE. UU) siguiendo las instrucciones del proveedor. Para el analisis, los extractos
fueron diluidos en una proporcién de 1:50 en el buffer del kit (10 UL de muestra y 490 L de buffer
Tris-HCI, 50 mM, pH 8.0). Se agregaron 200 pL de radical detector y 10 uL de la muestra diluida a
una microplaca. Para iniciar la reaccion, se afiadieron 20 uL de xantina oxidasa. Después de 30
min de incubacién a temperatura ambiente en un agitador, se tomé lectura a una absorbancia de
440 nm. El método colorimétrico permitié calcular la cantidad de enzima necesaria para la
dismutacién del 50 % del radical superéxido por minuto, empleando una curva realizada con un

estandar de SOD de eritrocitos bovinos.

La medicion de la CAT se llevé a cabo midiendo la degradacién del perdxido de hidrégeno (H203)
(Aebi, 1984). La determinacién de la actividad de la CAT se realizd mediante un kit comercial
(numero de catdlogo 707002, Cayman Chemical, EE. UU). Previamente a la prueba, las muestras
homogeneizadas fueron diluidas en el buffer del kit con una ratio de 1:3 (10 uL de muestra y 290

uL de buffer de fosfato de potasio, 25 mM, pH 7.0). Se agregaron 100 uL de buffer de ensayo (100
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mM fosfato de potasio, pH 7.0), 30 pL de metanol y 20 plL de la muestra diluida a una microplaca.
Para iniciar la reaccién, se afadieron 20 plL de perdxido de hidrégeno a cada pozo y la placa se
incubd a temperatura ambiente con agitacidon durante 20 min. Posteriormente, para detener la
reaccion, se afiadieron 30 pL de hidréxido de potasio y 30 plL de cromdgeno (Catalasa purpald).
Después de una incubacion adicional de 10 min, se agregaron 10 ulL de potasio periodato de
catalasa y se incubaron 5 min antes de leer la absorbancia a 540 nm. La curva estandar se realizé
con una solucidn stock de formaldehido (4.25 mM). El método colorimétrico empleado permitio
determinar la cantidad de enzima necesaria para reducir 1 nmol de formaldehido por minuto a

25 °C, lo que se define como una unidad de actividad CAT.

La actividad de la glutatiéon peroxidasa se determiné de manera indirecta mediante la oxidacién
de NADPH a NADP*, empleando un kit comercial (nimero de catdlogo 7031012, Cayman
Chemical, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las muestras se diluyeron con el
buffer del kit en una proporciéon de 1:25 (10 pL de muestra y 240 ulL de buffer Tris-HCl, pH 7.6).
Se agregaron 150 pL de buffer de ensayo, 20 pl de glutatién y 20 plL de la muestra diluida a una
microplaca. Para iniciar la reaccidn, se afiadieron 10 plL de una solucién etandlica de 1-Cloro-2,4-
dinitrobenzeno a cada pozo y se tomé la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 5 min.

Para calcular la actividad de la GPx en nmol-mint-mL, se determind la diferencia de absorbancias
entre los dos tiempos extremos, a la cual se le restd la misma diferencia de los pozos en blanco

sin actividad enzimatica.

Se determiné la concentracién en proteinas de las muestras a fin de normalizar las actividades de
las enzimas antioxidantes en el hepatopancreas de los camarones. Se midid la concentracién en
proteinas con el método del acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985). Los homogeneizados
fueron diluidos 50 veces en agua ultrapura y se colocaron en NaOH (0.1 N) durante 2 h. Se preparé
una solucidn reactiva comercial, a partir de una solucién de BCA (nimero de catalogo B9643,
SIGMA) y de una solucidn de sulfato de cobre (niUmero de catdlogo C2284, SIGMA). Se colocaron
25 pL de muestra diluida en microplaca de 96 pozos, a la cual se agregaron 200 pL de la solucion
reactiva de BCA. Se realizé la curva estandar con solucién de albdimina sérica bovina (1 mg-L1).
Después de incubar a 60 °C por 15 min, se tomd lectura de la microplaca con un

espectrofotémetro a 562 nm.
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La peroxidacién de los lipidos se evalué midiendo el contenido de MDA en el hepatopancreas de
los camarones (Janero, 1990). El método de Draper et al. (1993) se estandarizé para su uso en
muestras de hepatopdncreas de camarones. Se pesaron los érganos y se homogeneizaron de
acuerdo con lo descrito previamente. Cada muestra se procesé por triplicado. Se colocaron 400
pL de homogeneizados en tubos de 1 mL, a los cuales se afadieron 100 pL de acido tiobarbiturico
(10 %) y 200 uL de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). Después de una agitacion
con vortex, la mezcla se sumergid en bafio maria a 100 °C durante 20 min y posteriormente se
transfiri6 a un bafo frio con hielo para detener la reacciéon. Después de dos ciclos de
centrifugacién, se tomo la absorbancia a 532 nm. El contenido de MDA en el hepatopancreas se

calculé empleando una curva estandar de MDA y los resultados se expresaron en nmol-g de tejido

1

6.1.5.3 Andlisis histolégicos

Se disecaron los cefalotérax de los camarones y se fijaron en una solucion de Davidson (11.1 %
glicerina, 22.2 % formaldehido al 37-40 %, 33.3 % alcohol etilico a 96 %, 33.3 % agua de mar
filtrada, 1 parte por 9 de stock de acido acético) durante 48 h. Posteriormente se dispusieron en
casettes y fueron deshidratados mediante la inmersidn en bafios de etanol con concentraciones
ascendentes (70, 80, 90 y 100 %). Tras la aclaracién de las muestras en xileno y la inclusién en
parafina, se realizaron cortes a 4.0 um utilizando un microtomo (Mexia-Salazar et al., 2008). Los
tejidos fueron tefiidos con hematoxilina-eaosina de Harris (Humason, 1979). Las laminas
histoldgicas se montaron con resina sintética Entellan® y fueron observadas bajo un microscopio
OLYMPUS BX41 (aumentos de 10, 20 y 40). Se obtuvieron 2 cortes transversales y 2 cortes
longitudinales de cada camardn. Se capturaron fotografias de los tejidos utilizando una cdmara
de microscopio digital Nikon Digital Sight DS-Ri1®. Se tomaron seis fotografias del musculo, tres
de las células hepatopancredticas y tres de las branquias de cada camardn. Las fotografias se
analizaron con el software Image Pro-Premier (version 9.0) de Olympus-Media Cybernetics®.
Utilizando este software se calculd la superficie ocupada por el musculo (6 por camardn), la altura
epitelial de las células hepatopancreaticas (3 mediciones de cada célula minimo, 20 células por
hepatopancreas) y la altura de los filamentos branquiales (se midieron 30 branquias por

camaron).
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6.1.6 Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software R versidn 4.2.3. En el caso del
experimento 1, los analisis estadisticos de la zootecnia (peso, TCE, FCA, Tasa de ingestion
promedio (% biomasa)) y las tasas fisiolégicas (TR y TE) se sometieron a la prueba de t-Student
para comparar los promedios de los valores entre los tratamientos REF y T50. Previamente, se
verificd la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro (95 % de confianza) y la
homogeneidad de las varianzas se verificé mediante la prueba F (95 % de confianza). En cuanto a
la comparacién de las tasas fisioldgicas entre cada uno de los retos y del control, tanto para el
tratamiento REF como para el T50, los datos no cumplian con las condiciones para aplicar el
anadlisis de varianza (ANOVA) y fueron sometidos a la prueba de Kruskal-Wallis (95 % de
confianza). En caso de obtener un valor significativo, se aplicé la prueba de Dunn con correccién

de Bonferroni (95 % de confianza).

Los datos de zootecnia del experimento 2 (peso, FCA, tasa de ingestidon promedio (% biomasa) y
TCE) se sometieron a las pruebas de Shapiro y Bartlett para verificar la normalidad y la
homogeneidad de las varianzas de los valores. Se aplic6 un ANOVA de una via: efecto del
tratamiento nutricional para cada tiempo estudiado y en caso de ser significativo, se realizé una
prueba de comparaciones multiple de promedios de Tukey (95 % de confianza). Para los datos de

sobrevivencia, se aplicd una prueba de Kruskal-Wallis (95 % de confianza).

Respecto a los resultados de los andlisis de la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y
GPx) y el contenido de MDA en ambos experimentos, los datos también se sometieron a las
pruebas de Shapiro y Bartlett. Luego se aplicd un ANOVA de dos vias, considerando el primer
factor el tratamiento nutricional (REF, T50; REF, T50, T25) y el segundo factor el efecto del reto
(Control, Hipertermia, Hipoxia; Control, Amonio), asi como el efecto de la interaccién entre ambos
factores. En caso de obtener un valor significativo para el efecto de la interaccién (p < 0.05), se
realizé un andlisis de Tukey (95 % de confianza). Los resultados de los analisis de histologia en el
Experimento 2 también se sometieron a un ANOVA de dos factores, bajo las mismas condiciones

explicadas anteriormente.
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6.2 Experimento 3. Crecimiento compensatorio con dietas suplementadas para mitigacién de
estrés oxidativo

El experimento 3 consistié en la induccién del crecimiento compensatorio mediante una
restriccion alimentaria continua (al 25 % de la racién de control) durante 10 dias, seguida de un
periodo de realimentacion de 30 dias. Durante el bioensayo, los camarones fueron alimentados
con una dieta de referencia o dietas suplementadas con curcuma y/o maca, empezando con 6 %
de la biomasa para el grupo referencia y posteriormente ajustando la racién a saciedad de

acuerdo con el consumo (Fig. 8).

El objetivo principal de este experimento fue analizar el estrés generado por la restriccion
alimenticia y el crecimiento compensatorio en P. vannamei, asi como la influencia de las dietas

suplementadas en el estrés generado por la estrategia alimenticia.
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Figura 8. Diseno experimental del experimento 3 realizado con alimentos suplementados.
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6.2.1 Material biolégico

Postlarvas de P. vannamei (0.026 + 0.009 g) fueron producidas en el laboratorio comercial
Biomarina Reproductiva S. de R.L. de C.V., en Mazatlan, Sinaloa México. Los camarones fueron
enviados por via aérea a las instalaciones del CIBNOR y mantenidos en el Laboratorio Himedo de
Nutricion Acuicola. Los organismos se mantuvieron de la misma manera que se explicod en la
seccién 6.1.1, en condiciones dptimas hasta el inicio del experimento. Durante el periodo de
mantenimiento, los camarones fueron alimentados ad libitum dos veces al dia con un alimento

comercial (Nutrimar®, 35 % de proteinas y 9 % de lipidos).

6.2.2 Formulacion de los alimentos

Los alimentos balanceados utilizados en el experimento fueron elaborados en el Laboratorio
Hdmedo de Nutricion Acuicola del CIBNOR. El alimento utilizado como referencia (REF) en el
experimento 3, fue formulado de acuerdo con las necesidades nutricionales de los camarones,
siguiendo la siguiente formula: 38.5 % de harina de trigo, 28.5 % de pasta de soya, 25 % de harina
de pescado, 3.8 % de lecitina de soja, 2.6 % de aceite de pescado, 1 % de alginato de sodio, 0.5 %
de mezcla de vitaminas y minerales y 0.1 % de cloruro de colina. Adicionalmente, se elaboraron
3 alimentos suplementados: 1) 1.6 % curcuma y 0.4 % pimienta negra (CUR), 2) 2 % maca (MACA)
y 3) 0.8 % de clircuma, un 0.2 % de maca y un 1 % de maca (CUR/MACA). Los 3 alimentos fueron
formulados con la misma composicion base del alimento referencia, sustituyendo harina de trigo
por el ingrediente suplementado. El alimento se elabord siguiendo el mismo procedimiento
explicado previamente en la seccion 6.1.1. La composicion proximal de los alimentos
experimentales se evalud por triplicado utilizando las mismas técnicas analiticas que se detallan

en la seccion 6.1.1 (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicion proximal (%) de los alimentos experimentales del experimento 3.

REF MACA CUR CUR/MACA
Humedad (%) 9.89 8.78 9.03 8.83
Proteina bruta (%) 36.15 34.72 36.06 35.79
Lipidos (%) 8.63 8.82 8.57 8.53
Fibra bruta (%) 0.40 0.53 0.37 0.57
Cenizas (%) 7.30 7.42 7.21 7.42
ENF (%) 47.52 48.51 47.80 47.69

6.2.3 Condiciones experimentales

Un total de 440 juveniles de P. vannamei (0.69 + 0.004 g) fueron distribuidos al azar en 32 tanques
de fibra de vidrio de 70 L en el Laboratorio Himedo de Nutricidn Acuicola del CIBNOR. Los
camarones fueron alimentados con 4 dietas: dieta de referencia (REF), dieta suplementada con
curcuma (CUR), dieta suplementada con maca (MACA) y dieta suplementada con circuma y maca
(CUR/MACA). Para cada dieta, una parte de los organismos fue alimentada de manera continua
durante 40 dias (REF, Maca, Curcuma, Maca/Curcuma), mientras que la otra parte recibié el 25 %
de la racién durante 10 dias antes de ser alimentada ad libitum hasta el final del experimento
(REF 25, Maca 25, Cuircuma 25, Maca/Curcuma 25). Cada uno de los 8 tratamientos estuvo
representado por 4 réplicas de 11 camarones. El seguimiento del crecimiento de los organismos

se realizd por medio de biometrias cada 10 dias.

Para cada tratamiento, se extrajo el hepatopancreas de 8 camarones al final del periodo de
restriccion (dia 11), durante el crecimiento compensatorio (dia 16) y al final del periodo de
realimentacién (dia 41). Durante los muestreos del dia 11 y del dia 16, se extrajo la hemolinfa de
los camarones, utilizando jeringas previamente llenadas con 20 pL de anticoagulante (mezcla de
oxalato de amonio al 1.2 % y oxalato de potasio al 0.8 %). Después de cada muestreo, la hemolinfa
se centrifugd inmediatamente a 3000 x g durante 10 min a 4 °C para recolectar el plasma

(sobrenadante) y se almacend a -40 °C hasta su analisis.
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6.2.4 Parametros zootécnicos y analisis

Los pardmetros zootécnicos, que incluyen la sobrevivencia de los organismos, la tasa de
crecimiento especifico (% dia™?) y el factor de conversion alimenticia, se calcularon siguiendo los

mismos procedimientos descritos en la seccion 6.1.4.

Los hepatopancreas muestreados en los dias 11, 16 y 41 del experimento se utilizaron para
cuantificar las actividades de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, asi como para medir el
contenido de MDA, siguiendo el protocolo previamente descrito en la seccién 6.1.4. Las
hemolinfas recolectadas en los dias 10 y 16, se utilizaron para cuantificar la actividad de las
enzimas fenoloxidasa (FO) y pro-fenoloxidasa (proFO). La FO se midié analizando la formacion de
dopacromo mediante el método de Hernandez-Lopez et al. (1994) en muestras de hemolinfa.
Para ello, se anadieron 200 pL de L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) a la muestra (20 pL). El cambio
en la absorbancia se midié con un espectrofotémetro a 490 nm vy la actividad de la enzima se
definié como el cambio en la absorbancia por minuto por cada mg de proteina. La actividad de la
pro-fenoloxidasa se determind de la misma manera; sin embargo, 24 h antes del analisis, se
afadieron 25 plL de solucidn de tripsina a cada pozo de la microplaca para activar la proFO en el

momento del analisis.

6.2.5 Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R version 4.2.3.

Los datos de zootecnia, de actividades de las enzimas antioxidantes y del contenido de MDA se
sometieron a un analisis de varianza de una via (ANOVA) con el fin de determinar diferencias
significativas entre los tratamientos por cada tiempo. En caso de obtener un valor p significativo
(< 0.05), se realizd una prueba de comparaciones multiple de promedios de Tukey (95 % de
confianza). Previamente, los datos se sometieron a las pruebas de Shapiro y Barlett para verificar

la normalidad y la homocedasticidad de los valores.

Los datos de sobrevivencia y de tasa de ingestién promedio (% de biomasa) no cumplian con las

condiciones necesarias para la aplicacién de un ANOVA, por lo que se sometieron a la prueba de
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Kruskal-Wallis (95 % de confianza), seguida de la prueba de Dunn con correccién de Benjamini-

Hochberg (95 % de confianza).

6.3 Experimento 4. Crecimiento compensatorio en sistema biofloc para mitigar estrés oxidativo

El experimento 4 consistid en la evaluacion de restriccion alimenticia continua y ciclica en un
sistema de biofloc. El objetivo principal fue evaluar si en tales condiciones, la restriccidon
alimenticia y el crecimiento compensatorio resultante causaban estrés oxidativo en los

camarones P. vannamei.

