mmp CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL
CIB NOROESTE, S. C.

Programa de Estudios de Posgrado

“Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los
mecanismos de osmorregulacion del camaron blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estres hipo e

hipersalino a corto y largo plazo”

TESIS

Que para obtener el grado de

Maestro en Ciencias

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales
(Orientacidon en: Acuacultura)

Miguel Angel Hurtado Oliva

La Paz, B. C. S., (Abril de 2004)



ACTA DE LIBERACION DE TESIS

En la Ciudad de La Paz, B, C. S., siendo las 12_ horas del dia 18 _del

Mes de abril _del 2004, se" procedié por los abajo firmantes,

miembros de la Comisién Revisora de Tesis avalada por la Direccién®
de Estudios de Posgrado del Centro de Investigaciones Biologicas

del Noroeste, S. C., a liberar la Tesis de Grado titulada;

“Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los
mecanismos de osmorregulacion del camaron blanco Litopenaeus
vannamei (Boone) expuestos a estrés nipo e hipersalino a corto y

largo plazo”

Presentada por el alumno:

Miguel Angel Hurtado Oliva

Aspirante al Grado de MAESTRO EN CIENCIAS EN EL USO,
' MANEJO Y PRESERVACION DE LOS RECURSOS NATURALES

CON ORIENTACION EN _ _Acuacultura o

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comision
manifestarcn su APROBACION DE LA TESIS, en virtud de que
satisface los requisitos sefialados  por las disposiciones

reglamentarias vigentes.

.r_"/Ja. Caiy Vs

Elena Palacios Mechatnov |lie Racolta Dimltrov

DIRECTORA DE TESIS CO-TUTOR
| oothatae : .

il -

Roberto Civera Cerecedo ) Mdénica Hernandez Rodriguez
GO-TUTOR CO-TUTOR

N
;

APPL - - _.rf_‘-! -
DRA. THELNMA ROSA CASTELLANOS CERVANTES,
DIRECTORA DE ESTUDIOS DE POSGRADO



RESUMEN

La tolerancia y supervivencia de los camarones a las variaciones de salinidad estdn
estrechamente relacionadas con los mecanismos de osmorregulacion. Diversos trabajos en
peces y mamiferos, describen la importancia de los 4cidos grasos altamente insaturados
(HUFA) en la permeabilidad de las membranas y otros procesos relacionados con la
osmorregulacion. Por lo anterior, en la presente tesis se evalu6 la posibilidad de modular
la respuesta osmorreguladora a corto y largo plazo, a través de la suplementacién de
alimento peletizado con dos diferentes niveles de HUFA (0 y 50%), en juveniles de
camaron blanco Litopenaeus vannamei. En el primer experimento (exposicion aguda), los
camarones (3.5 £ 0.5 g) se cultivaron a 30 ups por tres semanas, durante las cuales se
alimentaron con los alimentos mencionados, y al cabo de ese tiempo, se sometieron a tres
salinidades: 5, 30 (control) y 50 ups con un lapso de aclimatacion de 15 horas. En el
segundo experimento (exposicion cronica), los organismos fueron aclimatados a las
mismas salinidades descritas con anterioridad y desde el principio, alimentados durante
tres semanas como en el primer experimento. En ambos experimentos se registraron altos
porcentajes de supervivencia (>70%), pero en el segundo experimento la supervivencia
fue menor en organismos cultivados a 5 ups. Sin embargo, el menor crecimiento en ese
mismo experimento fue en los organismos expuestos a 50 ups. El enriquecimiento del
alimento con HUFA no influyé significativamente en la supervivencia de los juveniles de
camar6n en ninguno de los dos experimentos. La presion osmdtica en hemolinfa varioé en
relacion directa con la salinidad, sin embargo, los organismos que fueron expuestos a
estrés hiposmotico lograron mantener su presion osmotica interna aproximadamente tres

veces mayor a la del medio, mientras que los que fueron expuestos a estrés hiperosmotico



mantuvieron su presion osmotica interna aproximadamente a la mitad en relacion a la del
medio, lo cual demuestra la capacidad de osmorregulacion de juveniles de esta especie. En
el segundo experimento, el porcentaje de humedad en los musculos de los organismos
cultivados a 5 ups fue menor, mientras que la exposicion aguda del primer experimento,
las diferencias no fueron significativas. En branquias, la humedad fue menor en los
organismos cultivados a 50 ups del segundo experimento, mientras que en el primer
experimento, la humedad fue mayor con la exposicion aguda a 5 ups. De manera general,
estos resultados concuerdan con una deshidratacion a altas salinidades y una ganancia de
agua a bajas salinidades. La actividad total de la bomba Na'-K'-ATPasa en branquias
anteriores fue significativamente mayor en organismos cultivados a 5 ups del segundo
experimento. No se encontraron diferencias significativas en la actividad total ni
especifica en relacion a la alimentacion, a pesar de que la composicion de acidos grasos en
las membranas de las branquias fue significativamente diferente entre los organismos
alimentados con 0 y 50% PUFA. Aparentemente, los mecanismos de activacion de la Na'-
K'-ATPasa no son determinantes para la osmorregulaciéon en juveniles de camarén, como
lo son para las postlarvas y en este trabajo solo se le pudo atribuir cierta importancia en

condiciones de estrés cronico hiposmotico.

Palabras clave: Na'-K'-ATPasa, salinidad, crustaceos, HUFA, branquias, estrés agudo,

estrés cronico, aclimatacion.



ABSTRACT

The ability of shrimp to cope and survive during natural salinity fluctuations is associated with
osmoregulatory mechanisms. Highly polyunsaturated fatty acids (HUFA) have an important
effect on these mechanisms, by changing cellular membrane permeability and affecting
activity of proteins associated to the membrane, as has been demonstrated for mammals and
teleost fishes. In this work we explore the possibility of modulating the osmoregulatory
responses in juveniles of white Pacific shrimp, Litopenaeus vannamei, throughout the
supplementation of pellets enriched with two different proportions of HUFA (0 and 50%). In
an acute exposure experiment, shrimp (3.5 + 0.5 g) were grown at 30 psu, fed enriched pellets,
and after three weeks were acclimated to 5, 30 (control), and 50 psu during 15 hours. In a
second experiment (chronic exposure), shrimp were acclimated to different salinities from the
beginning, and fed the enriched pellets described before for three weeks. In both experiments
survival was high (>70%), but shrimp exposed to a chronic salinity of 5 psu had lower
survival. However, the lowest growth rate was found for shrimp exposed to 50 psu. Survival
was not significantly affected by using HUFA-enriched pellets in either experiment. Osmotic
pressure in hemolymph changed significantly in relation to hypo- and hyperosmotic stress:
shrimp exposed to 5 psu in the chronic experiment maintained an osmotic pressure three-fold
higher than the environmental salinity, whereas osmotic pressure in shrimp exposed to 50 ups
was half of the medium. These results confirm the osmoregulatory ability of juveniles of this
specie. The content of water (% moisture) in muscle was significantly lower in organism
exposed chronically to 5 psu, but no significant differences were observed in shrimp exposed
to acute changes in salinity. Water content in gills was significantly less in shrimp exposed

chronically to 50 psu, but moisture content in gills in the acute exposure was higher at 5 psu,



in agreement with dehydration observed in tissues under hyperosmotic stress and a gain of
water in organisms exposed to hyposmotic conditions. The activity of Na'-K'-ATPase in
anterior gills was significantly higher in shrimp exposed to chronic hyposmotic conditions. No
significantly differences were observed in total and specific activity of Na'-K'-ATPase in
relation to enrichment with PUFA, although the composition of fatty acids in the cell
membrane of gills was significantly different between organisms fed enriched 0 and 50%
PUFA pellets. Apparently, the activation of Na'-K'-ATPase is not essential for

osmoregulation in juveniles, as is the case for postlarvae of the same species.