6.3.1 Material biolégico y formulacion del alimento

Los camarones fueron obtenidos y mantenidos en las mismas condiciones que se explican para el
experimento 3 (ver seccion 6.2.1). El alimento utilizado en este experimento fue el mismo que el

alimento de referencia utilizado en el experimento 3 (ver seccién 6.2.2).

Los juveniles P. vannamei (0.44 + 0.04g) fueron expuestos a 4 tratamientos alimenticios: REF, T50,
T25 y T1:2 (Fig. 9). Cada tratamiento fue representado por 3 réplicas de 22 organismos, todos
repartidos al azar. Los camarones de referencia (REF) fueron alimentados de forma continua
durante los 40 dias del experimento. Los camarones de los grupos T50 y T25 recibieron
respectivamente el 50 % y el 25 % de la racidn de los camarones REF durante 10 dias, antes de
ser realimentados ad libitum durante el resto del experimento. Los camarones T1:2 fueron
sometidos a una restriccién alimenticia ciclica, que comprendia 1 dia de ayuno y 2 dias de

realimentacioén (ciclo repetido 4 veces).

REF P ssimento ad fititum
TS50 B 5o cal

alimenta
T25 B =5 cel alimento
11:2 NN 0% del alimento

Dia 10 Dia16 Dia 40

Figura 9. Disefio experimental del experimento 4 realizado en P. vannamei en sistema biofloc.
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Para preparar el sistema de biofloc, se sembré una dosis inicial de probidticos (Hatchery Prime,
Keeton Industries) (2g) y melaza (100 g) en un tanque de 800 L de agua y se dejé madurar durante
quince dias, transfiriendo diariamente agua residual de un tanque de camardn. Al inicio del
experimento, se incluyeron 20 L del preparado de biofloc en los tanques de 80 L que contenian
los camarones (Fig. 10). Durante los 40 dias del experimento, se afiadié diariamente probidtico
(0.2 g por tanque de 80 L) y melaza (~3 g). No se realizé recambio de agua, sin embargo, se
compenso la evaporacion cada 2 dias. Se emplearon conos Imhoff para medir la cantidad de
sélidos en sedimentacién, tomando 1 L de agua de los tanques de cada tratamiento cada 3 dias y
colocandola en un cono durante 1 h. El pH, la concentracién en amonio, en nitrato y en nitrito fue

medida a diario usando tiras reactivas para agua marina (Acua Biomar®).

Los organismos se contaron y pesaron cada 10 dias del experimento. Se sacrificaron 10 camarones
por tratamiento al final del periodo de restriccién (dia 11), durante el crecimiento compensatorio
(dia 14) y al final del periodo de realimentacién (dia 41). Se tomaron muestras del
hepatopancreas. Durante el muestreo del dia 14, también se tomaron muestras del intestino, que

se colocaron en etanol (90 %). Las muestras se almacenaron a -40 °C hasta su analisis.

6.3.2 Parametros zootécnicos y analisis
6.3.2.1 Parametros zootécnicos

Los pardmetros zootécnicos, que incluyen la sobrevivencia de los organismos, la tasa de
crecimiento especifico (% dia) y el factor de conversion alimenticia, se calcularon siguiendo los

mismos procedimientos descritos en la seccion 6.1.4.

6.3.2.2 Anadlisis bioquimicos

Los hepatopdancreas extraidos en los dias 11, 14 y 41 del experimento se utilizaron para cuantificar
las actividades de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, asi como para medir el contenido de MDA,
siguiendo el protocolo previamente descrito en la seccién 6.1.4. También se usaron las muestras
de hepatopancreas para medir las actividades de las enzimas digestivas. Las muestras de

intestinos se usaron para evaluar las comunidades bacterianas de los camarones.
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Antes de los analisis bioquimicos, las muestras se homogeneizaron en un buffer de fosfato de
potasio con el homogeneizador de alta velocidad Fastprep-24. Las muestras fueron centrifugadas
cuatro veces a 3000 x g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante se conservo (Parrilla-Taylor y
Zenteno-Savin, 2011). La medicién de las actividades de las enzimas antioxidantes y digestivas se

realizé en los extractos de hepatopancreas.

Las actividades de la Tripsina (T) y la Quimotripsina (QT) se llevaron a cabo siguiendo el método
descrito por Garcia-Carreiio et al. (1994). Para determinar la actividad de la T, se utilizo el sustrato
benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida (BAPNA), mientras que para la QT se empled el sustrato Succinil-
(Ala)2-PRO-Phe-p-nitroanilida (SAPNA). Las muestras se diluyeron en una proporcién de 1:50. Las
reacciones se midieron a 414 nm (usando un equipo Varioskan Flash) cada 30 s durante 30 min.
Cada muestra se analizd por triplicado, junto con tres blancos de prueba. Las unidades de
actividad enzimatica se definieron como la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 umol

de sustrato.

La actividad de la Lipasa (LP) se determind siguiendo el método descrito por Nolasco-Soria et al.
(2018). Se utilizé el B-naftil caprilato como sustrato y el andlisis se realizé a pH 7.5 con un tiempo
de incubacion de 10 min. Los resultados se leyeron a 540 nm utilizando el equipo Varioskan Flash.
Cada muestra se analizé en triplicado, junto con tres blancos de prueba. Una unidad de LP se

definié como la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 umol de sustrato por min.

Para la medicién de la actividad de la Amilasa (AM), se siguié el método descrito por Vega-
Villasante et al. (1993), basado en la hidrélisis del almidon. El analisis se realizéd a pH 7.5 y se aplicé
un tiempo de incubacién de 5 min a 37 °C. Las lecturas se tomaron en un equipo Varioskan Flash
a una longitud de onda de 580 nm. Una unidad de AM se definid como la cantidad de enzima

necesaria para liberar 1 umol de glucosa por min.

El contenido de proteinas se determiné mediante el método de Bradford (1976) para normalizar
las actividades de las enzimas digestivas, expresadas todas en unidades por miligramo de proteina

(U-mg! proteina).
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Figura 10. Tanques redondos de 80 L utilizados durante el experimento 4.

6.3.2.3 Determinacion de las comunidades microbianas en el intestino de P. vannamei

Al dia 14 del bioensayo, se tomaron aleatoriamente muestras de tejido intestinal de 6 camarones
de cada tratamiento. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf 1.5 mL (SSIbio®) con etanol
al 90 % y se mantuvieron en congelacion (-40 °C) hasta su andlisis. Para la extraccion del ADN
bacteriano de intestino de P. vannamei, se utilizé el Kit DNeasy? UltraClean® Microbial de QIAGEN,
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN resultante de las muestras fue analizado en el
espectrofotémetro Nanodrop ™ 2000 (Thermo Scientific™) para observar la pureza. Ademas, se
utilizé el flourometro Qubit para la cuantificacion de ADN y gel de agarosa (1 %) para analizar la

integridad.

Se realizd la amplificacion PCR de la regidn hipervariable V3 del gen procariota 16S ARNr
utilizando los primers S-D-Bact-0341-b-S-17 (5'-CCT-ACG-GGN-GGC-WGC-A-G-3’) y S-D-Bact-
0785-a-A-21 (5'-GAC-TAC-HVG-GGT-ATC-TAA-TCC-3') (Klindworth et al., 2013; Fadeev et al.,
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2021). Se utilizé el kit MiSeq Reagent V3 600 ciclos para la preparacion de las librerias. El PCR se
realizé con una desnaturalizacidn inicial a 95 °C (5 min), seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién
de 30 s a 95 °C, un apareamiento a 55 °C (30 s) y una elongacién a 72 °C (1 min), seguido de una
etapa final de extension a 72 °C (5 min). Los amplicones finales fueron secuenciados en el equipo

llumina MiSeq 500 del Laboratorio de Genética y Bioinformatica del CIBNOR.

Las lecturas resultantes FASTQ de la secuenciacion fueron limpiadas con el programa FastQC y
posteriormente alineadas utilizando la base de datos bacterianas SILVA en el software MOTHUR
v1.48.0 (Schloss, 2009). Las secuencias quiméricas producidas en la PCR fueron eliminadas
mediante el algoritmo V-SEARCH y posteriormente a cada muestra se le dio una asignacién
taxondmica (a nivel phylum y género) con la base de datos RDP y por ultimo se formaron las
unidades taxondmicas operacionales (OTUs). Para determinar la abundancia relativa de las
comunidades bacterianas se analizaron las tablas de OTUs en el programa R. De igual manera, se
determiné la diversidad o de los tratamientos y se realizd el analisis de varianza molecular

(AMOVA) en el software R.

6.3.3 Analisis estadisticos

Con el objetivo de identificar posibles diferencias significativas entre los tratamientos en cada
punto temporal, se llevd a cabo un analisis de varianza de una via (ANOVA) para evaluar los datos
de zootecnia, asi como las actividades de las enzimas digestivas (T, QT, LP, AM), las enzimas
antioxidantes (SOD y CAT) y el contenido de MDA. En el caso de obtener un valor p significativo
(< 0.05), se realizaron pruebas de comparaciones multiples de promedios de Tukey con un nivel
de confianza del 95 %. Previamente, se realizaron pruebas de Shapiro y Barlett para verificar la

normalidad y homocedasticidad de los datos.

Debido a que los datos de sobrevivencia y de la actividad de la enzima digestiva lipasa no cumplian
con las condiciones necesarias para la aplicacién de una ANOVA, se sometieron a la prueba de
Kruskal-Wallis (95 % de confianza), en caso de corresponder se siguié con la prueba de Dunn con
correccién de Benjamini-Hochberg (95 % de confianza). Todos los analisis estadisticos se llevaron

a cabo utilizando el software R version 4.2.3.
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7. RESULTADOS

7.1 Experimento 1: Crecimiento compensatorio y la susceptibilidad a la hipertermia e hipoxia
7.1.1 Parametros zootécnicos

La temperatura y la concentracidn en oxigeno disuelto (mg-L'!) medidas diariamente durante el
experimento no difirieron significativamente entre los tratamientos (p > 0.05). Los acuarios tenian
una temperatura media de 27.8 £ 0.1 °C y una concentracién de oxigeno disuelto de 5.4 + 0.4

mg-L2.

La sobrevivencia de los camarones en los tratamientos REF y T50 durante los 10 primeros dias del
bioensayo (periodo de restricciéon alimenticia) fue del 100 %. Durante el periodo de

realimentacidn, la tasa de sobrevivencia fue de 100 % en los camarones REF y de 98 % en T50.

La Tabla 2 indica los valores de los parametros zootécnicos: peso humedo (g), ganancia en peso
(g), factor de conversién alimenticia (FCA) e ingestidon de alimento (% biomasa) durante el
experimento 1. A los dias 10, 20 y 50 del experimento, los organismos del tratamiento T50
presentaron un peso promedio significativamente inferior al peso de los organismos de REF (p <
0.05). La ganancia en peso de los camarones del tratamiento T50 fue significativamente mayor a
los camarones de REF durante los 10 primeros dias de realimentacion (p < 0.05). El factor de
conversion alimenticia (FCA) no mostro diferencias significativas entre los tratamientos durante
los 10 primeros dias (p > 0.05), pero fue significativamente mas bajo en los camarones T50
durante el resto del bioensayo (p < 0.05). La ingestién de alimento fue significativamente menor
en los camarones sometidos a la restricciéon alimenticia durante el primer periodo del
experimento (1-10 dias) (p < 0.05). Sin embargo, la ingestién de alimento de los camarones T50
fue significativamente mayor a la de los camarones REF durante los 10 primeros dias de
realimentacioén (p < 0.05). La tasa de crecimiento especifico (TCE) de los organismos expuestos al
tratamiento T50 fue significativamente menor que el tratamiento REF durante el periodo 1 (p <
0.05) (Fig. 11). En contraste, durante la realimentacidn, los organismos del tratamiento T50

mostraron una TCE significativamente mayor a la de los organismos de referencia (p < 0.05).



49

Tabla 2. Peso, Ganancia de peso (GP), tasa de crecimiento especifico (TCE), factor de conversion
alimenticia (FCA) y tasa de ingestién promedio (% biomasa) de los camarones P. vannamei
expuestos a los tratamientos REF y T50 durante el experimento 1.

Dias REF T50 t-Student
Inicial 1.24 +0.02 1.25 +0.06 ns
Peso (g) 10 2.14+0.03 1.75+0.04 falake
20 2.95+0.03 2.78 £0.06 *x
50 5.72 +£0.03 5.58 £ 0.05 *x
1-10 0.90 £0.02 0.51+0.06 falakad
11-20 0.83 £ 0.06 1.02 +0.06 kel
GP (g) 21-50 2.77 £0.04 2.80+0.04 ns
1-50 4.48 +0.05 4.33+0.11 ns
1-10 1.21+0.02 1.08 £0.12 ns
11-20 1.64 +0.07 1.35+0.08 **
FCA 21-50 1.56 +0.02 1.50+0.03 *
1-50 1.51+0.02 1.41+£0.02 okl
Tasa de 1-10 7.74 £0.07 3.98+0.15 falekal
ingestion 11-20 6.75+0.13 8.06+0.17 falekal
promedio 21-50 4.87+£0.12 5.04 +£0.12 ns
(%biomasa) 1-50 5.96 £ 0.06 546 +0.11 ookl

Los valores representan el promedio de réplicas + desviacidn estandar (n=50). (*) valor de p < 0.05, (**) valor de p <
0.01, (***) valor de p < 0.001 entre los tratamientos REF y T50 al periodo de tiempo indicado segun la prueba de t-

Student.
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Figura 11. Tasa de crecimiento especifico (TCE) (% dia) en organismos de P. vannamei expuestos
a diferentes condiciones restrictivas de alimentacidon durante el experimento 1. Las barras
representan el promedio de las réplicas + la desviacién estandar. (*) valor de p < 0.05, (**) valor
de p < 0.01, (***) valor de p < 0.001 entre los tratamientos REF y T50 al periodo de tiempo
indicado segun la prueba de t-Student.

7.1.2 Tasas fisioldgicas

La tasa respiratoria (TR) y la tasa de excrecidon de amonio (TE) de los camarones durante los retos
abidticos y el control en condicién post-prandial (8 h después del inicio del reto) se presentan en
la Tabla 3 y en condicién de reposo (10 h después del inicio del reto) en la Tabla 4. En condiciones
de control, el grupo T50 mostré una tasa respiratoria significativamente mayor que los camarones
de REF (p < 0.05) y una TE significativamente mayor después de 8 hy 10 h del reto (p < 0.05). A lo
largo de la exposicidn a la hipertermia, las tasas fisioldgicas no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos nutricionales (p > 0.05). Después de 8 h de hipoxia, los camarones
previamente restringidos mostraron una TR y una TE significativamente mayores que los
camarones alimentados normalmente (p < 0.05). En condiciones de reoxigenacién, la TR también

fue significativamente mayor en los camarones del grupo T50 que en el grupo REF (p < 0.05).

Los camarones de REF exhibieron una TR y una TE significativamente mayores después de 8 h

(condicién post-prandial) del reto de hipertermia que en condiciones de control (p < 0.05) (Tabla
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3). Durante las 8 h del reto de hipoxia, la TR de los camarones REF fue significativamente menor
que en condiciones de control (p < 0.05). Del mismo modo, en los camarones T50, la TR fue
significativamente mayor después de 8 h de exposicion a 34 °C y significativamente menor
después de 8 h de exposicion a la hipoxia en comparacién con las condiciones de control (p <

0.05).

Tabla 3. Tasarespiratoria (TR) y tasa de excrecién de amonio (TE) de P. vannamei bajo tratamiento
nutricional de referencia (REF) o en crecimiento compensatorio (T50) después de 8 horas de
exposicién a los retos (condicién post-prandial): hipertermia (34 °C), hipoxia (1.5 mgOa-L™1) y
normoxia (5 mg0,-L™1) y control (28 °Cy > 4 mgO,-L™).

Condicién REF T50 t-Student

Control 2.24+0.44° 3.05%0.55° *
Tasa  respiratoria Hipertermia 33940 81A 38640 55A ns
(mgo2g ) o g e T

Hipoxia / normoxia 0.73+0.42 1.09 +0.44 *
Tasa de excrecign Control 0.062+0.018°  0.107+0.034" **
de amonio (mgNH4 Hipertermia 0.159 + 0_06A 0.166 + 0_07A ns
g-h) Hipoxia / normoxia 0.051 +0.02° 0.100 +0.04" *

Los valores representan el promedio de réplicas * desviacion estandar (n=10). Diferentes letras indican una diferencia
significativa (p < 0.05) entre los retos dentro del mismo tratamiento nutricional segun la prueba de Kruskal-Wallis y
Dunn. (*) valor de p<0.05, (**) valor de p<0.01, (***) valor de p<0.001 entre los tratamientos REF y T50 al periodo
de tiempo indicado segun la prueba de t-Student.

Después de 10 h de reto (condicién de reposo), la TR y la TE de los camarones expuestos a
hipertermia fueron mayores que los del grupo REF en condiciones de control (p < 0.05) (Tabla 4).
Por otra parte, en los camarones del grupo T50 la TR fue mas alta bajo hipertermia y en la
reoxigenacion que en condiciones de control (p < 0.05). En la TE, no se presentaron diferencias

significativas bajo ningun tratamiento (p > 0.05).
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Tabla 4. Tasa respiratoria (TR) y tasa de excrecién de amonio (TE) de P. vannamei bajo tratamiento
nutricional de referencia (REF) o en crecimiento compensatorio (T50) después de 10 horas de
exposicion a los retos (condicion de reposo): hipertermia (34 °C), hipoxia (1.5 mgO2-L™!) y
normoxia (5 mg02-L™1) y control (28 °Cy > 4 mgO,-L™).

Condicion REF T50 t-Student
B B *
) . Control 1.40 +0.62 2.16 +0.54

Tasa respiratoria | . . A A
1 Hipertermia 3.27+0.53 3.21+0.60 ns

(mg02 g h™) o . 5 A
Hipoxia / normoxia 2.12+0.66 3.14+0.66 i
Tasa de excrecién Control 0.038+0.02° 0.079 £ 0.03" *x
de amonio (mgNH4 Hipertermia 0.119 +0.04" 0.118 +0.05" ns
g-h?) Hipoxia / normoxia 0.091+0.05" 0.116 £ 0.03" *

Los valores representan el promedio de réplicas + desviacion estandar (n=10). Diferentes letras mayusculas una
diferencia significativa (p < 0.05) entre los retos dentro del mismo tratamiento nutricional segun la prueba de Kruskal-
Wallis y Dunn. (*) valor de p<0.05, (**) valor de p<0.01, (***) valor de p<0.001 entre los tratamientos REF y T50 al
periodo de tiempo indicado segun la prueba de t-Student.

Los camarones en la condicion de control y el reto de hipertermia consumieron el alimento,
independientemente del tratamiento nutricional. En contraste, durante el reto de hipoxia, el

alimento ofrecido no se consumid hasta que se restablecio la oxigenacién a normoxia.

7.1.3 Enzimas antioxidantes y peroxidacion de lipidos

La actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx no se vieron afectadas significativamente por
los tratamientos nutricionales (REF y T50), ni por los retos abidticos (hipertermia e
hipoxia/reoxigenacion), ni por la interaccién de ambos (p > 0.05) (Tabla 5). La actividad de la CAT
no se afectd significativamente por el efecto del tratamiento nutricional (p > 0.05) (Fig. 12). Sin
embargo, se observé un valor de p significativo (p < 0.05) en el efecto de los retos abidticos y en
la interaccidn de los retos abidticos y del tratamiento nutricional en la actividad de la CAT. En
condiciones de control, los camarones T50 mostraron una actividad de la CAT significativamente
mayor a los camarones de referencia. La actividad de la CAT aumento significativamente después

de 12 h de exposicién a la hipertermia en los organismos de referencia.
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Tabla 5. Actividad de la SOD y de la Gpx en el hepatopancreas de P. vannamei bajo tratamiento
nutricional de referencia (REF) o en crecimiento compensatorio (T50) después de los retos
abidticos: hipertermia (34 °C), hipoxia (1.5 mg02-L™) y normoxia (5 mgO2-L™!) y control (28 °Cy >
4 mgOy-L™Y).

Tratamientos Condicion SoD Gpx
Control 2.40+0.47 5.83+1.05
REF Hipertermia 219041 5.19+1.17
Hipoxia 2.40+0.18 5.57+0.35
Control 2.45+0.49 592+1.11
T50 Hipertermia 2.13+£0.13 453+0.34
Hipoxia 2.52+0.16 3.72+£0.70
Nutricional 0.731 0.0697
Valor de p Reto 0.275 0.0637
Nutricional x Reto 0.882 0.1881

Los valores representan el promedio de réplicas * desviacidn estandar (n=4). La mencidn ns indica que la diferencia
no fue significativa (p > 0.05) segiin la ANOVA a dos vias.
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Figura 12. Actividad de la CAT en el hepatopdncreas de P. vannamei bajo tratamiento nutricional
de referencia (REF) o en crecimiento compensatorio (T50) después de los retos abidticos:
hipertermia (34 °C), hipoxia (1.5 mg02-L™%) y normoxia (5 mg0O2-L™1) y control (28 °Cy >4 mg0,-L™2).
Cada barra representa el promedio de las réplicas + la desviacién estandar (n=4). Las diferentes
letras indican una diferencia significativa entre los promedios bajo el efecto de la interaccion de
los factores Nutricional x Reto y han sido determinadas mediante una ANOVA a dos vias seguida
de la prueba de Tukey (p < 0.05).

El contenido de MDA en el hepatopancreas de los camarones se vio significativamente afectado
por el tratamiento nutricional, el reto abidtico y la interaccién de ambos factores, como se ilustra
en la Fig. 13. Bajo condiciones de control, los camarones previamente restringidos presentaron
un contenido de MDA significativamente mayor que los camarones alimentados normalmente (p
< 0.05). La exposicion a la hipertermia causé un aumento significativo en el contenido de MDA,
independientemente del tratamiento nutricional, en comparacion con el grupo de referencia en
condiciones de control (p < 0.05). En cambio, la exposicidon a la hipoxia y la reoxigenacioén a
normoxia no resulté en diferencias significativas en el contenido de MDA (p > 0.05). Se observo
que la utilizaciéon de las cdmaras metabdlicas no tuvo impacto en el contenido de MDA en el

hepatopancreas de los camarones. En condicidn control y alimentacién continua (REF) dentro de
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las cdmaras metabdlicas, se midié un contenido de MDA de 32.63 + 2.72 (Fig. 13), mientras que,

en la condicidn control el contenido de MDA de los camarones de referencia fue de 30.82 + 2.22

(Fig. 16).
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Figura 13. Contenido de MDA en el hepatopancreas de P. vannamei bajo tratamiento nutricional
de referencia (REF) o en crecimiento compensatorio (T50) después de los retos abidticos:
hipertermia (34 °C), hipoxia (1.5 mg02-L™%) y normoxia (5 mgO2-L™1) y control (28 °Cy > 4 mgO0,-L™2).
Cada barra representa el promedio de las réplicas + la desviacién estandar (n=4). Las diferentes
letras indican una diferencia significativa entre los promedios bajo el efecto de la interaccién de
los factores Nutricional x Reto y han sido determinadas mediante una ANOVA a dos vias seguida
de la prueba de Tukey (p < 0.05).

7.2 Experimento 2: Crecimiento compensatorio y la susceptibilidad a la alta concentracion en
amonio

7.2.1 Parametros zootécnicos

A lo largo del experimento se observé una temperatura media de 28 + 0.2 °C y una concentracién
en oxigeno disuelto de 5.02 + 0.26 mg-L*! entre los tratamientos (p > 0.05). Durante los periodos
de restriccion alimenticia y de realimentacién, la sobrevivencia de los organismos de los

tratamientos REF, T50 y T25 no fue significativamente afectada (Tabla 6). Durante el reto de
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amonio, el pH se elevd a un promedio de 8.2 + 0.3, con un TAN de 20 mg-L%, correspondiendo a

un contenido de 1.99 ppm de NHs* (Francis-Floyd et al., 2022).

Tabla 6. Sobrevivencia de los camarones P. vannamei mantenidos con una alimentaciéon ad
libitum considerados como la referencia (REF) y expuestos a restriccion alimenticia con el 50%
(T50) y 25% (T25) de la porcion de REF durante el experimento 2.

Periodo restriccion (dia 1- Periodo realimentacion (dia 11-

dia 10) dia 50)
REF 98.6 %2 86.1%°2
T50 95.8 % @ 86.1% @
T25 100 %° 88.9% ?

Las mismas letras indican que las diferencias no fueron significativas entre los tratamientos (p > 0.05) segun la prueba
de Kruskal-Wallis.

Al final del periodo de restriccidn, es decir, al dia 10, los camarones de los tratamientos T50 y T25
mostraron un peso significativamente inferior al peso de los organismos de referencia (Tabla 7).
Después de 40 dias de realimentacién, se observé que los camarones T50 alcanzaron crecimiento
compensatorio completo al presentar un peso sin diferencias no significativas respecto a los

camarones REF; mientras que los camarones T25 no lograron alcanzar un peso similar.

Los camarones del tratamiento T25 presentaron un factor de conversion alimenticia (FCA)
significativamente mayor que el tratamiento REF durante el periodo de restriccidn alimenticia
(Tabla 7). No se observaron diferencias significativas en los valores de FCA entre los tres
tratamientos a lo largo de los 40 dias de realimentacién (Tabla 7). Las tasas de ingestién promedio
(% biomasa) de los camarones de los tratamientos T50 y T25 fueron significativamente inferiores
a las de los camarones de referencia durante el periodo de restriccién alimenticia (Tabla 7). El
grupo T25 presentd una tasa de ingestion promedio significativamente mayor que los grupos REF
y T50 durante los primeros 10 dias de realimentacion. También se observaron valores
significativamente mas altos (p < 0.05) en el grupo T50 en comparacion con el grupo REF. Entre
los dias 21 y 50 del bioensayo, no hubo diferencias significativas en la tasa de ingestion promedio
entre los tratamientos (p > 0.05). El porcentaje de ahorro de alimento sobre el periodo total del
bioensayo fue de 12.08 + 0.73 % y de 22.43 + 0.29 % respectivamente en los tratamientos T50 y
T25.



57

Tabla 7. Peso, factor de conversién alimenticia (FCA) y tasa de ingestion promedio (% biomasa)
los camarones P. vannamei mantenidos con una alimentacion ad libitum considerados como la
referencia (REF) y expuestos a restriccion alimenticia con el 50% (T50) y 25% (T25) de la porcién
de REF durante el experimento 2.

Dia REF T50 T25

Inicial  2.08+0.03 2.08+004  2.07+0.04"
a b c

Peso (g) 10 3.04 +0.05 2.61+0.02 2.24 +0.04
a ab b

50 7.57 +0.12 7.14 +0.28 6.65 + 0.34

b b a
1-10 1.33+0.11 1.21 £ 0.08 1.86 +0.10
FCA

11-50  1.83+0.01  1.74+0.13  1.62+011"

0 . 7 a b C
Tasa de ingestion  1-10 6.12+0.10 3.06 +0.05 1.54 +0.03
promedio (%biomasa) 11-20 5.08+0.06 6.16+0.04 6.74+0.14

21-50 4534008  4.48+0.12 4524021

Los
valores representan el promedio de las réplicas + desviacién estandar. Las diferentes letras indican una diferencia
significativa entre los tratamientos por el periodo de tiempo indicado segin una ANOVA a una via y una prueba de
Tukey (p < 0.05).

La TCE de los camarones T50 y T25 fue significativamente menor que la TCE de los organismos
REF durante el periodo de restriccion alimenticia (Fig. 14). Durante los primeros 10 dias de
realimentacién (dia 11-20), la TCE resultdé significativamente mayor en los camarones
previamente restringidos que en los camarones de referencia (Fig. 14) indicando crecimiento
compensatorio. Entre los dias 21 y 40, no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Entre los dias 41 y 50, los camarones del tratamiento T25 exhibieron una TCE

significativamente mas alta que los camarones de referencia.
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Figura 14. Tasa de crecimiento especifico (% dia) los camarones P. vannamei mantenidos con una
alimentacion ad libitum considerados como la referencia (REF) y expuestos a restriccion
alimenticia con el 50% (T50) y 25% (T25) de la porcién de REF durante el experimento 2. Cada
barra representa el promedio de las réplicas * la desviacion estandar. Las diferentes letras indican
una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo bajo una ANOVA de una viay
una prueba de Tukey (p < 0.05).

7.2.2 Enzimas antioxidantes y peroxidacion de lipidos

La actividad de la SOD en hepatopancreas de juveniles de P. vannamei fue alterada por la
interaccion entre el tratamiento nutricional (T25) y la exposicién al amonio (p < 0.05) (Fig. 15).
Mientras que la actividad de la CAT fue afectada por el tratamiento nutricional (T50y T25) y la

exposicién al reto y por la interaccién de ambos (p < 0.05) (Fig. 15).

En condiciones control de crecimiento compensatorio sin estrés abiodtico, los camarones del grupo
T25 mostraron una actividad de la SOD significativamente menor a la de los camarones de los
grupos REF y T50 (p < 0.05) (Fig. 15). Por el contrario, en las mismas condiciones, los camarones
de los tratamientos T50 y T25 mostraron una actividad de la CAT significativamente mayor a los
camarones de REF (p < 0.05) (Fig. 15). La actividad de la enzima antioxidante Gpx no fue

significativamente afectada por factores nutricionales o de estrés abidtico (p > 0.05) (Tabla 8).
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Figura 15. Actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) (A) y de la catalasa (CAT) (B) en el
hepatopancreas de organismos P. vannamei expuestos a diferentes condiciones restrictivas de
alimentacion en condicion control y bajo un reto de alta concentracién en amonio (20 mg-L?) al
dia 16 del experimento 2. Cada barra representa el promedio de las réplicas + la desviacion
estandar (n=4). Las diferentes letras indican una diferencia significativa entre los tratamientos
bajo el efecto de la interaccién Tratamiento x Reto y han sido determinadas mediante una ANOVA
a dos vias seguida de la prueba de Tukey (p < 0.05).
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Tabla 8. Actividad del glutation peroxidasa (Gpx) en el hepatopancreas de organismos P.
vannamei expuestos a diferentes condiciones restrictivas de alimentacion en condicién control y
bajo un reto de alta concentracién en amonio (20 mg-L?) al dia 16 del experimento 2.

Control Amonio Valor de p

Tratamiento

REF T50 T25 REF T50 T25 Tratamiento Reto
X reto

9.33 ¢ 6.58 + 545+ 6.26 + 533+ 3.73 ¢

2.19 0.77 1.31 1.90 1.51 1.24 0.0128 0.0177 0.5928

Los valores representan el promedio de las réplicas + desviacién estandar (n=4). Los valores de p han sido
determinadas mediante una ANOVA a dos vias.

El contenido de MDA en el hepatopdncreas de los camarones fue significativamente afectado por
el factor del tratamiento nutricional y la interaccidn de los factores tratamiento nutricional y de
reto con amonio (p < 0.05) (Fig. 16). En condiciones de control, los camarones previamente
expuestos a restricciones alimenticias (T50 y T25) mostraron un contenido de MDA

significativamente mayor al de los camarones alimentados en continuo (REF) (p < 0.05).

Después de 12 h de exposicidn a una concentracion elevada de amonio, la actividad de la SOD no
mostré diferencias significativas entre los 3 tratamientos nutricionales, ni diferencias
significativas respecto a la actividad de los camarones de REF en condiciones de control (p > 0.05)
(Fig. 15). En contraste, la actividad de la CAT y el contenido de MDA aparecen significativamente
mayores en condiciones de alta concentracién de amonio en los 3 tratamientos nutricionales, en

comparacion con los camarones de referencia en condiciones de control (p < 0.05) (Figs 15y 16).
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Figura 16. Contenido de malondialdehido (MDA) en el hepatopdancreas en el hepatopancreas de
organismos P. vannamei expuestos a diferentes condiciones restrictivas de alimentacién en
condicidn control y bajo un reto de alta concentracién en amonio (20 mg-L!) al dia 16 del
experimento 2. Cada barra representa el promedio de las réplicas * la desviacion estandar (n=4).
Las diferentes letras indican una diferencia significativa entre los tratamientos bajo el efecto de
la interacciéon Tratamiento x Reto y han sido determinadas mediante una ANOVA a dos vias

seguida de la prueba de Tukey (p < 0.05).