Keywords: Na'-K'-ATPase, salinity, crustacean, HUFA, gills, cute stress, chronic stress,

acclimatization.
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I. INTRODUCCION.

La pesqueria del camarén a nivel mundial se ha mantenido constante durante las
ultimas décadas, lo cual sugiere que la actividad se encuentra en su capacidad méaxima de
explotacion sustentable (Lopez-Martinez et al., 2000). La sobreexplotacion de los recursos
naturales provoca que el tamafio de las poblaciones y la talla de captura disminuyan y, por lo
tanto, el costo aumente. Como consecuencia de esta escasez, la produccion proveniente de las
técnicas de cultivo se ha incrementado a nivel internacional, nacional y regional (SEPESCA,
1990). La produccién mundial de camardn por acuacultura para el afio 2001 fue de 1,087,111
toneladas métricas con un valor de USD §$ 6,880,068,900. El camarén de cultivo represento el
26% de la produccion total para el afio 2000 (FAO, 2002). En este mismo ano en México, la
produccion de camaron por acuacultura fue de 31,362.8 toneladas métricas, aproximadamente
el 30% de la produccion total de camarodn, de las cuales la principal especie cultivada fue el
camaroén blanco del Pacifico (Escutia, 2001).

El camardn blanco del Pacifico, Penaeus vannamei (Boone, 1931), actualmente
conocido como Litopenaeus vannamei (Pérez-Farfante y Kensley, 1997), es un camar6n
peneido nativo de la costa del Pacifico que se distribuye desde Sonora en el Golfo de
California hasta Perti. Como adulto habita en zonas bentdnicas costeras hasta profundidades
de 72 m, donde se reproduce (Martinez-Cordova, 1999). En estadio de postlarva (PL) migra
de hébitos planctonicos marinos a estuarinos, donde termina la transformacion de postlarva
hasta alcanzar la etapa de juvenil. Los ambientes estuarinos estdn sujetos a grandes
variaciones de salinidad, temperatura y oxigeno disuelto (Dall, 1981, Bouaricha ef al., 1991),
estas variables fisicoquimicas influyen en la supervivencia de postlarvas (PL) y juveniles de

camaroén al incidir en su capacidad de adaptacion a la variabilidad de estas zonas costeras.
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Bajo condiciones de cultivo estos organismos también enfrentan fuertes variaciones de
salinidad y temperatura, y solo aquellos que toleran dichos cambios pueden sobrevivir y
crecer (McGraw et al., 2002). La tolerancia y la supervivencia del camarén a las variaciones
de salinidad dependen entre otras cosas, de su capacidad de osmorregulacion la cual les

permite mantener su concentracion interna de manera independiente a la del medio externo.
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II. ANTECEDENTES

: iy + o+
a) Mecanismos de osmorregulacion: Na -K* ATPasa

En los organismos acudticos, la capacidad de osmorregulacion se puede definir como
la diferencia existente en el gradiente osmotico entre la hemolinfa y el medio externo
(Charmantier et al., 1988; Bouaricha ef al., 1991; Brown y Terwilliger, 1992; Péqueux, 1995;
Charmantier, 1998). La capacidad de osmorregulacion aparece en los camarones peneidos en
el estadio de zoea y llega a su maximo en el estadio de PL5 (postlarvas en estadio cinco, de
aproximadamente diez dias de edad) (Thuet et al., 1988; Bouaricha et al., 1991; Brown y
Terwilliger, 1992; Anger y Charmantier, 2000). La capacidad osmorreguladora depende de
distintos mecanismos, entre ellos y de los mas importantes es la bomba de Na'-K " localizada
en la membrana basolateral de las branquias, tanto de peces (Evans ef al., 1999; Sakamoto et
al., 2001) como de crustaceos (Siebers et al., 1985; Dickson et al., 1991; Bouaricha et al.,
1991; Sommer y Mantel, 1991), la cual se encuentra acoplada a una ATPasa (EC 3.6.1.37)
que la provee de energia. El incremento en la actividad de la Na"™-K~ ATPasa es un proceso
de adaptacion esencial durante el ciclo de vida del camardn. Esta capacidad de los organismos
se incrementa con el desarrollo larvario y especialmente al desarrollarse el epitelio branquial,
principal estructura encargada de dichos procesos. En crustaceos con capacidad
osmorrguladora, el transporte de iones se realiza a nivel de branquias posteriores y la
respiracion en las anteriores (Siebers et al., 1985; Thuet et al., 1988; Dickson et al., 1991;
Chausson y Regnault, 1995). En este sentido, el epitelio branquial ademas de tener una
funcién en el intercambio gaseoso, es fundamental para los procesos de osmorregulacion y en

el balance de pH del organismo (Henry, 2001; Crockett, 1999).
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Los mecanismos de osmorregulacion en peces teledsteos eurihalinos y los procesos de
aclimatacion tanto a bajas como altas salinidades han sido revisados y documentados por
varios autores (Evans et al., 1999; Sakamoto ef al., 2001; McCormick, 2001; Manzon, 2002).
Se ha demostrado que los peces marinos tienden a perder agua facilmente a través de su
superficie corporal, principalmente de las branquias. Para compensar esta pérdida de agua los
organismos marinos ingieren cantidades importantes de agua que es absorbida en conjunto
con los iones disueltos en ella a través del intestino. El exceso de Na™ y CI” son excretados a
través de las branquias y en particular por la actividad de la Na"™-K'-ATPasa, permitiendo
mantenerse hiposmoéticos con respecto al medio marino. En contraste, los peces
dulceacuicolas tienen que eliminar el agua que entra continua y pasivamente a través de su
cuerpo. Estos peces, a diferencia de los marinos, producen grandes cantidades de orina
hipoténica y no beben agua. La pérdida pasiva de iones en la orina es compensada por el
transporte activo a través de las branquias, en las cuales participa la Na'-K'-ATPasa. En
conclusion, los peces teledsteos que viven tanto en medios hipotdnicos como hipertdnicos el
intercambio i6nico se lleva a cabo principalmente en el epitelio de las branquias (Fig.1).

En crustidceos ocurre un proceso similar cuando estos son transferidos a un medio
diluido, generando un eflujo de Na' y un influjo de agua desde el medio. Para mantener los
niveles i6nicos adecuados en el interior del organismo, en las branquias se activa la bomba de
Na™-K" que intercambia el Na" presente en el interior de las branquias por K* del plasma. La
transferencia de Na' desde el exterior hacia el interior de las branquias se lleva a cabo por
medio de un mecanismo de intercambio de iones Na' por iones H' localizado en la membrana
apical de las branquias (Siebers et al., 1985; Sommer y Mantel, 1991; Chausson y Regnault,
1995). La anhidrasa carbonica (EC 4.2.1.1) (Fig.2) tiene la funcién principal de hidratar el
didxido de carbono (CO,) para su transporte en sangre, esto genera iones bicarbonato (HCOs")
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y protones (H+) (Henry y Cameron, 1983; Thuet et al., 1988; Henry, 1996; Henry, 2001). Los
protones generados en esta reaccion, crean un gradiente que a su vez promueve la entrada de
Na" desde el exterior hacia adentro de las branquias (Berlind y Kamemoto, 1977; Sommer y
Mantel, 1991), mientras que los iones bicarbonato son intercambiados por iones Cl™ en la
membrana apical del tejido branquial (McCormick, 2001).

La actividad de la Na'-K" ATPasa varia en funcién de la salinidad a la cual se
aclimatan los crustaceos, siendo menor en aquellos aclimatados a 30 ups y mayor a 10 ups
(Siebers et al., 1985, Lucu y Towle, 2003). Por otro lado, la actividad y sintesis de estas dos
enzimas se incrementa conforme la larva se desarrolla, y como consecuencia puede aumentar
su capacidad osmorreguladora (Thuet ef al., 1988; Charmantier et al., 1994; Charmantier et

al., 1988; Charmantier y Charmantier-Daures, 1991).
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Fig.1 Ubicacion de la Na™-K" ATPasa en las células clorhidricas de la membrana branquial
de peces teledsteos y su participacion en los mecanismos de osmorregulacion.