7.2.3 Analisis histoldgicos

La observacion de los cortes histoldgicos resaltd una disminucion en el ancho de las ldminas
branquiales de los camarones del tratamiento T25 en condiciones de control en comparacion con
los camarones REF en condiciones de control (Fig. 17). Esta reduccién en el espesor de las
branquias o atrofia, también se observd en todos los tratamientos nutricionales después de la
exposicidon al reto de alta concentracion de amonio (Fig. 17). Las medidas de la altura de los
filamentos branquiales confirmaron que en los tratamientos T25 en condiciones de control y REF,
T50y T25 en condiciones de amonio, las branquias eran significativamente mas delgadas que las

de los camarones de referencia en condiciones de control (p < 0.05) (Fig. 18). Por otro lado, no se
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observaron diferencias significativas en cuanto a la altura de las células hepatopancreaticas y la
superficie muscular entre los tratamientos nutricionales ni entre las condiciones de control y

amonio (ver anexo 1).
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Figura 17. Grafica de la altura de los filamentos branquiales de organismos P. vannamei expuestos
a diferentes condiciones restrictivas de alimentacién en condicién control y bajo un reto de alta
concentracién en amonio (20 mg-L!) al dia 16 del experimento 2. Cada barra representa el
promedio de las réplicas + la desviacion estandar (n=5). Las diferentes letras indican una
diferencia significativa entre los tratamientos bajo el efecto de la interaccién Tratamiento x Reto
y han sido determinadas mediante una ANOVA a dos vias seguida de la prueba de Tukey (p <
0.05).
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Figura 18. Microfotografias de las branquias de organismos P. vannamei expuestos a diferentes
condiciones restrictivas de alimentacidon en condicion control (A) y bajo un reto de alta
concentracion en amonio (20 mg-L?) (B) al dia 16 del experimento 2. Los tejidos se tifieron con
Hx/Eos y se utilizd un objetivo de 400x. Se puede observar una atrofia de los filamentos
branquiales de los camarones del tratamiento T25 en condicién control. En condiciéon de amonio,

la atrofia de los filamentos branquiales se observd en los camarones de los 3 tratamientos
nutricionales.
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7.3 Experimento 3: Evaluacion del estrés oxidativo durante el crecimiento compensatorio en el
camaron P. vannamei alimentado con dietas suplementadas

7.3.1 Parametros zootécnicos

A lo largo del experimento se observé una temperatura media de 28.1 + 0.3 °C y una
concentracidn en oxigeno disuelto de 4.89 + 0.18 mg-L. No se observaron cambios significativos
de temperatura o de concentracién en oxigeno disuelto entre los tratamientos (p > 0.05). Durante
los periodos de restriccién alimenticia y de realimentacion, la sobrevivencia de los organismos de

los diferentes tratamientos nutricionales no fue significativamente afectada (Tabla 9).

Tabla 9. Sobrevivencia de los camarones P. vannamei expuestos a dieta de referencia y dietas
suplementadas asi que alimentados ad libitum (REF, MACA, CUR, CUR/MACA) y expuestos a
restriccion alimenticia con el 25% de la porcion de REF (REF 25, MACA 25, CUR 25, CUR/MACA
25), al final del periodo de restriccién (dia 11) y al final del periodo de realimentacion (dia 41) del
experimento 3.

Tratamientos Sobrevivencia final Sobrevivencia final

restriccion (%) realimentacion (%)
| REF | 100 %? | 86.90 %° |

REF 25 100 %? 95.93 %?

MACA 100 %? 91.67 %°

MACA 25 100 %? 95.83 %°

CUR 100 %? 95.83 %°

CUR 25 100 %? 91.07 %°

CUR/MACA 97 %° 82.14 %°

CUR/MACA 25 100 %? 95.83 %°

Las mismas letras indican que las diferencias no fueron significativas entre los tratamientos segun la prueba de
Kruskal-Wallis y de Dunn (p > 0.05).

Al dia 11 del experimento, todos los camarones que recibieron restriccion alimenticia durante 10
dias (REF 25, MACA 25, CUR 25, CUR/MACA 25) mostraron un peso humedo significativamente
inferior a los camarones de los tratamientos de alimento continuo (REF, MACA, CUR, CUR/MACA)

(p < 0.05) (Tabla 10). Al final del periodo de realimentacién (dia 41), los pesos hiumedos de los
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camarones previamente restringidos no alcanzaron los pesos de los camarones alimentados de

manera continua (p < 0.05).

Tabla 10. Peso humedo (g) de los camarones P. vannamei expuestos a diferentes dietas y a una
alimentacion ad libitum o a restriccidon alimenticia, al dia inicial (dia 1), al final del periodo de
restriccion (dia 11) y al final del periodo de realimentacion (dia 41) del experimento 3.

Tratamientos Dia1l Dia 11 Dia 41

REF 0.69 +0.002 @ 1.41 £0.06° 4.20+0.13°
REF 25 0.69 £ 0.004 0.91+0.05° 3.51+0.32°
MACA 0.69 +£0.004° 1.39+0.072 4.18 +0.08 ?
MACA 25 0.69+0.003° 0.91+0.04° 3.64+0.18"
CUR 0.69 +0.004 @ 1.39+0.05° 3.97 £0.052°
CUR 25 0.69 + 0.006 ® 0.93+0.06° 3.47+0.28"°
CUR/MACA 0.69 +0.004° 1.44+0.07° 4.21+0.08°
CUR/MACA 25 0.69 +0.003° 0.91+0.04° 3.49+0.18"

Los valores representan el promedio de las réplicas + desviacion estandar. Las letras diferentes en las columnas
indican una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segiin una ANOVA a una via y una prueba
de Tukey (p < 0.05).

Durante los 10 primeros dias del experimento, los camarones sometidos a la restriccion
alimenticia (25 % de la racion de referencia) mostraron una tasa de crecimiento especifico (% dia)
significativamente inferior a la de los camarones alimentados de manera continua (p < 0.05)
(Tabla 11). En cambio, durante los primeros 10 dias de realimentacion, las TCE de los camarones
de los tratamientos REF 25, MACA 25, CUR 25 y CUR/MACA 25 fueron significativamente superior
a las TCE de los camarones de los tratamientos REF, MACA, CUR y CUR/MACA (p < 0.05). Entre los
dias 21 y 30 de la experiencia, la TCE de los camarones del tratamiento CUR/MACA 25 fue
significativamente mayor que la de los camarones del tratamiento CUR (p < 0.05). Durante los
ultimos 10 dias de realimentacidn, no se observaron diferencias significativas en la TCE entre los

diferentes tratamientos (p > 0.05).
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Tabla 11. Tasa de crecimiento especifico (% dia) de los camarones P. vannamei expuestos a
diferentes dietas y a una alimentacidén ad libitum o a restriccion alimenticia, durante el periodo
de restriccion alimenticia (dia 1-10), y durante el periodo de realimentacion (dia 11-40) del
experimento 3.

Tratamientos Dia 1-10 Dia 11-20 Dia 21-30 Dia 31-40

| REF 7.10+0.44° 4.35+0.30° 3.55+0.30% 3.05+0.62°
REF 25 2.73+0.54" 5.88+0.32° 4.14+0.44° 3.46+0.07°
MACA 6.94+0.47° 4.41+030° 3.55+0.33 3% 3.05+0.22°
MACA 25 2.80+£0.43" 6.31+0.41° 4.26+0.20® 3.25+0.62°
CUR 6.98+0.32° 4.73+0.23° 3.15+0.13" 2.63+0.28°
CUR 25 2.96+0.59° 5.83+0.52° 412 +0.44 3.22+0.23°
CUR/MACA 7.26 £ 0.67° 4.70+0.43° 3.36+0.45% 2.68+£0.50°
CUR/MACA 25 2.70+0.15° 6.29+0.44° 3.92+0.54° 3.25+0.44°

Los valores representan el promedio de las réplicas + desviacion estandar. Las diferentes letras en las columnas
indican diferencias significativas entre los tratamientos por cada tiempo segtiin una ANOVA a una via y una prueba
de Tukey (p < 0.05).

Las tasas de ingestion (% de biomasa) de los camarones de los tratamientos REF, MACA, CUR y
CUR/MACA fueron significativamente mas altos que las de los camarones sometidos a restriccion
alimenticia (p < 0.05) (Fig. 19). En cambio, durante todo el periodo de realimentacién, los
camarones previamente sometidos a restriccion alimenticias (REF 25, MACA 25, CUR 25 y
CUR/MACA 25) mostraron tasas de ingestidn significativamente mas altas que los camarones
alimentados continuamente (p < 0.05). Los factores de conversién alimentaria no mostraron

diferencias significativas entre los tratamientos durante el experimento 3 (p > 0.05) (Tabla 12).

Los porcentajes de ahorro de alimento sobre el periodo total del bioensayo fueron de: 14.93 +
2.55 % para el tratamiento REF 25; 14.61 + 1.91 % para el tratamiento MACA 25; 15.76 £+ 2.34 %
para el tratamiento CUR 25y 17.25 + 1.15 % para el tratamiento CUR/MACA 25. No se observaron

diferencias significativas entre los tratamientos (p >0.05).
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Figura 19. Tasa de ingestidén (% biomasa) de los camarones P. vannamei expuestos a diferentes
dietas y a una alimentacion ad libitum o a restriccién alimenticia, durante el periodo de restricciéon
alimenticia (dia 1-10), y durante el periodo de realimentacion (dia 11-40) del experimento 3. Cada
barra representa el promedio de las réplicas * la desviacion estandar. Las diferentes letras indican
una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo seguin una prueba de Kruskal-
Wallis y Dunn (p < 0.05).

Tabla 12. Factor de conversién alimenticia (FCA) de los camarones P. vannamei expuestos a
diferentes dietas y a una alimentacién ad libitum o a restriccién alimenticia durante el
experimento 3.

Tratamiento Dia 1-40
REF | 1.6+0.22 |
REF 25 1.4+0.32
MACA 1.6+0.2°
MACA 25 1.3+0.3°
CUR 1.8+0.3°
CUR 25 1.3+0.4°
CUR/MACA 1.7+0.32
CUR/MACA 25 1.3+0.4°

Los valores representan el promedio de las réplicas + desviacion estandar. Las diferentes letras indican una diferencia
significativa entre los tratamientos segun una ANOVA a una via y una prueba de Tukey (valor p < 0.05).
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7.3.2 Enzimas antioxidantes y peroxidacion de lipidos

En el dia 11 del experimento, la aplicacion de una alimentacién continua con las diferentes dietas
REF, MACA y CUR no causé diferencias significativas en la actividad de la SOD (p > 0.05) (Fig. 20).
En cambio, la actividad de la SOD de los camarones alimentados continuamente con la dieta
suplementada CUR/MACA fue significativamente menor a la de los de referencia (p < 0.05). Los
camarones que recibieron la restriccion alimenticia con la dieta de referencia (REF 25) mostraron
una actividad SOD similar a los de referencia alimentados continuamente (REF), tanto en el dia
10 como en el 16 (p > 0.05). En cambio, los organismos que fueron sometidos a la restriccidn
alimenticia con una dieta suplementada mostraron una actividad SOD significativamente superior
ala de los alimentados en continuo, independientemente de la dieta (p < 0.05), tanto en el dia 10

como en el 16 (Fig. 20).
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Figura 20. Actividad de la SOD en el hepatopancreas de organismos P. vannamei a diferentes
dietas y a una alimentacion ad libitum o a restriccidén alimenticia, al final del periodo de restricciéon
(dia 11) y durante el crecimiento compensatorio (dia 16) en el experimento 3. Cada barra
representa el promedio de las réplicas + la desviacidn estandar (n=4). Las diferentes letras indican
una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segin una ANOVA a una viay
una prueba de Tukey (p < 0.05).
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Los camarones a los que se les suministrd alimento referencia mostraron una actividad de la CAT
similar, ya sea que se alimentaran de manera continua (REF) o estuvieran sometidos a la
restriccion alimenticia (REF 25), tanto en el dia 11 como en el dia 16 (p > 0.05) (Fig. 21). Por otro
lado, en el dia 11, la actividad de la CAT de los camarones alimentados de manera continua las
dietas CUR y CUR/MACA fue significativamente superior a la actividad de la CAT de los camarones
de REF (p < 0.05). Los camarones sometidos a la restriccién alimenticia y expuestos a alimentos
suplementados mostraron una actividad de la CAT significativamente inferior a la de los
camarones alimentados de manera continua, independientemente del régimen, al dia 11 (p <
0.05). Asimismo, en el dia 16, los organismos que previamente habian experimentado la
restriccion alimenticia y fueron alimentados con una dieta suplementada presentaron una
actividad de la CAT significativamente inferior a los alimentados con el alimento de referencia, ya

sea con o sin restricciones (p < 0.05).
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Figura 21. Actividad de la CAT en el hepatopdancreas de organismos P. vannamei a diferentes
dietas y a una alimentacion ad libitum o a restriccién alimenticia, al final del periodo de restricciéon
(dia 11) y durante el crecimiento compensatorio (dia 16) en el experimento 3. Cada barra
representa el promedio de las réplicas + la desviacidn estandar (n=4). Las diferentes letras indican
una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segin una ANOVA a una viay
una prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 22. Contenido de malondialdehido (MDA) en el hepatopancreas de organismos P.
vannamei a diferentes dietas y a una alimentacién ad libitum o a restricciéon alimenticia, al final
del periodo de restriccidn (dia 11), durante el crecimiento compensatorio (dia 16) y al final del
periodo de realimentacion (dia 41) en el experimento 3. Cada barra representa el promedio de
las réplicas + la desviacidn estandar (n=4). Las diferentes letras indican una diferencia significativa
entre los tratamientos por cada tiempo segin una ANOVA a una via y una prueba de Tukey (p <
0.05).

Al dia 11, los camarones que recibieron 25 % del alimento durante 10 dias, independientemente
del tipo de alimento, mostraron un contenido de MDA significativamente inferior al de los
camarones alimentados de manera continua, independientemente de la dieta (p < 0.05) (Fig. 22).
Durante el periodo de realimentacion (dia 16), los camarones previamente restringidos y
alimentados con el alimento referencia o suplementadas con maca, mostraron un contenido de
MDA inferior al de los camarones alimentados de manera continua, respectivamente en los
tratamientos REF y MACA (p < 0.05). En cambio, los camarones previamente restringidos y
alimentados con las dietas CUR o CUR/MACA, mostraron un contenido de MDA similar a los
camarones alimentados de manera continua y sometidos a las mismas dietas (p > 0.05). Al final

del experimento, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0.05).
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La Fig. 23 muestra las actividades de las enzimas pro-fenoloxidasa y fenoloxidasa en el plasma de
los camarones durante el periodo de realimentacion (dia 16). Se observa que, en los camarones
alimentados de manera continua, la alimentacién suplementada con circuma y maca condujo a
una actividad significativamente mds alta de la pro-fenoloxidasa que en los camarones de los
otros tratamientos (p < 0.05). Por otro lado, en los organismos sometidos previamente a la
restriccion alimenticia y alimentados con el alimento de referencia, se observa una actividad
significativamente mas alta de la pro-fenoloxidasa en comparacidon con sus congéneres
alimentados de manera continua con el mismo alimento (p < 0.05). Ademas, los camarones que
recibieron alimentos suplementados (MACA, CUR, CUR/MACA) y que fueron sometidos a la
restriccion alimenticia mostraron una actividad significativamente mas baja de la pro-
fenoloxidasa en comparacién con los camarones nunca expuestos a la restriccién,

independientemente del alimento (p < 0.05).

En cuanto a la fenoloxidasa (FO), las actividades enzimaticas en el plasma de los camarones
alimentados con el alimento referencia, con o sin restriccién previa, fueron significativamente
mas altas que en los camarones de los otros tratamientos (p < 0.05). Los camarones de los
tratamientos MACA 25 y CUR/MACA 25, presentaron una actividad significativamente mas baja
de la FO en comparacion con los camarones MACA y CUR/MACA (p < 0.05).
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Figura 23. Actividad de la profenoloxidasa (A) y de la fenoloxidasa (B) en el plasma de organismos
P. vannamei a diferentes dietas y a una alimentaciéon ad libitum o a restricciéon alimenticia,
durante el crecimiento compensatorio (dia 16) en el experimento 3. Cada barra representa el
promedio de las réplicas * la desviacion estandar (n=4). Las diferentes letras indican una
diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segiin una ANOVA a una viay una
prueba de Tukey (p < 0.05).

7.4 Experimento 4: Crecimiento compensatorio en sistema biofloc y estrés oxidativo

A lo largo del experimento se observd una temperatura media de 27.8 + 0.4 grados, una
concentracién en oxigeno disuelto de 4.90 + 0.40 mg-L, un pH de 7.8 + 0.2 y una cantidad de
sélidos en sedimentacion de 5.3 + 2.4 mL-L™X. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (p > 0.05). Las concentraciones en amonio y en nitrito se quedaron debajo de 1 mg-L°

!, como la concentracidn en nitrato se quedd a una concentracion entre 0y 10 mg-L™.

Los camarones sometidos a 10 dias de restriccién alimenticia (T50, T25 y T1:2), seguidos de 30
dias de realimentacidn, exhibieron tasas de sobrevivencia que no difirieron significativamente del

tratamiento de referencia en este experimento desarrollado en un sistema de biofloc (Tabla 13).



73

Tabla 13. Sobrevivencia de los camarones P. vannamei expuestos a alimentacion ad libitum (REF)
y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2) al final del periodo de restriccion (dia 11) y al final
del periodo de realimentacién (dia 41) en el experimento 4 realizado en sistema biofloc.

Final del periodo de Final del periodo de
Tratamientos

restriccion (dia 11) realimentacion (dia 41)
REF 97 %? 80.3 %*°
T50 100 %2 87.9 %°
T25 92.4 %? 75.8 %*°
T1:2 93.9 %° 77.3 %°

Las mismas letras indican que las diferencias no fueron significativas entre los tratamientos (p > 0.05) segun la prueba
de Kruskal-Wallis.

7.4.1 Parametros zootécnicos

Los camarones sometidos a restricciones alimenticias continuas (T50 y T25), asi como ciclica
(T1:2), presentaron un peso humedo (g) significativamente menor que los camarones de REF
después de 10 dias de experimento (p < 0.05) (Fig. 24). Al dia 40, es decir, al final del periodo de
realimentacion, todos los camarones previamente restringidos alcanzaron un peso similar al de
los camarones alimentados en continuo (p > 0.05) (Fig. 24). Durante el periodo de restriccidon
alimenticia, los grupos T50, T25 y T1:2 mostraron una tasa de crecimiento especifico
significativamente menor al grupo REF (p < 0.05) (Tabla 14). En los primeros 10 dias de
realimentacidn, los grupos de camarones previamente restringidos presentaron una TCE (% dia-

1) significativamente mayor que el grupo REF (p < 0.05) (Tabla 14).
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Figura 24. Pesos humedos de los camarones P. vannamei expuestos a alimentacion ad libitum
(REF) y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2), al final del periodo de restriccion (dia 10) y
durante el periodo de realimentacion (dia 11-40) en el experimento 4 realizado en sistema
biofloc. Cada barra representa el promedio de las réplicas * la desviacién estandar. Las diferentes
letras indican una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segun una

ANOVA a una via y una prueba de Tukey (p < 0.05).

Tabla 14. Tasa de crecimiento especifico (TCE) (% dia?) de los camarones P. vannamei expuestos
a alimentacion ad libitum (REF) y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2), durante el periodo
de restriccidon (dia 10) y durante el periodo de realimentacion (dia 11-40) en el experimento 4

realizado en sistema biofloc.

Tratamientos Dias 1-10 Dias 11-20 Dias 21-40
REF 10.23 £ 0. 537 5.86+0.51° 2.90 + 0.26?
T50 8.04 +0.35° 7.34+0.21° 3.00 £ 0.44°
T25 6.27 £ 0.32¢ 7.97 £ 0.30° 3.63+0.10°
T1:2 8.23 +0.35° 7.21 +0.35° 3.19+0.45°

Los valores representan el promedio de las réplicas + desviacion estandar. Las diferentes letras indican una diferencia

significativa entre los tratamientos por cada tiempo segiin una ANOVA a una via y una prueba de Tukey (p < 0.05).
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La tasa de ingestion (% biomasa) fue significativamente mas alta en el grupo T25 que en los grupos
T50 y T1:2 durante los primeros 10 dias de realimentacién (Fig. 25). Durante este periodo, todos
los grupos de restriccion mostraron una tasa de ingestion mayor al grupo de REF. En el caso de
T25, esta diferencia se mantuvo hasta el final del experimento. Ademas, el grupo T1:2 mostré una
tasa de ingestién significativamente mayor que el grupo REF entre los dias 31 y 40 del
experimento. Al final del experimento, el factor de conversion alimenticia fue de 1.4 + 0.1 en el
tratamiento REF, 1.3 £ 0.1 en el tratamiento T50, 1.2 + 0.2 en el tratamiento T25yde 1.3+ 0.1 en

el tratamiento T1:2, no mostré diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 25. Tasa de ingestidon promedia (% biomasa) de los camarones P. vannamei expuestos a
alimentacion ad libitum (REF) y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2), durante el periodo
de restriccion (dia 1-10) y durante el periodo de realimentacion (dia 11-40) en el experimento 4
realizado en sistema biofloc. Cada barra representa el promedio de las réplicas £ la desviacién
estandar. Las diferentes letras indican una diferencia significativa entre los tratamientos por cada
tiempo seguin una ANOVA a una via y una prueba de Tukey (p < 0.05).

Los porcentajes de ahorro del alimento sobre el periodo total del bioensayo fueron de 12.22 +

3.43 %; 8.85 +3.94 %y 5.08 + 2.31 % respectivamente para los tratamientos T50, T25 y T1:2.
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7.4.2 Enzimas digestivas
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Figura 26. Actividades de tripsina (A), quimotripsina (B), lipasa (C) y amilasa (D) en el
hepatopancreas de los camarones P. vannamei expuestos a alimentacién ad libitum (REF) y a
restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2), al final del periodo de restriccién (dia 10), durante el
crecimiento compensatorio (dia 14) y al final del periodo de realimentaciéon (dia 40) en el
experimento 4 realizado en sistema biofloc. Cada barra representa el promedio de las réplicas +
la desviacion estandar (n=4). Las diferentes letras indican una diferencia significativa entre los
tratamientos por cada tiempo segiin una ANOVA a una via y una prueba de Tukey (p < 0.05).

Las actividades de las enzimas digestivas fueron evaluadas en tres momentos distintos del
experimento: al final del periodo de restriccion (dia 10), durante el periodo de realimentacién y
crecimiento compensatorio (dia 14) y al dia final (dia 40) (Fig. 26). La actividad de la enzima
tripsina fue significativamente mayor en los hepatopancreas de los organismos del grupo de
referencia que en los camarones de los tratamientos T50, T25 y T1:2, en los tres tiempos
estudiados (p < 0.05) (Fig. 25). Después de ser alimentados con el 25 % de la racién de referencia
y con ciclos de un dia de ayuno y dos dias de realimentacion, los camarones exhibieron una

actividad de la quimotripsina significativamente mayor que la observada en los camarones de REF
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(p < 0.05). Durante el periodo de realimentacion, todos los camarones previamente restringidos
mostraron una actividad de la quimotripsina significativamente mayor a la de los camarones REF
(p < 0.05). Al final del experimento, no se observaron diferencias significativas en la actividad de
la quimotripsina entre los grupos (p > 0.05). La actividad de la lipasa en el hepatopancreas de P.
vannamei en los grupos de restriccidn alimenticia T50 y T1:2 y en los tres tiempos estudiados, no
mostraron diferencias significativas con respecto al grupo REF (p > 0.05) (Fig. 25). Los camarones
del tratamiento T25 presentaron una actividad de la lipasa significativamente menor a los
camarones de referencia al dia 14 (p < 0.05). En cuanto a la actividad de la amilasa, se observé
un aumento significativo en los grupos de restriccidén en el dia 10 en comparacién con el grupo
REF (p < 0.05). A los dias 14 y 40, no se observaron diferencias significativas entre las actividades

de la amilasa entre los tratamientos (p > 0.05).

7.4.3 Enzimas antioxidantes y peroxidacion de lipidos

Se evaluaron las actividades de las enzimas antioxidantes y el contenido de MDA en el

hepatopancreas de los camarones en tres tiempos del experimento (dias 10, 14 y 40).

Los resultados revelan una actividad de la SOD menor en camarones de los grupos de restriccién
en comparacién con el grupo REF al final del periodo de restriccion (p < 0.05) (Fig. 27). Durante el
periodo de crecimiento compensatorio, los camarones de los tratamientos T50 y T25 mostraron
una actividad de la SOD menor que la del tratamiento REF (p < 0.05). Al final del experimento,
solo T1:2 mostré una actividad SOD significativamente menor que REF (p < 0.05). Después del
periodo de restriccion, la actividad de la CAT fue menor en los tres grupos de restriccidon en
comparacion con el grupo de referencia (p < 0.05) (Fig. 27). Contrariamente, la actividad de la CAT
fue mayor en los grupos de restriccién en relacion con el grupo REF, pero solo fue significativa en
el grupo T25 (p < 0.05). Al final del experimento, los tratamientos T25 y T1:2 exhibieron una

actividad menor que los tratamientos REF y T50 (p < 0.05).
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Figura 27. Actividad de las enzimas SOD (A) y CAT (B) en el hepatopancreas de los camarones P.
vannamei expuestos a alimentacion ad libitum (REF) y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2),
al final del periodo de restriccion (dia 10), durante el crecimiento compensatorio (dia 14) y al final
del periodo de realimentacion (dia 40) en el experimento 4 realizado en sistema biofloc. Cada
barra representa el promedio de las réplicas + la desviacidon estandar (n=4). Las diferentes letras
indican una diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segin una ANOVA a
una via y una prueba de Tukey (p < 0.05).

En cuanto al contenido de MDA, los camarones de los tratamientos T50 y T1:2 presentaron una
cantidad menor que el tratamiento de referencia al dia 10 (p < 0.05) (Fig. 28). Durante el
crecimiento compensatorio, se observé un contenido de MDA significativamente mayor en los
camarones T25 y T1:2 en comparacién con los camarones REF y T50 (p < 0.05). Al final, no se

observaron diferencias entre los tratamientos (p > 0.05).
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Figura 28. Contenido de MDA en hepatopdancreas de los camarones P. vannamei expuestos a
alimentacion ad libitum (REF) y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2), al final del periodo
de restriccidon (dia 10), durante el crecimiento compensatorio (dia 14) y al final del periodo de
realimentacién (dia 40) en el experimento 4 realizado en sistema biofloc. Cada barra representa
el promedio de las réplicas + la desviacidon estandar (n=4). Las diferentes letras indican una
diferencia significativa entre los tratamientos por cada tiempo segin una ANOVA a una via y una
prueba de Tukey (p < 0.05).

7.4.4 Comunidades microbianas

Las comunidades microbianas de los camarones de los tratamientos REF, T50, T25 y T1:2 no
presentaron diferencia significativa en su diversidad a (p > 0.05) (Fig. 29). Los principales filos para
ambas especies fueron, en orden descendente de abundancia: Proteobacteria, Flavobacteriiia,
Actinobacteria, Bacterias no clasificadas y Acidimicrobiia (Fig. 30). Las Alphaproteocbacterias
representaron 84 % de las bacterias identificadas en el hepatopdancreas de los camarones REF, el
92 % en los tratamientos T50 y T1:2 y el 94 % en el tratamiento T25. Dentro de las
Alphaproteobacterias, la mayoria de las bacterias identificadas pertenecian a la familia de los
Rhodobacterales en los 4 tratamientos (Fig. 31). En cuanto al orden de las

Gammaproteobacterias, se identificaron bacterias de las familias Alteromonadales,
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Cellvibrionales y Vibrionales (Fig. 31). Segun el tratamiento nutricional, las comunidades
microbianas difieren significativamente en la abundancia de la familia Vibrionales (p < 0.05),
representando el 22 % de las Gammaproteobacterias identificadas en los camarones del
tratamiento REF, el 6 % en los del tratamiento T50, el 9 % en los del tratamiento T25y el 3 % en

los del tratamiento T1:2.
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Figura 29. Diversidad o de las comunidades microbianas en hepatopdncreas de los camarones P.
vannamei expuestos a alimentacion ad libitum (REF) y a restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2),
durante el crecimiento compensatorio (dia 14) en el experimento 4 realizado en sistema biofloc.
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Figura 30. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos en hepatopdancreas de los
camarones P. vannamei expuestos a alimentacién ad libitum (REF) y a restricciones alimenticias
(T50, T25, T1:2), durante el crecimiento compensatorio (dia 14) en el experimento 4 realizado en
sistema biofloc.
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Figura 31. Abundancia relativa de Alphaproteobacteria (A) y Gammaproteobacteria (B) en
hepatopancreas de los camarones P. vannamei expuestos a alimentacién ad libitum (REF) y a
restricciones alimenticias (T50, T25, T1:2), durante el crecimiento compensatorio (dia 14) en el

experimento 4 realizado en sistema biofloc.
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8. DISCUSION

8.1 Induccion del crecimiento compensatorio y su efecto productivo

La aplicacién de restriccién alimenticia parcial y continua en los diferentes experimentos no
afectd la sobrevivencia de juveniles de P. vannamei. Lara et al. (2017) reportaron que la
sobrevivencia de camarones sometidos a varias restricciones alimenticias durante 21 dias no se
vio afectada. Por otro lado, la aplicacién de restricciones alimenticias estrictas puede conducir al
fenomeno de canibalismo y afectar significativamente la sobrevivencia de los camarones (Shao

et al., 2020), lo cual no sucedid en el presente estudio.

Los camarones pueden soportar la restriccién alimenticia utilizando sus propias reservas
energéticas y reduciendo su metabolismo (Sanchez-Paz et al., 2007; Wtodarczyk et al., 2019), lo
que provoca un lento crecimiento en comparacién con el observado en camarones alimentados
normalmente, como se observd en los organismos sometidos a restricciones alimenticias
parciales de 10 dias en este estudio. Ademas, la intensidad de la severidad de la restriccién
alimenticia afecté negativamente el peso de los camarones. El peso de los organismos
alimentados con el 25 % de la raciéon de los organismos de REF, presentaron un peso
significativamente menor al peso de los organismos que recibieron 50 % de la racion. El impacto
de la severidad de la restriccidn sobre el peso de los camarones al final del periodo de restriccion

alimenticia se ha observado en otros estudios (Wu et al., 2001; Lara et al., 2017).

Durante el periodo de recuperacidn con alimentacién a saciedad, la TCE fue significativamente
mas alta en los organismos previamente restringidos, lo que confirma la aceleracién del
crecimiento o crecimiento compensatorio (Ali et al., 2003). En el presente estudio, se demostrd
gue los camarones que recibieron 50 y 25 % de la porcidon de referencia durante 10 dias,
mostraron una TCE significativamente mayor a la de los organismos del grupo REF durante los 10
primeros dias de realimentacion normal. Sin embargo, después de estos 10 dias (entre los dias 20
y 50 de experimentacién), no se observaron diferencias significativas entre las TCE de los
diferentes tratamientos. De acuerdo con estudios similares, el crecimiento compensatorio se
mostré como un fenémeno de corta duraciéon (Yengkokpam et al., 2014; Zhu et al., 2016b; Rocha

et al., 2019). Tras la aplicacion de 10 dias de restriccion cuantitativa en F. chinensis, también se



84
observé un TCE significativamente mayor al control solamente durante los 10 primeros dias de
realimentacién (Wu et al., 2001). En cambio, en el primer experimento, aunque la diferencia en
la TCE se redujo, permanecidé significativamente mds alta hasta el final del experimento,
mostrando que la duraciéon del fendmeno puede variar dependiendo de las condiciones
impuestas durante el experimento. En este sentido, a los 40 dias de realimentacion ad libitum en
el experimento 1 no se advirtié un crecimiento compensatorio completo. Por el contrario, en el
experimento 2, después del periodo de realimentacion de 40 dias, la ocurrencia de un crecimiento
compensatorio completo fue muy evidente. Considerando esto, se puede especular que los
camarones T50 en el experimento 1, pudieron haber alcanzado un peso similar a los de REF en

un tiempo de realimentacién mas prolongado (Li et al., 2009; Yengkokpam et al., 2014).

El principal atractivo de la utilizacidn del crecimiento compensatorio en produccién animal es el
potencial ahorro de alimento. En P. vannamei, se ha demostrado que se pueden lograr ahorros
de hasta el 25 % al aplicar ciclos de ayuno/realimentacion durante un periodo de 40 dias (Abgoun
et al.,, 2023). En el presente estudio, el mecanismo de crecimiento compensatorio permitio lograr
un ahorro del 12 % en alimento durante un periodo de 50 dias, con una restriccién alimenticia
parcial del 50 % aplicada de manera continua durante 10 dias, sin comprometer el peso final de
los organismos. En el caso del tratamiento T25, el ahorro de alimento alcanza el 22 %, sin
embargo, los camarones solo mostraron un crecimiento compensatorio parcial. La exposicién de
los camarones a una restriccién severa puede impedirles alcanzar el peso de los organismos

controles (Wu et al., 2001; Lara et al., 2017).