Células secretoras tipo a (lado izquierdo) y captadoras tipo B (lado derecho). Tomado
de McCormick, 2001.
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Fig.2 Intercambio i6nico y activacion de la anhidrasa carbonica.

Los principales eventos relacionados ante un estrés agudo (minutos-horas) y los
efectos durante la aclimatacion (dias-semanas) de los peces teledsteos, tanto a bajas como
altas salinidades, son descritas brevemente en la Tabla I. En ella se muestran los dos tipos de
células del cloro o clorhidricas (o y B) que se pueden encontrar en funcidn de la salinidad, los

principales iones que participan en el balance i6nico y los intercambios acoplados entre ellos,

asi como la importancia de la Na'-K" ATPasa.
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Tabla I. Adaptaciones a corto y largo plazo a diferentes salinidades en las células clorhidricas de las

branquias de peces (Sakamoto ef al., 2001).

Adaptacion a altas salinidades

Tiempo Eventos relacionados Células clorhidricas
Minutos/horas Osmolaridad externa y [Ca*] T
Osmolaridad plasmatica T Canales apicales abiertos
Na*-K*-ATPasa T
Eliminacion de Na*y CI- T
Dias/semanas Osmolaridad plasmatica \ Na*-K*- 2CI" contratransportador

y canales ionicos intercelulares T
Sintesis de células tipo a (secretoras) T

Disminucion de células tipo B (captadoras) ¥

Adaptacion a bajas salinidades

Minutos/horas Osmolaridad externa y [Ca'] J Canales apicales cerrados
Osmolaridad plasmatica ¢ Captaciéon de Na*y CI' T
Na*-K*-ATPasa T
Dias/semanas Osmolaridad plasmatica 7 Captacién de Na"y CI-

Diminucién de células tipo o (secretoras)
Sintesis de células tipo B (captadoras) T

Aumento ( M), disminucién (V) y restablecimiento parcial o total (7 6 N).

En crustaceos, la actividad de la Na'-K" ATPasa se puede incrementar a corto plazo
(i.e. minutos-horas) como respuesta a la estimulacion hormonal por dopamina, mientras que a
largo plazo (i.e. dias-semanas) hay una mayor sintesis de proteina (ATPasa) como
consecuencia de los cambios de salinidad (Lignot et al., 2000). A corto plazo hay una
activacion local de la Na'-K™ ATPasa y ocurren cambios en la permeabilidad de las
membranas branquiales (Mantel, 1985; Thuet et al, 1988; Sommer y Mantel, 1991; Fingerman
et al., 1994). A largo plazo se incrementa la sintesis de estas enzimas y posiblemente el
numero de células especializadas en el transporte de iones en las branquias. Este mecanismo
esta regulado por hormonas secretadas en el complejo glandula-sinusal/6rgano X (Berlind y

Kamemoto, 1977; Mantel, 1985; Nan et al., 1993; Charmantier-Daures et al., 1994; Eckhard

et al., 1995; Kiron y Diwan, 2000).
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b) Acidos grasos y permeabilidad de membranas celulares.

Otro mecanismo que afecta la capacidad de osmorregulacion en crusticeos y peces es
la permeabilidad de las membranas celulares, principalmente a iones (Whitney, 1974; Leray et
al., 1984; Morris et al., 1982). La permeabilidad al agua esta dada por via intercelular, por
poros membranales en la bicapa lipidica o directamente a través de la bicapa lipidica (Morris
et al., 1982). La exposiciéon de crusticeos en medios hiposmoticos o de baja salinidad,
disminuye la permeabilidad a los iones, la cual puede ser modulada por la composicion de
acidos grasos de la membrana branquial. En anfipodos expuestos a medios diluidos o de baja
salinidad, se ha descrito un incremento en la sintesis de acidos grasos saturados en branquias,
con la consiguiente reduccion de la fluidez de la membrana branquial y el influjo de agua
hacia la hemolinfa al (Morris ef al., 1982). En cambio, algunos autores han observado un
incremento de acidos grasos poliinsaturados en peces (Leray ef al., 1984), rotiferos (Frolov et
al., 1991) y algas (Lee ef al., 1989) al ser transferidos a medios de mayor salinidad.

Los 4cidos grasos, ademas de su papel en la fluidez de la membrana, pueden modular
directamente la actividad de la bomba Na'-K" ATPasa. Tal es el caso en Artemia sp., donde se
observd la inactivacion de esta enzima con altas concentraciones de 4acidos grasos
poliinsaturados (PUFA por sus siglas en inglés) (Morohashi ef al., 1991). Por el contrario, en
tejidos de mamifero se ha reportado que la actividad de la Na'-K~ ATPasa es inhibida por
acidos grasos saturados, mientras que es estimulada por PUFA (Kimelberg vy
Papahadjopoulos, 1972; Poon et al., 1981). En células nerviosas y eritrocitos de rata, se
demostré que la actividad de la Na™-K" ATPasa esta correlacionada con la composicion de
acidos grasos de la membrana en que la enzima se encuentra inmersa y que dicha composicion

puede ser modificada a través de la dieta (Djemli-Shipkolye et al., 2002). De forma similar se
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demostrd que la actividad enzimatica de la Na'™-K™ ATPasa y la composicion de 4cidos grasos
de tejido renal y cerebro estdn estrechamente correlacionadas, encontrando diferencias entre
distintos vertebrados (Wu et al., 2001). Sin embargo, la relacion entre la bomba Na™-K"
ATPasa y los 4cidos grasos no siempre existe, como fue descrito para anguilas transferidas a

una mayor salinidad (Crockett, 1999).

¢) Aminoacidos libres.

Otro mecanismo de osmorregulacion en organismos acuaticos ante las fluctuaciones en
la salinidad del medio, es el reajuste de los niveles de proteinas y aminodcidos libres en el
medio extra e intra-celular, respectivamente (Watts et al., 1996). Los organismos que son
expuestos a un incremento en la salinidad del medio, produce un aumento en los niveles de
aminoacidos libres en los tejidos, lo cual resulta en un equilibrio osmoético en relacion con el
medio hipersalino (Gilles, 1977; Marangos et al., 1989; Nery y Santos, 1993; Watts et al.
1996; Okama y Abe, 1998). Los aminoacidos libres son los compuestos organicos que tienen
mayor injerencia en los mecanismos de osmorregulacion de crustaceos peneidos (Dall et al.,
1990). En Penaeus vannamei (McCoid et al., 1984) y P. japonicus (Dalla-Via, 1986) se ha
obtenido una relacion lineal en el incremento de los aminoécidos libres en el tejido muscular
con respecto al incremento en la salinidad en un intervalo de 10-50 ups. En otras especies de
crustaceos se ha demostrado, que al ser transferidos a un ambiente diluido, los aminoacidos
libres bajan en musculo y hepatopancreas (Okama y Abe, 1998), asi como en hemolinfa
(Gilles, 1977) y en nauplios de Artemia (Watts et al., 1996). Una parte de estos aminoacidos
son usados para la gluconeogénesis en branquias (Nery y Santos, 1993), mientras que el resto

de ellos son utilizados para la sintesis de proteinas. Los principales aminoacidos libres que
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participan en la osmorregulacion son no esenciales como la glicina, prolina, alanina y taurina,
sin embargo se puede encontrarse aminoacidos esenciales como la arginina y la lisina

(Marangos et al., 1989; Dall et al., 1990).
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[II. Justificacion

La intensificacion del cultivo del camaron en las zonas costeras y las densidades de
organismos que actualmente se manejan dentro de los sistemas de produccion demanda un
eficiente control de las variables fisicoquimicas del agua en que los organismos se desarrollan
y crecen hasta alcanzar tallas comerciales. La salinidad es una variable fisicoquimica muy
importante dentro de los sistemas de produccion, ya que puede influir en la supervivencia y el
crecimiento de los organismos. Las variaciones de salinidad se encuentran estrechamente
relacionadas con los cambios ambientales, y la supervivencia de los organismos con la
capacidad de poder enfrentar fisioldgicamente el estrés causado por la disminucidon o aumento
en la salinidad. Esta capacidad estd determinada en gran medida, por los mecanismos de
osmorregulacion, y en términos generales por la condicion fisiologica de los organismos. Los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son constituyentes importantes de las membranas
celulares, los cuales modulan la permeabilidad y su fluidez, asi como la actividad de proteinas
membranales. Sin embargo, la relacion que existe entre éstos y principalmente el papel de los
PUFA ante el estrés causado por las variaciones de la salinidad en juveniles de camardn es
desconocida. Y mds aun, es incierto si la condicion fisiologica puede ser modulada a través de
la alimentacion y si esta permitird incrementar la tolerancia a los cambios de salinidad.

Por lo anteriormente descrito, es importante evaluar el papel que desempenan los
PUFA en los mecanismos de osmorregulacion del camarén con la finalidad de proponer
estrategias de alimentacion que a través de alimentos especificos, optimicen su cultivo a nivel

comercial.
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IV. HIPOTESIS

1) La actividad de la Na™-K" ATPasa se incrementa en juveniles de camarén blanco expuestos

tanto a baja como a alta salinidad.

2) La actividad de la Na"-K" ATPasa estd modulada por la concentracién de PUFA en las

membranas branquiales.

3) La incorporacion de PUFA en los distintos tejidos del camarén, incluyendo branquias,

variard en funcion de la cantidad de 4acidos grasos contenida en el alimento.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Objetivos 13

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de
osmorregulacion de juveniles de camaron blanco, expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto

y largo plazo.

Objetivos Particulares

1) Evaluar el crecimiento, la supervivencia y la condicion fisiologica de los organismos en

condiciones de estrés cronico de baja y alta salinidad.

2) Analizar los mecanismos de osmorregulacion durante la exposicion aguda y cronica en

baja y alta salinidad.

3) Determinar la influencia de la suplementacion de PUFA sobre el crecimiento, la

supervivencia, el FCA y la proporcion de acidos grasos en distintos tejidos.

4) Determinar el papel de los PUFA en las respuestas osmorreguladoras durante la exposicion

a estrés agudo y cronico en baja y alta salinidad.
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VII. MATERIAL Y METODOS.

1. Cultivo y aclimatacion de juveniles a las condiciones de laboratorio.

Los juveniles de camardn utilizados en los experimentos se obtuvieron a partir del
excedente del Programa de Mejoramiento Genético del Centro de Investigaciones Bioldgicas
del Noroeste (CIBNOR). Los organismos de 3.5 £ 0.5g fueron transferidos de los estanques
supralitorales al “Laboratorio de Mejoramiento de Semillas” del CIBNOR para ser
aclimatados en unidades experimentales (taras de plastico) de 0.25 m” y 60 litros de
capacidad, las cuales constituyeron las réplicas de los experimentos. Se colocaron 16
organismos en cada una de las unidades experimentales, las cuales se cubrieron con maya de
plastico tipo mosquitero para evitar que los organismos se estresaran y saltaran fuera de los
estanques. La temperatura se mantuvo en 25.4°C (£0.6) y la salinidad a 30 ups con recambio
de agua del 80% diario. Los estanques tuvieron aireacion constante para mantener la
concentracion de oxigeno disuelto cercano a la saturacion (5-6 mg/mL). La alimentacion
consistio en alimento peletizado comercial con 35% proteina, el cual fue suministrado a
saciedad en dos raciones diarias, iniciando con el 5% de la biomasa inicial. Transcurrido el
tiempo de aclimatacion de una semana en estas condiciones, se procedio con lo establecido en

cada uno de los experimentos que se describe mas adelante.

2. Alimentos experimentales.

Los alimentos experimentales consistieron en la formulacion y fabricacion de dos
dietas balanceadas en forma de “pellets”, los cuales fueron enriquecidos con emulsiones de 0
y 50% de acidos grasos poliinsaturados provenientes del ICES (Laboratory of Acuaculture
and Reference Center, Bélgica). Los alimentos se formularon con la ayuda del paquete

MIXIT-WIN® y se fabricaron de acuerdo con lo descrito por Goytortiia-Bores (2000), en base
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a los requerimientos nutricios reportados por varios autores (Akiyama y Dominy, 1989;
Camba et al., 1993) para el camardon blanco L. vannamei. La composicion del alimento se
muestra en la Tabla II; mientras que la composicion de vitaminas (Tabla XXX) y minerales

(Tabla XXXI), asi como la fabricacion de los alimentos en el Anexo A.

Tabla II. Composicion de los alimentos experimentales (g/100 g de alimento).

Ingrediente 0% PUFA 50% PUFA
Harina Int trigo (HITO111-1) 40.000 40.000
Pasta de Soya (PS0111-1) 30.400 30.400
Harina de sardina (HP0111-1) 15.810 15.810
Grenetina (GRE0107-1) 4.000 4.000
Premezcla vitaminas Crustaceos 1.800 1.800
Fosfato dibasico de sodio 1.200 1.200
Premezcla Minerales Crustaceos 0.500 0.500
Cloruro de Colina 65% 0.200 0.200
Vitamina C 35% 0.090 0.090
BHT 0.004 0.004
Lecitina Soya (LS0107-1) 2.00 2.00
Emulsion ICES 0% PUFA 4.00 -
Emulsion ICES 50% PUFA - 4.00

Los alimentos fueron analizados para conocer su composiciéon quimica préximal, y a
los cuales se les determin6: % de humedad (estufa a 70°C durante 24 horas), proteina cruda
(micro Kjeldahl), extracto etéreo (Soxhlet), fibra cruda (hidrélisis sucesiva acido-base), ceniza
(mufla a 550°C durante 24 horas) y energia en un calorimetro adiabatico PARR. Los analisis
se hicieron por triplicado y de acuerdo a lo establecido en A.O.A.C (1995). El extracto libre
de nitrégeno (E.L.N) se calculd por diferencia de acuerdo a lo descrito por Tacon (1990).

E.L.N.=100-(% proteina + % extracto etéreo + % ceniza + % fibra cruda)

En la Tabla III se muestran los resultados del anélisis bromatolégico de los alimentos.
En ella se aprecia que los valores de los componentes analizados son similares entre alimentos

(0 y 50% PUFA), por lo que la tinica diferencia es la composicion de 4cidos grasos.
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Tabla III. Composicion quimica proximal de los alimentos experimentales (0 y 50% PUFA).
PUFA | Humedad Proteina* Ext. Etéreo* Ceniza* F. Cruda* E.L.N. Energia
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) Cal/g
0 7.39£0.63 | 36.63+0.11 | 4.58£0.36 6.3 £0.04 2.82+0.01 | 49.8+0.21 4616 + 72
50 7.58£0.11 | 36.21 £0.27 | 4.63£0.52 6.2£0.01 2.78£0.01 | 50.3£0.25 4643 + 116

* Peso base seca

La composicion de acidos grasos de los alimentos se determiné de acuerdo a lo

descrito por Palacios ef al., (2004a) (Anexo D). Los resultados de los analisis de acidos grasos

de la fraccion neutra y polar se muestran en la Tabla IV. En ella se pueden apreciar las

diferencias en el porcentaje de acidos grasos altamente insaturados (HUFA) entre los dos

alimentos (2.7% y 42.3% para 0 y 50% PUFA respectivamente en la fraccion de lipidos

neutros de los alimentos).

Tabla I'V. Proporcion de acidos grasos (%) de la fraccion neutra (LN) y polar (LP)

de los alimentos peletizados con las emulsiones de 0 y 50% PUFA.