Si bien, las bases fisioldgicas y metabdlicas del proceso de crecimiento compensatorio no se han
esclarecido completamente (Won y Borski, 2013; Argliello-Guevara et al., 2020), algunos
mecanismos como la hiperfagia y la mejora de la conversidén alimenticia han sido identificados
como propulsores de la aceleracién del crecimiento (Wu y Dong, 2002; Pérez-Jiménez et al., 2012;
Zhu et al., 2016b). Durante el periodo de realimentacion normal en el experimento 1, se observé
un FCA significativamente inferior en los organismos T50, demostrando una mejora de la
conversidén alimenticia. El aumento de la eficiencia alimenticia durante la realimentacidn indica
una optimizacién del uso de los nutrientes (Foss et al., 2009). Este mecanismo se consigue

mediante una mejora de las capacidades digestivas y de absorcidén, especialmente debido al
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aumento de la actividad de las enzimas digestivas cuando se reintroduce el alimento (Zhu et al.,
2016b; Fang et al., 2017; Rocha et al., 2019). En otros estudios, se ha observado regularmente
una mejora en el FCA en camarones sometidos a crecimiento compensatorio (Zhu et al., 2016b;
Yildirim y Aktas, 2019; Rahman et al., 2020; Quintino-Rivera et al., 2023). Sin embargo, en los
otros experimentos realizados en el presente estudio, aunque el FCA siempre fue mds bajo en los
camarones que fueron previamente restringidos que en los camarones de REF, no se observaron
diferencias significativas. De igual forma, otros estudios realizados en camarones P. vannamei no
pudieron demostrar este fendmeno durante la realimentacién (Wu y Dong, 2001; Wasielesky et
al., 2013; Abgoun et al., 2023). Por lo tanto, aunque la mejora del FCA parece ser un mecanismo

impulsor del crecimiento acelerado, la evidencia no es suficientemente sélida aun.

En los experimentos realizados, todos los camarones previamente restringidos presentaron una
tasa de ingestion de alimento significativamente mayor durante la realimentacién a saciedad que
la de los organismos alimentados en continuo. La inmediatez de la hiperfagia y la respuesta
compensatoria al regresar a la alimentacidn normal, sugiere que las restricciones aplicadas no
afectaron el sistema digestivo de los camarones (Zhu et al., 2003; Gao et al., 2015). La respuesta
hiperfagica de los camarones expuestos a los tratamientos T50 y T25 tuvo una duracién de 10
dias, respaldando la idea de que este fendmeno parece ser de corta duracion (Wu y Dong, 2001;
Zhu et al., 2005; Py et al., 2022). Sin embargo, en la aplicacion de las mismas restricciones en un
sistema de biofloc, la respuesta hiperfagica se observd durante los 30 dias de realimentacién a
saciedad. Ademas, durante el experimento 3 empleando los alimentos suplementados, se
observé un aumento significativo en la ingesta en los tratamientos T25 durante los 30 dias de
realimentacidn a saciedad. Por lo tanto, parece que la duracién de la hiperfagia depende de la
severidad de la restriccion aplicada (Zhu et al., 2005; Abdel-Tawwab et al., 2006). Ademas, la
intensidad de la respuesta hiperfagica también fue influenciada por la severidad de la restriccion
aplicada. De hecho, se observé que la hiperfagia de los camarones en los tratamientos T25 fue
mayor que la de los camarones en los tratamientos T50 (experimentos 2 y 4). Resultados similares
ya han sido reportados en peces (Oh et al., 2007; Gao et al., 2015; Oh y Park, 2019; Fang et al.,
2021).
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Asi, el nivel de crecimiento compensatorio alcanzado dependié del nivel de severidad aplicado y

fue impulsado por la respuesta hiperfagica y una mejora de la eficiencia alimenticia.

8.2 Evaluacion del estrés oxidativo asociado a la estrategia alimenticia restriccion y
realimentacion

8.2.1 Consecuencias fisioldgicas de la restriccion alimenticia

Aunque los estudios sobre el crecimiento compensatorio varian, incluyendo periodos de ayuno o
restricciones alimenticias parciales o ciclicas, la investigacidon sobre las consecuencias fisioldgicas
de estas restricciones se ha centrado principalmente en el ayuno. Estudios realizados en peces y
crustdceos han demostrado que la aplicaciéon del ayuno puede provocar una alteracion del
sistema antioxidante (Furné et al., 2009; Wtodarczyk et al., 2019; Cai et al., 2021). Por ejemplo,
la aplicacién de 3 dias de ayuno a la langosta Procambarus clarkii causé una disminucion en la
actividad de las enzimas SOD y Gpx (Cai et al., 2021). Dado que las enzimas antioxidantes son
responsables de la eliminacién de las EROs, la disminucidn de su actividad puede llevar al estrés
oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 2015). Los resultados de este estudio muestran que la aplicacion
de una restriccién alimenticia parcial del 25 % de la racidn de referencia durante 10 dias a los
juveniles de P. vannamei no afecté la actividad de las enzimas SOD y CAT, consideradas como
parte de los principales indicadores del estrés oxidativo en los crustaceos (Wtodarczyk et al.,

2019).

Si el estrés oxidativo durante el ayuno puede resultar del agotamiento del sistema antioxidante,
también puede derivar de un aumento en la produccion de las EROs, creando un desequilibrio
entre su produccién y su eliminacién que conduce al estrés oxidativo (Barim-Oz y Sahin, 2016). La
aplicacién de 14 dias de ayuno causé un aumento significativo en la produccidon de EROs en el
hepatopancreas y el intestino del camardn Neocaridina davidi (Cai et al., 2021). También, en la
langosta P. clarkii privada de alimento durante 3 dias se observd un aumento en la produccion de
ERO en el musculo (Wtodarczyk et al., 2019; Cai et al., 2021). Cuando se desencadena estrés
oxidativo, las especies reactivas de oxigeno atacan a las macromoléculas como lipidos, proteinas
y ADN (Halliwell y Gutteridge, 2015). Como uno de los subproductos de la reaccién, el MDA es
uno de los biomarcadores validos para evaluar la peroxidacién de los lipidos (Monaghan et al.,

2009; Tsikas, 2017) y se utiliza comunmente en estudios realizados en peces y crustdceos (Xu et
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al., 2018; Gou et al., 2023). Se ha demostrado en las langostas P. clarkii y Astacus leptodactylus
que el ayuno a corto y largo plazo causa un aumento significativo en los niveles de MDA (Barim-
Oz, 2018; Cai et al., 2021). También se ha demostrado recientemente que el aumento en la
produccién de EROs durante el ayuno esta relacionado con la alteracion de las mitocondrias
durante la privacion de alimento (Wtodarczyk et al., 2017, 2019). En nuestro estudio, los
camarones sometidos a una restriccion alimenticia de 10 dias mostraron una reduccion
significativa en la peroxidaciéon de lipidos en hepatopancreas. Por lo tanto, la restriccion
alimenticia aplicada no alteré el funcionamiento de las mitocondrias de los camarones,
destacando que la restriccidn parcial puede evitar algunos de los efectos perjudiciales inherentes
al ayuno completo. La reduccién observada en el contenido de MDA podria atribuirse a una
desaceleracion del metabolismo, lo que lleva a una disminucién de la actividad de la cadena
respiratoria (He et al., 2017). Sin embargo, esta observacién no se puede generalizar, ya que la
aplicacién de una restriccion alimenticia (0.5 % de la biomasa) durante 49 dias en el pez Salmo

trutta causo estrés oxidativo en el higado y las branquias de los peces (Bayir et al., 2011).

Aunqgue no se observaron dafios oxidativos en P. vannamei después de la aplicaciéon de la
restriccion alimenticia, los andlisis histoldgicos revelaron una atrofia de los filamentos branquiales
en los camarones que recibieron el 25 % de la porcion de referencia. Esta observacidn se hizo
después de 6 dias de realimentacion. Sin embargo, los camarones que recibieron el 50 % de la
racién de alimento no mostraron anomalias en las branquias, lo que sugiere que la severidad de
la restriccidn aplicada fue relacionada con los dafos observados. También se ha demostrado en
el crustaceo C. quadricarinatus que un ayuno de 30 dias causé dafo en los tejidos, especialmente
en las células del hepatopancreas (Sacristan et al., 2016). Aunque en nuestro caso las células

hepatopancreaticas o musculares no fueron afectadas por las restricciones alimenticias.

En resumen, la aplicacion de restricciones de 50 y 25 % no afectd la sobrevivencia ni provoco
estrés oxidativo en los camarones; sin embargo, la restriccion mas severa causé cambios

estructurales en las branquias de los camarones.
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8.2.2 Estrés oxidativo durante el crecimiento compensatorio

En el presente estudio, la tasa de respiracion y excrecion de amonio de los camarones se utilizaron
como indicadores de la tasa metabdlica (Barbieri et al., 2016). La TR y la TE de los camarones en
crecimiento compensatorio (T50) fueron significativamente mayores que los de referencia en
condiciones postprandiales y en reposo. En la libélula Lestes viridis, se observé también una
aceleracion de la tasa respiratoria durante la realimentacién tras 8 dias de ayuno (Stoks et al.,
2006). Dado que las EROs son subproductos de la respiracion, un aumento en la TR conduce a una
mayor produccion de EROs (He et al., 2017). Estos resultados coinciden con resultados previos
obtenidos en el pez Dicentrarchus labrax donde se registr6 una produccién de EROs
significativamente mayor en los organismos en crecimiento acelerado que en los organismos de
control (Costantini et al., 2018). El aumento del metabolismo durante el crecimiento
compensatorio es consistente con la activacidn de vias anabdlicas para recobrar el crecimiento
somatico y recuperar las reservas de energia agotadas (Won y Borski, 2013). Para hacer frente a
la produccion continua de EROs, los organismos estan dotados de un sistema antioxidante
compuesto por las enzimas SOD, CAT y Gpx, encargadas de eliminarlos continuamente y evitar el
estrés oxidativo (He et al., 2017). La CAT y la Gpx reducen el perdxido de hidrégeno (H20z), que
es el producto de la dismutacion del anién superdxido (02°) por la SOD (Halliwell y Gutteridge,
2015). La aceleracion de la respiracion debe haber llevado a una mayor produccion de 02 durante
el crecimiento compensatorio (De Block y Stoks, 2008). Sin embargo, la actividad de la SOD no
diferia entre los grupos de referencia y de restriccidn alimenticia durante el crecimiento
compensatorio. Ademas, el aumento en la actividad de la CAT en los camarones durante el
periodo de realimentacion sugiere un incremento en la producciéon de H,0; (Najafi et al., 2014;
Robles-Romo et al., 2016). Por lo tanto, no se puede descartar la posibilidad de un pico de
actividad de la SOD previo al momento de muestreo, lo cual podria haber resultado en una mayor
produccién de H;0; (Bayir et al., 2011). Esta hipotesis se apoya en observaciones realizadas en
varios estudios con camarones, donde se ha observado que el aumento en la actividad de las
enzimas antioxidantes puede ser de corta duracion en condiciones de estrés (Duan et al., 2015,
2018; Zheng et al., 2019). El aumento de la actividad de la CAT durante el crecimiento
compensatorio es coherente con el incremento del metabolismo y de las EROs asociadas, en

respuesta al aumento de la produccién de H,0;, como se ha observado en camarones y peces
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expuestos a estrés nutricional (Li et al., 2009; Hasanpour et al., 2021). Ademas, en el cangrejo P.
clarkii, se observd un aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes durante la
realimentacién después de 3 dias de ayuno (Cai et al., 2021). Mientras que la Gpx tiene la misma
funcién principal de desintoxicar el H,0;, la enzima difiere de la CAT por su mayor afinidad por
las EROs, lo que le permite activarse con cantidades menores que la CAT (Duan et al., 2018). Por
lo tanto, parece consistente asumir que, en este estudio, el pico de Gpx posiblemente ocurrié

antes que el de CAT.

Anteriormente se sugirié que el crecimiento compensatorio podria estar relacionado con el estrés
oxidativo debido a la alta actividad celular asociada con este proceso (Monaghan et al., 2009;
Costantini et al., 2018). En este sentido, la peroxidacién lipidica, cominmente medida por la
concentracion de MDA (Florescu et al., 2021; Gou et al., 2023), resultd ser significativamente
mayor en hepatopancreas de camarones que experimentaron crecimiento compensatorio (T50 y
T25) que los del grupo control en los diferentes bioensayos realizados en el presente estudio. La
mayor actividad de la CAT, en respuesta al aumento de la produccidon de las EROs durante la
aceleracion metabdlica, no fue suficiente para evitar el estrés oxidativo durante el crecimiento
compensatorio (ver Fig. 32). Los resultados del presente estudio respaldan reportes recientes
realizados en peces y langostas, que también han demostrado dafio oxidativo al experimentar
crecimiento compensatorio (Furné et al., 2009; Barim-Oz y Sahin, 2016; Kim et al., 2019; Florescu
et al., 2021). Por ejemplo, el esturion Acipenser stellatus, sometido a 14 dias de ayuno, mostré
un contenido de MDA en el intestino significativamente mayor después 14 dias de realimentacion
que en los peces del grupo control alimentados en continuo (Florescu et al., 2021). También, en
el pez espinoso (Gasterosteus aculeatus), la aceleracion del crecimiento se correlaciond con el

daino oxidativo del ADN en musculo y esperma (Kim et al., 2019).

El aumento de los marcadores de estrés oxidativo durante el crecimiento compensatorio puede
tener graves consecuencias para los organismos (Kim et al., 2019; Janssens y Stoks, 2020). De
hecho, el estrés oxidativo puede causar dafo celular y alteraciones histolégicas, afectando
negativamente las funciones fisioldgicas de los camarones (Duan et al., 2016; Xu et al., 2018). La
peroxidacién de los lipidos, observada en el presente estudio, afecta particularmente las

membranas celulares. Estas membranas, mayormente compuestas de lipidos poliinsaturados,
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son muy sensibles a la peroxidacién, lo que puede reducir su fluidez (Van Der Paal et al., 2016;
Gaschler y Stockwell, 2017). Ademas, la peroxidacién de lipidos conduce a la formacién de nuevos
EROs, que a su vez pueden dafiar las proteinas y el ADN (Gaschler y Stockwell, 2017). Si el estrés
oxidativo persiste, puede llevar a la apoptosis celular e incluso a la necrosis (Seifried et al., 2007,
Xu et al., 2018). Sin embargo, durante el experimento 3, se realizé una observacion interesante:
después de 30 dias de realimentacion, el contenido de MDA en hepatopdncreas de camarones
sometidos a restriccidn alimenticia volvio a niveles normales. Esto sugiere que el estrés oxidativo
observado durante el crecimiento compensatorio en nuestro estudio fue transitorio. En el
cangrejo A. leptodactylus, que mostré un aumento en la peroxidacién de lipidos en el
hepatopancreas después de 3 y 18 dias de realimentacién, también se observé un retorno a la
normalidad después de 33 dias de realimentacién (Barim-Oz y Sahin, 2016). Dado que la
peroxidacién de lipidos observada durante el crecimiento compensatorio estd relacionada con el
aumento del metabolismo y que la aceleracidn del crecimiento demostré ser de corta duracion,
se puede asumir que el retorno a tasas de crecimiento similares a las de los controles permitié

reducir la produccién de EROs, deteniendo asi la sobreproduccién de lipidos peroxidados.

En el presente estudio, se observé que el crecimiento compensatorio estuvo asociado con estrés
oxidativo en el camardn P. vannamei, confirmando la hipdtesis de que los organismos no crecen
a su tasa maxima debido a un costo fisiolégico importante (Dmitriew et al., 2011; Smith et al.,
2016). Sin embargo, en la presente investigacion, el estrés oxidativo resultd ser inherente al
crecimiento compensatorio, pero su caracter temporal indica que los organismos pudieron
restituir su estado oxidativo inicial cuando regresaron a tasas de crecimiento normales. Es
importante tener en cuenta el impacto de la observacion del estrés experimentado durante el
crecimiento compensatorio, ya que se ha demostrado en el pez Gasterosteus aculeatus y en la
ardilla Tamias striatus que afecta la sobrevivencia de los organismos durante periodos de estrés

posteriores (Kim et al., 2019; Careau et al., 2013).