0% PUFA 50% PUFA
LN LP LN LP
14:0 7.4610.63 1.43+£0.17 1.05+£0.24 0.84+0.13
16:0 19.68+0.29 22.51+0.94 10.65%0.46 19.93+0.72
18:0 4.711£0.14 4.10£0.21 3.47+0.23 4.03+£0.29
16:1(n-9) 0.16+0.03 0.15+0.07 0.11+0.08 0.10£0.12
16:1(n-7) 2.28+0.06 1.01+0.06 1.65+0.28 1.2240.18
18:1(n-9) 18.41£0.62 11.24£0.29 9.55+0.30 10.75+£0.48
18:1(n-7) 2.08+0.05 1.66+0.12 1.8610.14 1.70+0.10
20:1(n-9) 0.48+0.07 0.31£0.16 1.44+0.28 0.52+0.14
18:2(n-6) 34.76+0.84 46.24+0.90 19.29+0.80 44.26+2.49
18:3(n-3) 4.17£0.15 5.13+£0.23 2.61+£0.27 4.83+£0.17
20:4(n-6) 0.35+0.06 0.40+0.25 0.90+0.21 0.63+£0.20
20:5(n-3) 0.95+0.12 0.95+0.19 16.59£0.60 2.35£0.43
22:5(n-3) N.D. 0.21+0.24 3.03+0.33 0.87£0.20
22:6(n-3) 1.3740.12 1.76+0.24 18.47£0.71 4.07£1.05
2 SAT. 33.65+0.60 30.13£1.22 17.04£0.46 26.82+0.52
2~ MONO 24.331+0.54 14.85+0.64 17.21£0.52 15.77£1.45
2 PUFA 42.02+1.04 55.03+£0.72 65.75+£0.61 57.41+£1.47
2 HUFA 2.6610.14 3.32+0.66 42.31+£0.96 7.92+1.58
(n-3)/(n-6) 0.18+0.00 0.0610.01 2.02+0.32 0.15+£0.04
22:6/20:5 1.46+0.28 1.89+0.32 1.11+0.14 1.7240.25
1. Insaturacion 12242 14243 29542 16316

Sat: Saturados
PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.

N.D.: No detectado.
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A. PRIMER ESTUDIO (EXPOSICION A ESTRES AGUDO): Papel de los PUFA en los
mecanismos de osmorregulacion ante estrés hipo- e hiper-osmotico y su efecto a corto plazo.

Transcurrido el tiempo de aclimatacion y adaptacion durante una semana de los
juveniles de camarén a la condiciones de laboratorio antes descrita, se determind el peso
individual de cada organismo y se inici6 el suministro del alimento balanceado enriquecido
con las emulsiones de referencia (0 y 50% PUFAS), el cual fue proporcionado en dos raciones
diarias a saciedad aparente, iniciando con el 5% de la biomasa inicial y disminuyendo o
aumentando la racion segun el consumo. La temperatura se mantuvo a 25.4°C (+£0.6) y la
salinidad a 30 ups, con recambio de agua del 80% diario. La temperatura y el oxigeno disuelto
fueron monitoreados diariamente por la mafiana a través de un oximetro modelo YSI 50B
previo al recambio de agua. Los organismos muertos en cada una de las unidades
experimentales fueron desechados y remplazados con animales marcados de peso similar para
mantener la densidad de cultivo constante durante todo el ensayo (los organismos marcados
no fueron usados en los analisis quimicos posteriores). Las heces fueron removidas
diariamente, asi como el alimento no consumido. Para calcular el factor de conversion
alimenticia (F.C.A.), se cuantifico el alimento residual a simple vista por medio de una escala
hecha a partir de porciones de alimento de peso conocido. Los organismos fueron sometidos a
un fotoperiodo de 12 horas luz por 12 de oscuridad.

Al término de 21 dias, los organismos fueron expuestos gradualmente a cada una de las
salinidades de experimentacion, considerando la salinidad de 30 ups como control, la
salinidad de 5 ups como hiposmotica y la salinidad de 50 ups como hiperosmética. Las
salinidades se establecieron con base en los resultados obtenidos en un experimento

preliminar en el cual se determiné el porcentaje de mortalidad a largo del tiempo en cinco
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lotes de juveniles de camardén que se encontraban a una salinidad inicial de 30 ups al
someterlos a estrés agudo en tres salinidades distintas (0, 55 y 65 ups), descartandose la
salinidad de 65 ups por presentarse el mayor porcentaje de mortalidad (90%) después de 180

minutos (Tabla V).

Tabla V. Mortalidad (%) durante el estrés agudo: estudio preliminar.

Tiempo (minutos) 0 ups 55 ups 65 ups

30 1 0 1
60 1 1 7
90 4 8 18
120 9 13 37
150 24 15 63
180 36 19 90

El cambio de salinidad se hizo en las mismas unidades experimentales (taras) en donde
se encontraban los organismos mediante un sistema de goteo por gravedad con un flujo de
0.72 L/h 'y con una razéon de cambio en la salinidad de 1.6 ups/h. Como consecuencia, para
lograr una salinidad de 5 ups se necesitaron aproximadamente 15.6 horas. y para la salinidad
de 50 ups se necesitaron 12.5 horas. Este sistema fue previamente calibrado en ensayos
preliminares para graduar el flujo necesario y lograr los cambios de salinidad, misma que fue
monitoreada continuamente en todas las unidades experimentales hasta lograr las salinidades

requeridas.

Muestreo

Concluida la transferencia de los camarones a las salinidades antes mencionadas, se
procedid a su muestreo, sacrificio y preservacion. Para esto, a los organismos se les privo de
alimento 24 horas previo a la transferencia y sacrificio. En el muestreo se determiné el peso de
cada individuo por medio de una balanza digital, eliminando el exceso de agua con una toalla

de papel. A continuacién se tomaron 10 uL de hemolinfa de cada uno de los organismos por
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medio de una micropipeta para la determinacion de la presion osmotica (ver 1. Andlisis en
hemolinfa). El resto de la hemolinfa se extrajo con una jeringa hipodérmica enjuagada en
oxalato de potasio como anticoagulante (Vargas-Albores et al., 1993) disuelto en solucion
isotonica de crustaceos (SIC: 450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM HEPES, pH 7.3; Mendoza,
1992). Posteriormente se separd el plasma del tejido sanguineo por medio de una micro
centrifuga a 1000 x g durante 3 minutos y a una temperatura de 4°C, a continuacion las
muestras se conservaron a -20°C para posteriores analisis (ver andlisis hemolinfa). Una vez
extraida el resto de la hemolinfa se procedio al corte del Gltimo segmento del abdomen junto
con los urépodos para identificar el estadio de muda a través de la observacion directa del
crecimiento de setas (Robertson er al., 1987) con ayuda de un microscopio Ooptico.
Posteriormente cada uno de los organismos se envolvid en papel aluminio, se etiquetd y se
congeld en nitrégeno liquido y se guard6 a -70°C para analisis bioquimicos posteriores (ver
analisis en tejidos).

El crecimiento fue estimado a partir del incremento de la biomasa al final de los
experimentos en relacion a la biomasa inicial de cada réplica. La supervivencia se cuantifico a
partir del nimero final de organismos con respecto al numero inicial en cada réplica. La
densidad de cada réplica se mantuvo constante (16 organismos), sustituyendo continuamente
los organismos muertos por otros marcados, los cuales no fueron muestreados al final del

experimento. El factor de conversion alimenticia (FCA) se cuantifico de la siguiente manera:

FCA = _Alimento suministrado
A Biomasa corregida
Donde el incremento (A) de la biomasa fue corregido por el nimero de muertos de cada
acuario de la siguiente forma:

(A) Biomasa corregida = biomasa final por acuario + [1/2 (peso inicial promedio - peso final promedio)*

(mimero de muertos)] - biomasa inicial por acuario

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Material y Métodos 20

B. SEGUNDO ESTUDIO (EXPOSICION A ESTRES CRONICO): Papel de los PUFAS en
los mecanismos de osmorregulacion ante estrés hipo- e hiper-osmotico y su efecto a largo

plazo.

Este segundo experimento se realizé de forma similar al primero, s6lo que en éste los
organismos fueron paulatinamente aclimatados a las mismas salinidades experimentales (5, 30
y 50 ups) y mantenidos bajo estas condiciones durante un total de 21 dias. Los alimentos,
sistemas de cultivo, monitoreo de parametros fisicoquimicos del agua, rutina de
mantenimiento y muestreo de los organismos se realizd de la misma forma descrita con

anterioridad en el primer estudio.
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1. ANALISIS EN HEMOLINFA

1.1 PRESION OSMOTICA

La presion osmotica se determind en la hemolinfa que fue obtenida a través de la
puncion en la membrana tordxico-abdominal de los organismos previamente seca con papel
absorbente, y de la cual se extrajeron 10 pL. de hemolinfa con la ayuda de una micro pipeta,
mismos que se colocaron en un osmometro de presion de vapor (Wescor OM 230B). Para los

detalles del principio de la determinacion de la presion osmotica consultar el Anexo B.

1.2. ANALISIS BIOQUIMICOS

Las muestras de plasma fueron descongeladas para determinar proteinas,
hemocianina, glucosa y lactato. Estas dos ultimas fueron analizadas por métodos enzimaticos
con la ayuda de “kits” comerciales y de acuerdo a la metodologia descrita por Racotta y
Palacios (1998). Las proteinas totales fueron determinadas por Bradford (Bradford, 1976)
con las modificaciones realizadas por (Racotta y Palacios, 1998) y la hemocianina de acuerdo
a lo descrito por Chen et al, 1994 con las modificaciones propuestas por Racotta y
Hernandez-Herrera (2000). Excepto para hemocianina, todas las técnicas utilizadas en el
plasma de las muestras de hemolinfa fueron adaptadas en microplacas tipo “Elisa”, en las

cuales se determind absorbancia en un fotocolorimetro BIORAD 550.

1.2.1 GLUCOSA
La concentracion de glucosa se determind de acuerdo al método (GOD-PAP, Randox)
descrito en el “kit comercial”, el cual consiste en la oxidacidon enzimatica (glucosa oxidasa) de

la glucosa con la liberacion de perdxido de hidrogeno que a su vez reacciona con fenol y 4-
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amino fenazona en presencia de una peroxidasa, dando un cromogeno rojo violeta de
antipirilquinonimina, que es proporcional a la cantidad de glucosa contenida en la muestra.

Se utilizaron 20 pL de plasma y 200 pL de solucion reactiva, mismos que se dejaron
reaccionar por 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion las
microplacas se colocaron en el fotocolorimetro para determinar su absorbancia a una longitud
de onda de 490 nm. La curva tipo se elabord a partir de la solucion estdndar cuya
concentracion es de 100 mg/dL (5.5 mmol/L) con las siguientes concentraciones: 100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.125, 1.5625, 0.17825 mg/dL. Como blanco se utilizd6 SIC (soluciéon salina
isotonica de crustaceos (Mendoza, 1992); compuesta por 450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM

HEPES, pH 7.3).

1.2.2 LACTATO

La concentracion de lactato se determind con el método descrito en el “kit” comercial
(PAP, Randox) el cual consiste en la oxidacion del acido lactico (lactato oxidasa) a piruvato
con la consecuente formacion de peroxido de hidrogeno que su a vez es oxidado por una
peroxidasa, formando un cromégeno de color violeta que es directamente proporcional a la
cantidad de lactato contenida en la muestra.

Se utilizaron 20 pL de plasma y 200 uL de solucidn reactiva, mismos que se dejaron
reaccionar por 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion, las
microplacas se colocaron en el fotocolorimetro para determinar su absorbancia a una longitud
de onda de 540 nm. La curva tipo se hizo a partir de la solucion estandar cuya concentracion
es de 20 mg/dL (2.22 mmol/L) con las siguientes concentraciones: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625

mg/dL. Como blanco se utilizé SIC (Mendoza, 1992).
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1.2.3 PROTEINAS TOTALES

La concentracion de proteinas se determind haciendo una dilucion 1:100 del plasma
con SIC. A partir de esta dilucion se tomaron 10 puL y 200 pL de solucidon reactiva de
Bradford (Sigma), mismas que se dejaron reaccionar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de reaccion, las microplacas se colocaron en el fotocolorimetro para
determinar su absorbancia a longitud de onda 595 nm. Se utilizé una solucién de albumina

sérica bovina como estandar con las siguientes concentraciones: 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625

mg/mL. Como blanco se utilizé SIC (Mendoza, 1992).

1.2.4 HEMOCIANINA

La concentracion de hemocianina se determiné a partir del plasma que se obtuvo de la
centrifugacion de la hemolinfa a 1300 x g por 10 minutos a 4°C. A continuacion se realizé una
dilucion del plasma 1:20 con solucion isotonica de crustaceos (SIC). Posteriormente las
muestras se colocaron en celdas de 1 mL y estas a su vez en espectrofotometro para
determinar su absorbancia a una longitud de onda de 335 nm. La concentracion se determind
de acuerdo al coeficiente de extincion (E'™) equivalente a 2.83 de una solucion de
hemocianina al 1% (1g/100 mL 6 10 mg/mL) en una fotocelda de 1cm (Chen et al. 1994;
Racotta y Herndndez-Herrera, 2000). La concentracion de hemocianina se calculd de la
siguiente manera:

Conc= (abs*Factor de dilucién*10)/E”.
La absorbancia es la obtenida a partir de la dilucién y el factor 10 se utiliz6 para que la

concentracion quedara expresada en mg de hemocianina por mL de hemolinfa.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Material y Métodos 24

2. ANALISIS EN TEJIDO MUSCULAR Y HEPATOPANCREAS

Los hepatopancreas fueron divididos a la mitad para realizar los andlisis bioquimicos y
determinacion de acidos grasos. Mientras que del primer segmento abdominal del tejido
muscular se extrajo una muestra. Ambos tejidos fueron disectados sobre una placa fria,
pesados y liofilizados durante 24 horas. Una vez liofilizados, en el tejido muscular se calculo
la cantidad de humedad y se determiné la concentracién de proteinas (Bradford, 1976) y
carbohidratos totales por el método de antrona (Roe, 1955). Mientras que en los
hepatopancreas se determind la concentracion de carbohidratos y proteinas (mismos métodos
que en musculo), asi como la concentracion de carotenoides (Hatlen er al., 1998) y

triglicéridos (GPO-PAD, Randox) (Palacios et al., 2000).

2.1. PROTEINAS

Las porciones liofilizadas de musculo fueron pulverizadas con la ayuda de una
espatula. Posteriormente, alrededor de 10 mg de muestra fueron digeridos en 1 mL de NaOH
0.5N por 24 horas. De este ultimo se tomaron 10 pL y se le agregé 1 mL de solucion reactiva
de Bradford (Sigma). Se determiné la absorbancia a 595 nm en espectrofotometro. Se utilizo
una solucion de albumina sérica bovina como estandar a concentraciones de: 5, 2.5, 1.25,
0.625, 0.3125, 0.15625 mg/mL. Como blanco se utilizé SIC (Mendoza, 1992).