8.3 Evaluaciéon de la resistencia de P. vannamei durante el crecimiento compensatorio a
factores de estrés abioticos

Los camarones en las granjas acuicolas se enfrentan regularmente a cambios en los pardmetros

del agua. Estos eventos son fuentes de estrés para los organismos y pueden tener importantes
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repercusiones en la produccion de camarones. La hipertermia es un factor conocido por generar
estrés oxidativo en crustaceos (de Souza et al., 2016). Los resultados de esta investigacion
confirman la aceleracidn del metabolismo de los camarones durante la exposicion a estrés
hipertérmico de 34 °C (Spanopoulos-Herndndez et al., 2005). En el estudio de Duan et al. (2018)
se observd un incremento en la produccidn de aniones superdxido y un aumento del contenido
de MDA en el intestino de P. vannamei expuestos a una temperatura de 33 °C durante 6 a 72 h.
En el presente estudio, el reto hipertérmico no afectd las actividades de SOD y Gpx en
hepatopancreas de P. vannamei. Al contrario, la actividad de la CAT aument® significativamente
en los camarones de referencia expuestos a 12 h de estrés por hipertermia en comparacién con
los organismos de referencia en condiciones de control. El aumento de la actividad de la CAT
demuestra una respuesta antioxidante del camardn P. vannamei al aumento de la produccién de
EROs causado por la aceleracién del metabolismo. En otro estudio, las actividades de SOD, CAT y
GPx aumentaron significativamente después de 24 h de exposicidon a 35 °C en el hepatopancreas
de P. vannamei (Estrada-Cardenas et al., 2021). La diferencia con nuestros resultados podria
deberse al tiempo de exposicion mas corto. Sin embargo, otros estudios han demostrado una
respuesta antioxidante mas compleja en camarones (Duan et al., 2018; Zheng et al., 2019). En P.
vannamei expuestos a 72 h de estrés térmico a 33 °C, la actividad de SOD disminuyd mientras que
la de la CAT aumento a las 6 h antes de volver a los niveles basales y la de la Gpx aumentd entre
las 6 y 12 h de exposicion (Duan et al., 2018). Asimismo, en el camardn Marsupenaeus japonicus,
expuesto a una temperatura de 34 °C durante 96 h, se observd una respuesta breve del sistema
antioxidante: la actividad de la SOD solo aumentd significativamente después de 12 h de
exposicidn, mientras que la CAT lo hizo entre las 3 y 12 h de exposicidn, antes de estabilizarse
ambas a las 24 h (Zheng et al., 2019). Estos estudios destacan cdmo las estrategias antioxidantes
implementadas por los camarones pueden ser de corta duracidn. La observacion del aumento
significativo en el contenido de MDA en hepatopancreas de camarones expuestos a hipertermia
a 33 °Cdemuestralafalla de la estrategia antioxidante empleada para prevenir el estrés oxidativo.
Estos resultados confirman la peroxidacién de lipidos, observada en P. vannamei expuesto a la
misma temperatura (Duan et al., 2018). La actividad de la CAT de los camarones del grupo T50 no
aumenté durante la hipertermia. Se puede suponer que los camarones en crecimiento
compensatorio enfocaron su energia en el crecimiento, lo que podria haber impedido el aumento

de la actividad de la CAT durante el reto hipertérmico. Sin embargo, esta falta de respuesta



92
antioxidante no generd mas peroxidacion lipidica durante el estrés térmico en los camarones en
crecimiento compensatorio. Por otro lado, el MDA también desempefia un papel como
mensajero de sefializacidon y actua en la regulacion de la expresion de genes (Ayala et al., 2014).
En consecuencia, es posible que el incremento en el contenido de MDA esté relacionado con la
expresion de genes relacionados al crecimiento compensatorio, por lo que es necesario realizar

mas estudios al respecto.

La exposicion a la hipoxia y la reoxigenacion a normoxia también puede provocar estrés oxidativo
en P. vannamei (Li et al., 2016; Han et al., 2018). En el presente estudio, las actividades de SOD,
CAT y Gpx no se alteraron después de 9 h de hipoxia a 1.5 mg O,-L'' y 3 h de reoxigenacidn. Se ha
mencionado previamente que la hipoxia en si misma podria no incrementar la produccion de
EROs, ya que, para combatir la falta de oxigeno, los organismos pueden reducir su metabolismo,
lo que disminuye el flujo de electrones hacia las mitocondrias (Kniffin et al., 2014; Ulaje et al.,
2020). Los resultados de este estudio coinciden con esta afirmacidn, ya que la respiracion fue mas
baja en camarones del grupo REF o T50 expuestos a la hipoxia que en los camarones en
condiciones de control. Esto confirma que P. vannamei es eficiente para adaptarse a una
disminucion de la concentracidon de oxigeno disuelto (Ulaje et al., 2020). Sin embargo, se
menciona con frecuencia que la restauracién de la oxigenacidn es mas amenazante, ya que el
flujo de oxigeno puede causar una sobreproduccién de las EROs (Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin,
2011) y llevar a un aumento en el contenido de MDA en el hepatopancreas de P. vannamei (Li et
al., 2016). Los resultados presentes mostraron que la concentracion de MDA en hepatopdncreas
de los camarones del grupo REF y T50 expuestos al reto de hipoxia/reoxigenacion fue mayor que
en los camarones de referencia en condiciones de control; sin embargo, estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. El camardn blanco del Pacifico es conocido por su
tolerancia a las variaciones de oxigeno, debido a su capacidad natural para adaptarse entre
ambientes marinos y estuarinos a lo largo de su ciclo de vida (Camacho-liménez et al., 2019;
Prates et al., 2023). Ademas, se ha demostrado que P. vannamei incrementa la actividad del
sistema antioxidante a concentraciones reducidas de oxigeno, lo que ha sido interpretado como
una preparacioén para el retorno a la oxigenacion (Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin, 2011; Kniffin et
al., 2014). Si en nuestro estudio los organismos recurrieron a este mecanismo, entonces la

actividad de las enzimas antioxidantes podria haber aumentado antes del punto de muestreo y
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prevenir la generacién del estrés oxidativo, aunque no hay evidencias al respecto. Sin embrago,
nuestros resultados demuestran una capacidad de adaptacion de P. vannamei en crecimiento

compensatorio a un reto de corta duracion a hipoxia y reoxigenacion.

Por otro lado, el amonio es uno de los principales productos del catabolismo de las proteinas y se
considera uno de los compuestos mas téxicos para los sistemas acudticos (Zhao et al., 2020).
Debido al uso comun de la sobrealimentacidn y las altas densidades en las granjas de camarones,
se observan a menudo eventos de alta concentracidon en amonio (Kathyayani et al., 2019; Zhao et
al., 2020). El amonio, especialmente en su forma no ionizada, es muy peligroso para los
organismos acuaticos, pudiendo llevar al estrés oxidativo, e incluso a la muerte de los organismos
(Randall y Tsui, 2002). La aplicacién de 12 h de exposicidn a una concentracién de amonio de 20
mg-L™? en P. vannamei no provocd un aumento en la mortalidad, en concordancia con otros
estudios similares realizados en la misma especie (Jiang et al., 2019b; Lv et al., 2021). Estudios
previos realizados en P. vannamei han demostrado que la exposiciéon a corto plazo a
concentraciones elevadas de amonio provoca modificaciones en las actividades de las enzimas
antioxidantes (Liang et al., 2016; Jiang et al., 2019b; Lv et al., 2021). Tras las 12 h del reto, los
camarones expuestos, ya sea en crecimiento compensatorio o no, no mostraron modificaciones
significativas en las actividades de las enzimas SOD y Gpx. En el estudio de Lv et al. (2021), el
aumento en la actividad de la SOD en hepatopancreas de P. vannamei en respuesta a una
concentracion elevada de amonio fue de corta duracion, siendo significativo después de 12 h de
exposicion y llegando a estabilizarse después de 24 h. En contraste, en otro estudio, se observd
una reduccién en la actividad de la SOD en juveniles de camardn blanco del Pacifico expuestos
durante 72 h a una alta concentracidon de amonio (Jiang et al., 2019b). En el presente estudio, las
actividades de la SOD y la Gpx no disminuyeron, indicando que, en las condiciones del
experimento, su funcionalidad no se inhibid por el estrés. Por otra parte, la actividad de la CAT
aumento significativamente después de 12 h de exposicidon a amonio, mostrando una respuesta
del sistema antioxidante por el estrés provocado. El aumento en la actividad de la CAT ya se ha
observado en la misma especie después de 12 h de exposicién a 15y 20 mg-L** de amonio (Jiang
etal., 2019b; Lv et al., 2021). Aunque se observd una respuesta del sistema antioxidante, como
en otros estudios similares, no fue suficiente para evitar el aumento de la peroxidacién de lipidos

en hepatopancreas de los camarones (Liang et al., 2016; Jiang et al., 2019b; Lv et al., 2021). Si
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bien el reto generd estrés oxidativo en los camarones, su condicion de crecimiento

compensatorio no agravo el estrés generado.

En P. vannamei expuesto a 20 mg-L"* durante 96 h, observaciones previas en cortes histoldgicos
resaltaron un aumento de las células apoptéticas en hepatopancreas como posible consecuencia
del estrés oxidativo (Liang et al., 2016). En nuestro estudio, no se observaron alteraciones
importantes en las células de hepatopdncreas y musculo después de la exposicidn, lo cual podria
atribuirse a la corta duracién del periodo de exposicién. Sin embargo, la observacién de las
branquias reveld atrofia de los filamentos branquiales, independientemente del tratamiento
nutricional aplicado. Debido a su exposicién directa con el ambiente, las branquias son mas
susceptibles a los compuestos tdxicos en agua que otros érganos (Cong et al., 2017; Zhao et al.,
2020). Por los mismo, las branquias se usan a menudo como biomarcadores en toxicologia
acudtica (Zhang et al., 2019). La aplicacidon de una alta concentracién de amonio ha demostrado
tener un impacto en la estructura de los filamentos branquiales en el molusco Ruditapes
philippinarum (Cong et al., 2017), en diferentes especies de peces como Megalobrama
amblycephala (Zhang et al., 2019) o Premnas biaculeatus (Rodrigues et al., 2014). También en el
camarén Macrobrachium amazonicum, la exposicién a altas concentraciones combinadas de
amonio y nitrito condujo a la alteracién de la estructura de las branquias (Dutra et al., 2017). La
alteracion de la estructura de las branquias puede causar trastornos respiratorios y de regulaciéon
de la osmorregulacion en los camarones y asi amenazar las funciones biolégicas esenciales de los

organismos (Duan et al., 2018).

8.4 Estrategias de mitigacion del estrés oxidativo por efecto del crecimiento compensatorio
8.4.1 Influencia de las dietas suplementadas

Curcuma longa y Lepidium meyenii son plantas conocidas por sus multiples efectos benéficos y se
les atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y promotoras del crecimiento. Aunque

su uso como suplementos en la dieta de los organismos ha despertado un interés creciente, se ha

investigado poco en crustaceos.
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En este estudio, los camarones P. vannamei alimentados con dietas suplementadas con clircuma,
maca o curcuma-maca no mostraron tasas de crecimiento o pesos hiumedos significativamente
superiores en comparacion con los alimentados con la dieta de referencia, ya sea en situaciones
de restriccion alimenticia o no. Sin embargo, ya se ha observado en otros estudios que P.
vannamei alimentado durante 9 semanas con una dieta suplementada con circuma exhibe un
crecimiento significativamente mayor que los camarones alimentados con una dieta normal
(Lawhavinit et al., 2011; Moghadam et al., 2022). Aunque las dosis de curcuma empleada en el
presente estudio se basaron en el estudio de Moghadam et al. (2022), no se observo el efecto
promotor de crecimiento que ellos reportaron. Una explicacion plausible a este hecho podria
deberse a la duracién del experimento, limitado a 40 dias, lo que habria limitado la observacidn
de diferencias significativas entre el peso de los camarones alimentados con diferentes dietas.
Estudios realizados en peces han demostrado que la inclusidon de maca en la dieta de O. mykiss y
P. brachypomus mejora la palatabilidad del alimento, lo que resulta en un aumento en la tasa de
ingestién y, por ende, un mayor crecimiento de los organismos (Lee et al., 2005; Palacios et al.,
2006). Sin embargo, en nuestro estudio, las tasas de ingestidon de los camarones no se vieron

afectadas por la integracién de maca en la dieta.

Aungue las dietas suplementadas no tuvieron efecto en el crecimiento de los camarones, se
observd un efecto sobre el sistema antioxidante, lo que confirma la buena absorcién de los
compuestos activos. La investigacion sobre la suplementacién de las dietas de camarones con
plantas con el fin de mejorar su estatus oxidativo es muy activa (Chirawithayaboon et al., 2020;
Garcia-pérez et al., 2020; Jakubczyk et al., 2020; Li et al., 2023). Para eso se evalua la integracion
de plantas con alto potencial antioxidante, definido como la capacidad de un compuesto para
neutralizar las EROs durante un evento de estrés (Jakubczyk et al., 2020). El aumento de las
actividades de las enzimas antioxidantes suele interpretarse como un indicador de estrés
oxidativo, ya que los antioxidantes reaccionan ante el aumento de la produccién de ROS en
condiciones de estrés (ver secciones 8.2.2 y 8.3). Sin embargo, se ha visto que los compuestos
activos presentes en las plantas como Curcuma longa pueden inducir un incremento en la
actividad de las enzimas antioxidantes, lo que se interpreta cominmente como una mejora de la
capacidad de los organismos a eliminar las EROs (Igbal et al., 2003; Chirawithayaboon et al., 2020;

Moghadam et al., 2022; Li et al., 2023). En el presente estudio, los camarones expuestos a la
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restriccion alimenticia y suplementados con curcuma y/o maca mostraron una actividad
significativamente mayor de la SOD en comparacion con los camarones expuestos a la restriccion
y alimentados con la dieta de referencia. Ademads, durante el periodo de crecimiento
compensatorio, se observaron resultados similares. Estos resultados respaldan observaciones
anteriores en P. vannamei, donde los camarones que recibieron una dieta suplementada con
curcuma mostraron un aumento en la actividad de la SOD (Moghadam et al., 2022). En diversas
especies de peces, se ha observado que el aumento en la actividad del sistema antioxidante,
inducido por la suplementacidon con curcuma, esta vinculado a la activacién de la via de
sefializacion del factor eritroide nuclear (Nrf2), la cual regula la transcripcion de genes que
codifican enzimas antioxidantes (Jiang et al., 2016; Akdemir et al., 2017; Ming et al., 2020; Zhang
et al., 2021). Por otro lado, el efecto de la alimentacidn suplementada con maca en el sistema
antioxidante de los camarones, e incluso de los peces, no se habia demostrado anteriormente.
En cambio, se ha observado previamente que el estatus antioxidante de las gallinas y las ratas se
mejoré tras a una alimentacién suplementada con maca (Vecera et al., 2007; Korkmaz et al.,
2016). Sin embargo, interpretar un aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes como
un reflejo directo de un menor estrés oxidativo se puede cuestionar (Costantini y Verhulst, 2009).
Un aumento de estas actividades no excluye un incremento de la produccion de las EROs, ni la
neutralizacidon de las mismas, por lo que la interpretacién de las actividades de las enzimas
antioxidante debe ir de la mano con la evaluacién de un marcador de dafios oxidativos (Costantini
y Verhulst, 2009). En el presente estudio, el MDA se utiliz6 como marcador de dafio oxidativo.
Asi, se observé que los camarones en crecimiento compensatorio, alimentados con la dieta de
referencia o suplementada con maca o curcuma, mostraron una concentracién mayor de MDA
en comparacion con los camarones alimentados en continuo con la dieta de referencia. Sin
embargo, cuando los organismos fueron alimentados con la dieta suplementada con maca y
curcuma, no se observé un aumento en el contenido de MDA durante en crecimiento
compensatorio. El aumento de la actividad de la SOD, significativamente mas alto en los
camarones alimentados con la suplementacién combinada que en los otros tratamientos,
permitid combatir las EROs producidas durante el crecimiento compensatorio. La disminucién en
el contenido de MDA también se observd en los peces O. mykiss y la tilapia O. niloticus cuando su
dieta estaba enriquecida con curcumina (Akdemir et al., 2017; Yonar et al., 2019; Mohamed et

al., 2020). Ademas de estimular el sistema antioxidante, la circuma tiene la capacidad directa de
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reducir la concentracion de las EROs. La donacién de un atomo de hidrégeno por parte del grupo
fenol de la curcumina permite estabilizar las EROs, moléculas naturalmente inestables,
contribuyendo asi a la disminucién del contenido de MDA (Jovanovic et al., 1999; Agnihotri y
Mishra, 2011; Alagawany et al., 2021). En este sentido, los camarones alimentados con maca y
clircuma, sugiere que han podido neutralizar la sobreproduccion de EROs causada por la
aceleracion del crecimiento compensatorio, al menos parcialmente a través de la estimulacién

del sistema antioxidantes y probablemente por su accidn directa hacia las EROs.