Los hepatopancreas liofilizados se homogenizaron en 1 mL de SIC y a partir de este se
hizo una dilucion 1:10 con NaOH 0.1 N por 24 horas. Transcurrido el tiempo de digestion, se
tomaron 10 puL. de muestra y se procedid de igual manera que con las muestras de tejido

muscular.
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2.2. CARBOHIDRATOS

El resto del tejido muscular (aprox. 15 mg) fue homogenizado en 1 mL de acido
tricloracético (T.C.A.) al 6% por 2 horas. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 1200
x g (3500 rpm) a 4°C por 15 minutos. Del sobrenadante se tomaron 10 uL a los que se les
afiadi6 1 mL del reactivo de antrona 0.1% (disuelto en acido sulfurico al 76%). A
continuacion se dejaron en bafio de agua caliente a 80°C por 5 minutos. Transcurrido el
tiempo se sumergieron en agua con hielo para detener la reaccion. Se determind la
absorbancia a 620 nm. Se utiliz6 una solucion de dextrosa como estandar en concentraciones
de: 2,1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 mg/mL. Como blanco se utilizo SIC.

Del homogenizado de hepatopancreas en SIC se tomaron 0.5 mL, los cuales fueron
diluidos 1:2 con T.C.A. al 12% por 2 horas. El resto del proceso de las muestras se realiz6 de
forma semejante al efectuado con el tejido muscular, con un tiempo de incubacion en el bafio

de agua caliente de 2 minutos, y en este se utilizaron concentraciones de 10, 5, 2.5, 1.25,

0.625, 0.3125, 0.15625 mg/mL.

2.3. CAROTENOIDES

Estos s6lo se determinaron en las muestra de hepatopancreas y se determinaron de
acuerdo a lo descrito por Hatlen et al., 1998. A partir de los homogenizados se tomaron 100
uL y se les agregd 1 mL de acetona. Las muestras se dejaron reposar por 24 horas a
temperatura ambiente y evitando el contacto con la luz. Transcurrido este tiempo se les agrego
aproximadamente 0.2 g de sulfato de sodio y se centrifugaron a 1600 x g a 4°C por 10
minutos. El sobrenadante se utilizd para determinar absorbancia a 475 nm en fotocelda de

cuarzo de 1 cm. Se utiliz6 acetona como blanco. La concentracion se calculd de la sig.
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manera: concentracion (ug/g) = (abs*10)/(0.19*g de tejido). Donde 10 es el factor de dilucion

y el 0.19 es el coeficiente de extincion E'.

2.4. TRIGLICERIDOS

Al igual que en carotenoides, los triglicéridos s6lo se determinaron en las muestras de
hepatopancreas. Se tomaron 20 pL del homogenizado y se colocaron en microplacas;
posteriormente se les agregdé 200 uL de solucion reactiva del kit comercial (GPO-PAP,
Randox) y se dejaron reaccionar por 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo de reaccion las microplacas se colocaron en el fotocolorimetro para determinar su
absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. La curva tipo se hizo a partir de la solucion
estandar incluida en el “kit” y cuya concentraciéon es de 200 mg/dL (2.29 mmol/L) con las
siguientes concentraciones: 200, 100, 50, 25, 12.5 mg/dL. Como blanco se utilizdo SIC

(Mendoza, 1992).

2.5. ACIDOS GRASOS

El resto de los hepatopancreas (tejido fresco) de cada organismo se colocd en 6 mL de
solucion Folch (1975) (cloroformo: metanol, 2:1 v/v) y se guardaron a -20°C. A cada uno de
ellos se le agregd 10 uL. de BHT (0.5 mg/mL) y 10 uL del 4cido graso 23:0 (2 mg/mL) como
estandar interno. Transcurrido como minimo 24 horas en la solucién Folch, cada 6rgano fue
disgregado con la ayuda de un homogenizador de vidrio, homogenizado con ayuda de un
vortex y posteriormente los lipidos extraidos fueron separados y derivatizados como se
describe en Palacios el al. (2004a) (Ver detalles Anexo E) y cuyo procedimiento se resume

brevemente a continuacion:
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a) Separacién de lipidos.

El homogenizado fue separado en dos partes, una de ellas (3 mL) se guard6 como
respaldo, mientras que en los 3 mL restantes fueron separados los lipidos neutros de los
polares usando cloroformo:metanol (98:2) y metanol respectivamente en microcolumnas

preparadas con micropipetas Pasteur rellenas de fibra de vidrio y silice hidratado al 6%.

b) Derivatizacion.

Las muestras se sometieron a derivatizaciéon con BF3 (Trifloruro de Boro) por 15 minutos
a 95°C. La extraccion de los metil-ésteres de los acidos grasos se realizoé en hexano y se
analizaron en un cromatdgrafo de gases HP G 1800B equipado con una columna polar

DBMAX, usando helio como gas acarreador.

3. ANALISIS EN BRANQUIAS

3.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de la enzima Na'/K" ATPasa se determiné de acuerdo al método descrito
por Holliday et al. (1995), con algunas modificaciones. Se disectaron las branquias de los
camarones en frio, las cuales fueron separadas en anteriores y posteriores. Estas a su vez
fueron liofilizadas por 24 horas y posteriormente homogenizadas en una solucién 0.25 M de
sacarosa y 6 mM de TRIS. La actividad se determind como la diferencia del fosfato liberado
(Pi) por la actividad de la Na'/K"™ ATPasa y el fosfato libre contenido en el tejido (Detalles

Anexo C).
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3.2. PROTEINAS

Del mismo homogenizado de branquias se tomaron 10 pL y se hizo una diluciéon 1:5
con NaOH 0.1N. Se dej6 reposar por 2 horas. El resto del analisis se realizd como se describe

en la seccion 2.1 para el tejido muscular.

3.3. ACIDOS GRASOS
El analisis de 4cidos grasos en las branquias se realiz6é de la misma forma que para las
muestras de hepatopancreas, tanto la separacion de las fracciones de lipidos neutros y polares,

como la derivatizacion. (Detalles Anexo E).
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar las diferencias de crecimiento, supervivencia, factor de consumo
alimenticio y composiciéon bioquimica en hemolinfa, musculo y hepatopancreas, y la
proporcion y concentracion de 4cidos grasos de la fraccion neutra y polar del tejido branquial
y de hepatopéancreas se usaron analisis de varianza (ANOVA) bifactoriales, donde los factores
fijos fueron la salinidad (S) con tres niveles (5, 30 y 50 ups) y la alimentaciéon (A) con dos
niveles (0 y 50% PUFA). Sélo en caso de obtener valores significativos de interaccion de
factores, se procedid a la comparacion de medias individuales por medio de pruebas a
posteriori de Tukey, las cuales se muestran con letras en cada una de las Tablas y Figuras. En
caso de obtener efectos significativos de cualquiera de los dos factores, la comparacion se
limité a medias globales, i.e. de las tres salinidades independientemente de la alimentacion
con PUFA; o de los niveles de PUFA, independientemente de la salinidad.

Todos los resultados estan presentados como media + error estandar (EE). Los
resultados en porcentaje fueron transformados por medio de arcoseno para el andlisis
estadistico, aunque Unicamente se muestran los resultados en porcentaje. Los analisis

estadisticos se hicieron con wun nivel de significancia del 95% (0=0.05).
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VIII. RESULTADOS

1. PRIMER ESTUDIO (Exposicion a estrés agudo)

1.1 Temperatura y Oxigeno

La temperatura del agua promedio diaria del total de los acuarios utilizados en este
estudio se mantuvo en los 25.5°C (£0.6), con una tendencia a disminuir hacia el final del
experimento (Fig. 3), dado que la temperatura no fue controlada por medio de termostatos,

sino que se aprovechd la temperatura ambiental del laboratorio en donde se mantuvieron los

acuarios.
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Fig.3 Temperatura (°C) del agua en los acuarios durante los 21 dias del experimento de estrés agudo.

La concentracion de oxigeno del agua en los acuarios de este experimento se mantuvo
constante durante el tiempo que dur6 el ensayo, en promedio se mantuvo a 5.97 + 0.05

mg/mL, valores que estan proximos a la saturacion (Fig. 4).
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Fig.4 Concentracion del oxigeno (mg/mL) en los acuarios durante los 21 dias del experimento de
estrés agudo.