Dentro del sistema inmune de los camarones Peneidos, la melanizacién, inducida por el sistema
de fenoloxidasa, desempeiia un papel crucial en la eliminacién de microorganismos (Aguirre-
Guzman et al., 2009; Amparyup et al., 2013). La profenoloxidasa, como precursor inactivo de la
fenoloxidasa, es una enzima clave del sistema y se localiza en los hemocitos, siendo activada por
una serina proteasa (Gonzalez-Santoyo y Cérdoba-Aguilar, 2012; Cerenius y Soderhall, 2021). Se
sabe que la dieta de los organismos tiene un efecto sobre los pardametros del sistema inmune
(Ebrahimi y Ajamhassani, 2020). En el presente estudio, se observd que los camarones
alimentados con la dieta de referencia mostraron una reserva de proFO mayor durante el periodo
de crecimiento compensatorio. Investigaciones previas, realizadas en el camarén P. vannamei y
la polilla Plodia interpunctella, han demostrado que tanto los periodos de ayuno corto como
prolongado tienen un impacto negativo en la actividad de la FO (Lin et al., 2012; Ebrahimi y
Ajamhassani, 2020). En nuestro caso, se puede inferir que la restriccidon alimenticia provocé una
disminucion en la produccion de proFO y que, en respuesta, al momento de realimentar a los
camarones, se produjo una sobrecompensacion, manifestandose en una reserva de proFO mas
elevada. En cuanto a la suplementacién con clircuma y maca, se observé que la proFO y la FO
presentaron actividades menores en la hemolinfa de los camarones alimentados con las dietas
suplementadas que con la dieta normal, tanto en alimentaciéon continua como en crecimiento
compensatorio. Estudios previos en P. vannamei describen una mayor actividad de la FO en
camarones alimentados con una dieta suplementada con curcuma, revelando un efecto
inmunoestimulante (Vanichkul et al., 2010; Lawhavinit et al., 2011; Bhoopathy et al., 2021). Las
diferencias con nuestro estudio podrian atribuirse a la dosis aplicada y al tiempo de exposicidn.
Por ejemplo, P. vannamei mostré una estimulacién de la actividad de la FO después de 4 semanas

de exposicion a una alimentacion suplementada con circuma, pero exhibié una menor actividad
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después de 8 semanas (Vanichkul et al., 2010). En la misma investigacion, se observé que el efecto
de la circuma sobre la actividad de la FO era dependiente de la dosis (Vanichkul et al., 2010). Por
otra parte, dado que los camarones se mantuvieron en condiciones controladas sin exposicion a
patégenos, es posible que la FO no se activara debido a la ausencia de reconocimiento de
patégenos (Amparyup et al., 2013; Cerenius y Soderhall, 2021). Ademas, se ha comprobado en
varias especies que la circuma puede tener un efecto antiinflamatorio, ejerciendo una regulacion
negativa de diferentes vias, como la del NF-Kb, lo que podria haber disminuido la estimulacién
del sistema inmune (Kahkhaie et al., 2019). Aunque el sistema de la FO estd finamente regulado,
las regulaciones negativas son poco conocidas en los camarones Peneidos (Amparyup et al.,

2013).

Hasta donde sabemos, no existen otros estudios que hayan aplicado una dieta suplementada con
maca o curcuma para generar crecimiento compensatorio. En este estudio, se demostré que la
suplementacion combinada de maca y curcuma evité la peroxidacién de lipidos observada
durante el crecimiento compensatorio de P. vannamei (ver Fig. 32). Por lo tanto, el uso de ambas
plantas como suplemento combinado parece prometedor para la acuicultura, como se habia

sugerido anteriormente (Cabrera-Stevens et al., 2022; Quiroz-Guzman et al., 2022).

8.4.2 Influencia del sistema biofloc

En los ultimos afos, se han realizado numerosos estudios en camarones cultivados en sistemas
de biofloc, demostrando que la ingestion de los fléculos es benéfica tanto para su crecimiento

como para su salud (Xu y Pan, 2012; Zhao et al., 2016; Panigrahi et al., 2019; Hussain et al., 2021).

En este estudio, se aplicaron restricciones alimenticias en un sistema de biofloc antes de adoptar
una realimentacién ad libitum para inducir un crecimiento compensatorio. La eleccién de la
restriccion alimenticia es crucial para lograr un crecimiento compensatorio completo (Won y
Borski, 2013; Py et al., 2022). Ademas, en BFT, los camarones tienen acceso continuo a una fuente
de alimentaciéon (Avnimelech, 2007), lo que reduce la severidad de la restricciéon aplicada. El
estudio realizado por Lara et al. (2017) reveld que, tras 21 dias sin recibir alimentacién adicional,
los camarones no lograron recuperar el peso de los organismos control durante los 29 dias de

realimentacién. Esto sugiere que la alimentacion exclusiva a través del biofloc durante el periodo
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de restriccion fue demasiado restrictiva, provocando que los camarones alcanzaran su punto de
no retorno en peso. En el presente estudio, los camarones P. vannamei que recibieron el 50 % y
el 25 % de la racion de referencia durante 10 dias pudieron lograr un crecimiento compensatorio
completo a través de 30 dias de realimentacion. Estos resultados concuerdan con Prates et al.
(2023), donde camarones de la misma especie, alimentados con un 40 % de la racién normal
durante 30 dias, seguido de una realimentacion ad libitum durante 30 dias, llevaron a un
crecimiento compensatorio completo. Estos resultados demuestran que la aplicacién de una
restriccion parcial moderada parece ser adecuada en el caso de un BFT. En nuestro estudio, los
camarones expuestos a una restriccion alimentaria ciclica (T1:2) durante 10 dias también
recuperaron el peso respecto a los alimentados de manera continua. En contraste, recientemente
se reportd que camarones de la misma especie expuestos a ciclos de 1 dia de ayuno/1 dia de
realimentacién o 2 dias de ayuno/1 dia de realimentacion durante 30 dias, seguidos de una
realimentacién durante 28 dias, no alcanzaron el mismo crecimiento que el observado en
organismos alimentados de forma regular (Rocha et al., 2019). Asi, es posible sugerir que los
periodos de alimentacion/ayuno considerados dentro del del ciclo, asi como su duracién son

factores clave para obtener un resultado éptimo (Py et al., 2022).

Es fundamental destacar que en este estudio la aplicacidn de restricciones alimenticias en agua
clara al 50 % no comprometio el peso de los organismos al final del experimento. Por otro lado,
en el BFT, los camarones sometidos a una restriccion mas rigurosa, del 25 %, lograron un
crecimiento compensatorio completo gracias a una respuesta hiperfagica que se mantuvo
durante los 30 dias de realimentacidn a saciedad. Asi, las propiedades nutricionales del sistema
de biofloc permitieron la aplicacién de restricciones alimenticias moderadas (T50 y T25) y ciclicas
(T1:2) de corta duracidén, sin comprometer la sobrevivencia ni el peso de los organismos obtenidos

al final del experimento.

A lo largo del experimento, se observd una modificacion en la actividad de las enzimas digestivas
en hepatopdancreas de P. vannamei. Las enzimas digestivas estan intimamente relacionadas con
la digestion y la absorcidn de nutrientes y sus actividades pueden ser afectadas en los crustaceos
por factores externos como la cantidad y calidad del alimento (Zhang et al., 2010; Sacristan et al.,

2016). En este estudio, la variacion de las actividades de las enzimas digestivas, tanto al final del
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periodo de restriccion alimenticia como durante el periodo de realimentacion ad libitum en un
BFT, revela una adaptacidn en los procesos de digestion y absorcién de nutrientes. Numerosos
estudios han demostrado que la aplicacion de varios dias de ayuno en los camarones resulta en
una disminucion de las actividades de las enzimas digestivas (Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio,
2002; Comoglio et al., 2004; Dai et al., 2018; Shen et al., 2022). La disminucion de las enzimas
digestivas durante el ayuno puede explicarse por la pérdida de estimulacidn del sistema digestivo
(Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio, 2002; Dai et al., 2018; Shen et al., 2022). Sin embargo, en el
presente estudio, las restricciones alimenticias parciales no llevaron a una disminucién de la
actividad enzimatica digestiva. Al final del periodo de restriccidn, en el tratamiento T1:2, se
observa un aumento de la actividad de la lipasa, responsable de la hidrdlisis de los triglicéridos
(Rivera-Pérez et al., 2011). Este resultado indica que los organismos sometidos al ayuno
intermitente en BFT se apoyaron en las reservas lipidicas del hepatopancreas, como se ha
sugerido por Sdnchez-Paz et al. (2006). Asimismo, camarones P. vannamei expuestos a restriccion
cuantitativa durante 36 dias en un BFT mostraron un uso de las reservas de triglicéridos (Prates
et al., 2023). Los otros tratamientos con restriccién alimenticia (T50 y T25), no causaron
modificaciones en actividad de la lipasa, confirmando que la variacién en la actividad depende de
la restriccion aplicada al camardn (Zhang et al.,, 2010). En cambio, todas las restricciones
alimenticias llevaron a un aumento en las actividades de las enzimas digestivas quimotripsina y
amilasa. La tripsina y la quimotripsina son las principales enzimas proteoliticas presentes en la
glandula digestiva de los camarones, responsables de mas del 60 % de la digestidn de las proteinas
en P. vannamei (Tsai et al., 1986). La quimotripsina mostré una actividad mayor a la de la tripsina,
resaltando la importancia de esta enzima en la digestién de las proteinas en P. vannamei (Muhlia-
Almazan y Garcia-Carrefio, 2002). Se ha demostrado previamente que en camarones alimentados
continuamente con un alimento comercial en un BFT, la ingesta de los fléculos constituye un
aporte adicional de proteinas debido a su alto contenido proteico (Avnimelech y Ph, 2012; Crab
et al., 2012; Panigrahi et al., 2019). Durante los periodos de restriccién alimenticia, es plausible
asumir que los camarones han ingerido mas particulas de biofloc (Rocha et al., 2019), ricas en
proteinas, lo que potencialmente contribuyo al aumento de la actividad de la quimotripsina. Por
otro lado, el aumento de la actividad amilasa en camarones cultivados en sistema biofloc ya ha
sido descrito (Xu y Pan, 2013; Anand et al., 2014; Cardona et al., 2015). Este aumento se podria

explicar por la ingestion de los microorganismos en el biofloc, que por su capacidad a producir
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enzimas extracelulares, estimulan la produccién endégena de los camarones (Anand et al., 2014;
Cardona et al., 2015). Al regreso de la alimentacion a saciedad, los camarones previamente
restringidos podrian disminuir la proporcidon de fléculos ingeridos desde que tenian acceso al
alimento balanceado, lo que puede explicar el regreso de la actividad de la amilasa a su nivel
basal. Sin embargo, durante el crecimiento compensatorio, se pudo observar que la actividad de
la quimotripsina de los camarones fue significativamente mayor a la de los organismos referencia.
Lo cual confirma los resultados de otros estudios que han mostrado un aumento en el uso de
proteinas durante el crecimiento compensatorio (Zhang et al., 2010; Rahman et al., 2020;

Quintino-Rivera et al., 2023).

Por otro lado, el andlisis de las comunidades bacterianas revelé que las proteobacterias
representan el filo predominante en intestino de P. vannamei de los cuatro tratamientos
nutricionales, confirmando estudios anteriores que indican que es el filo principal en el intestino
de estos organismos (Holt et al., 2021; Quintino-Rivera et al., 2023). Entre las Alfaproteobacterias,
las Rodobacterias fueron el filo mas representado, cominmente observado en camarones
saludables (Zhu et al., 2016a; Chen et al., 2017). Solo los Vibrionales mostraron una abundancia
significativamente mayor en los camarones del grupo REF que en los camarones en crecimiento
compensatorio. Estos resultados estan en linea con resultados obtenidos en P. vannamei y P.
monodon, donde se sugiere que la disminucién de su proporcidon se ha considerado como una
ventaja del crecimiento compensatorio (Simon et al.,, 2020; Quintino-Rivera et al., 2023).
Adicionalmente, aun cuando algunas bacterias del género Vibrio son parte de la microbiota
natural e inclusive benéfica para los camarones (Thompson et al., 2010), también se les considera
como especies patdgenas que, bajo ciertas condiciones como aumento de la temperatura,

afectan de manera significativa la sobrevivencia de los camarones (Cheng et al., 2005).

Por otro lado, en el presente estudio, los camarones sometidos a una restriccion moderada del
50 % mostraron una actividad significativamente mas alta de la catalasa que los camarones
alimentados de manera continua. Se puede asumir la actividad de la enzima fue aumentada
debido a la ingestién mayor de particulas de biofloc por parte de los camarones en crecimiento
compensatorio, por su respuesta hiperfagica. Ademads, en el caso de la restriccién moderada

(T50), las propiedades antioxidantes del biofloc permitieron evitar el estrés oxidativo. De hecho,
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otros estudios han demostrado una estimulacion de la actividad antioxidante durante la ingestion
de particulas de biofloc por parte de los camarones P. vannamei (Zhao et al., 2016; Panigrahi et
al., 2019; Soto-Alcala et al., 2019). Se ha mencionado que los compuestos bioactivos del biofloc,
como los carotenoides, la clorofila, los fitoesteroles o los aminodcidos, permiten la estimulaciéon
del sistema inmune y antioxidante de los camarones (Zhao et al., 2016; Panigrahi et al., 2019). El
aumento del sistema antioxidante permitié a los camarones T50 evitar la peroxidacion de los
lipidos durante el crecimiento compensatorio, dafio inherente a la aceleracién del crecimiento

(ver seccién 8.2.2 y Fig. 32).

En términos de rendimiento productivo, el sistema biofloc permitié aumentar la respuesta de
crecimiento compensatorio alcanzado por P. vannamei después de una restriccién alimenticia.
Adicionalmente, el tratamiento T50 permitio lograr un ahorro de mas del 12 % en el consumo de
alimento con 10 dias de restriccién y 30 dias de realimentacion. Esto concuerda con la literatura,
ya que se ha informado que 21 dias de restriccién parcial en BFT han permitido un ahorro del 25
% en P. vannamei (Lara et al., 2017). Asi, la restriccidn alimenticia seguida de una realimentacion
en el BFT parece ser una buena estrategia para optimizar el manejo del alimento en el cultivo de

P. vannamei sin comprometer su estado oxidativo.
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Figura 32. Esquema general del proceso de estrés oxidativo observado durante los experimentos.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion revelaron los siguientes hallazgos relacionados con el tema

del crecimiento compensatorio:

e Los camarones que recibieron 50 % (T50) de la porcién de referencia durante 10 dias
mostraron un crecimiento compensatorio completo tras 40 dias de realimentacién. Esta
estrategia permitio un ahorro del 12 % en el alimento durante un periodo de 40-50 dias,
sin comprometer el peso final de cosecha.

e El crecimiento compensatorio genera un estrés oxidativo transitorio, que no afecto la
resistencia de los camarones a retos de estrés abidticos.

e El uso de macay de circuma como suplementos en el alimento de P. vannamei permitié
mitigar el estrés oxidativo generado por el crecimiento compensatorio tras una exposicion
a 25 % de la porcidn de referencia durante 10 dias (T25).

e El sistema biofloc permitié a los organismos que recibieron 50 % y 25 % de la porcion de
referencia durante 10 dias, y los expuestos a ciclos de ayuno/realimentacién de demostrar
un crecimiento compensatorio completo tras 30 dias de realimentacion.

e El sistema biofloc permitido mitigar el estrés oxidativo generado durante el crecimiento
compensatorio en los camarones previamente expuestos a 50% de restriccion alimenticia

durante 10 dias (T50).

En resumen, la estrategia alimenticia de restriccién parcial bajo estas condiciones parece
prometedora para las granjas de cultivo de camarones, ya que no perturba su resistencia frente
a eventos de estrés, evidenciando que los cambios en el estado oxidativo son temporales y
controlables mediante estrategias de cultivo innovadoras. Sin embargo, esta investigacion se
centré en el estado oxidativo y seria importante considerar otras consecuencias fisioldgicas

asociadas a la estrategia alimenticia antes de aplicarla a gran escala.
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11. ANEXOS

Anexo A.-Altura epitelial de las células hepatopancredticas y superficie muscular de P.
vannamei en condicidn control y bajo un reto de alta concentracion en amonio durante el
experimento 2.

Los valores se presentan como el promedio de las réplicas + desviacidon estandar. Los valores de
p han sido determinadas mediante una ANOVA a dos vias.

Altura epitelial

Tratamientos Retos células Superficie muscular
hepatopancreas

Control 66.6 + 8 846 488 + 10 4497
REF

Amonio 67.9+8.4 727 887 £ 89 553

Control 69.3+5.9 885671 +76725
T50

Amonio 66.1+6.7 809 659 £+ 97 516

Control 64.7+4.5 888 429 + 80 084
T25

Amonio 64.8 £ 6 884 100 + 150 199

Tratamiento 0.579 0.1142

Factores Reto 0.809 0.0782

Tratamiento x Reto 0.740 0.4719