1.2 Crecimiento, Supervivencia y Factor de Conversién Alimenticio

Tanto el crecimiento como la supervivencia de los organismos no se result6 afectada a
los cambios de salinidad, las cuales se calcularon al término de los 21 dias de cultivo, previo
al estrés hipo- e hipersalino. El porcentaje de crecimiento en peso de los organismos fue de
18.1+2.0, mientras que la supervivencia fue mayor al 80% a lo largo del cultivo. El estrés
salino al que fueron expuestos los organismos no comprometi6 la supervivencia, ya que esta
fue del 100% al momento del cambio de salinidad. En relacion a la alimentacion no se
observaron diferencias en el crecimiento y en la supervivencia durante el cultivo, sin embargo
la supervivencia fue ligeramente mayor en los organismos alimentados con el alimento de
50% PUFA. El factor de conversion alimenticio resultd particularmente alto, sin que se
observaran diferencias en relacion al tipo alimento (4.2+0.4 y 4.2+0.8 para 0 y 50% PUFA,

respectivamente).
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1.3 Anadlisis Bioquimicos

Los resultados de la composicion bioquimica en hemolinfa, misculo y hepatopancreas

se muestran en las Tablas VI a VIII.

1.3.1 Hemolinfa

La salinidad del medio afecto significativamente (P<0.001) la presiéon osmotica de los
organismos, la cual se incrementa conforme aumenta la salinidad del medio al cual fueron
transferidos (Tabla VI). No se observaron diferencias significativas en la presion osmatica en
relacion al alimento o en la interaccion entre factores.

La concentracion de lactato fue afectada por la salinidad (medias globales = 8.1, 12.6 y
10.7 mg/dL para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P < 0.01) y por el alimento (medias globales
= 11.7 y 9.1 mg/dL para 0 y 50%, respectivamente; P < 0.01). Los organismos alimentados
con 0% PUFA tuvieron mayor concentracion de lactato en la hemolinfa, particularmente a 30
y 50 ups, como se muestra por la interaccion significativa (P = 0.015).

La concentracion de glucosa fue significativamente menor en los organismos
expuestos a estrés de hiposalinidad (medias globales = 25.9, 49.5, 41.1 mg/dL para 5, 30 y 50
ups, respectivamente; P<0.001). No se encontraron diferencias significativas por efecto del
alimento.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas y
hemocianina, aunque esta ultima mostrd una tendencia a ser mayor en los organismos que
fueron expuestos a baja o alta salinidad, la cual se reflejo en la relacién hemocianina/proteina
significativamente mas alta en el grupo de los organismos expuestos a 30 ups, en comparacion

a los sometidos a 5y 50 ups.
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Tabla VI. Presién osmoética y analisis bioquimicos (media + E.E.) en la hemolinfa de los organismos alimentados con un
alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0 % PUFA 50 % PUFA

5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

Presion osmética (mmol/kg) 64045 759+15 841+13 64045 74315 83016 0.000 0.318 0.725
Lactato (mg/dL) 7.9240.57° 14.33+1.18* 13.34+1.78" 8.36£0.90° 10.92+0.48"  7.98+0.40° 0.000 0.001 0.015
Glucosa (mg/dL) 27.044.1 58.246.2 389433  24.842.2 40.745.6 43.1945.0  0.000 0.157 0.054
Hemocianina (mg/mL) 59.845.1 64.7+5.5 57.5+2.6 58.0+5.2 74.8+13.5 57.9+1.2  0.059 0.461 0.523
Proteina (mg/mL) 11445 109+2 108+4 108+5 113+18 107+2 0.466 0.369 0.605
Hemocianina/Proteina (%) 5443 66+12 5342 5343 66+6 54+1 0.036 0.887 0.876

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres ultimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplico un analisis de Tukey

para comparar las medias; las letras indican las diferencias.

1.3.2 Musculo

En musculo no se encontraron diferencias significativas en la humedad (%) y en la
concentracion de proteinas (mg/g) con respecto a la salinidad (5, 30 y 50 ups) o a la
alimentacion (0 y 50% PUFA). Por otra parte, se encontraron diferencias significativas con
respecto a la salinidad en la concentracion de carbohidratos con valores significativamente
mayores a 50 ups en ambos niveles de PUFA (medias globales: 21.7, 22.3 y 30.1 mg/g para 5,

30y 50 ups, respectivamente; P < 0.01).

Tabla VII. Analisis bioquimicos (media + E.E.) en musculo de los organismos alimentados con un alimento enriquecido

con 0y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.
0 % PUFA 50 % PUFA

5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

Humedad (%) 78.4£04  76.8£2.3  75.540.3  77.840.8 80.2+3.0 75.4+0.4 0.135 0.516 0.417
Proteina* (mg/g) 694+18 702420 688£18 698+19 713420 67418  0.388 0.990 0.786
Carbohidratos* (mg/g) 18.4£1.9  21.6+2.4 30.0£3.3 249+24 23.0£3.1 30.0+2.2 0.002 0.193 0.428

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres tltimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplico un analisis de Tukey

para comparar las medias; las letras indican las diferencias. *Valores en peso seco.
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1.3.3 Hepatopancreas

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de triglicéridos con
respecto a la salinidad (medias globales = 65.6, 55.2 y 51.2 mg/g para 5, 30 y 50 ups,
respectivamente; P<(0.05). La mayor concentracion se observo a 5 ups para ambos niveles de
enriquecimiento (0 y 50% PUFA).

Se encontr6 una interaccion significativa de salinidad vs. alimentacion (SxA) para el
porcentaje de humedad (P<0.005) y para la concentracién de carbohidratos (P<0.05) en
hepatopancreas (Tabla VIII). En ambos casos, la interaccion indica que la disminucién del %
de humedad y de los carbohidratos a 50 ups ocurre uUnicamente en la condicién de
alimentacion de 0% PUFA, dado que a 50% PUFA el efecto tiende a ser el contrario, con un
incremento a 50 ups. Esto se observa de manera mas clara en el % de humedad por una
diferencia significativa entre las medias de 0 y 50% PUFA, unicamente en los organismos
expuestos a 50 ups.

La concentracion de carbohidratos fue mayor en organismos expuestos a 30 ups y
alimentados con 0% PUFA.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de proteinas y

carotenoides con respecto a salinidad y/o alimentacion.

Tabla VIII. Analisis bioquimicos (media + E.E.) en hepatopancreas de los organismos alimentados con un alimento
enriquecido con 0y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0 % PUFA 50 % PUFA

S ups 30 ups 50 ups S5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

Humedad (%) 75.240.8%  76.640.6° 72.2+1.6° 74.8+12" 74.6£1.0° 77.120.8° 0.640  0.324  0.003
Proteina* (mg/g) 202+10 197+14 17349 20314 20312 187410  0.113 0476  0.847
Carbohidratos* (mg/g) ~ 103+5® 12149° 90+5° 92+8° 95+4° 100+4™  0.078  0.064  0.014

Carotenoides™ (ug/g) 609+73 642172 657145 506144 663£75 56550 0.300 0.253 0.532
Triglicéridos™ (mg/g) 62.4+4.0  59.3+49 49.1+45  62.744.6  51.0£3.3  53.3+42  0.032 0.715 0.330

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres ultimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplicé un analisis de Tukey
para comparar las medias; las letras indican las diferencias. *Valores en peso seco.
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1.3.4 Branquias

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de humedad en branquias
anteriores con respecto a la salinidad (Tabla IX), con valores significativamente mas altos a 5
ups comparado con las otras dos salinidades (medias globales = 83.3, 81.4 y 82.2 para 5,30 y
50 ups, respectivamente; P<0.05). En branquias posteriores no se observaron diferencias
significativas en el contenido de humedad con respecto a ninguno de los factores. Se
encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas (mg/g) tanto en
branquias anteriores como en posteriores con respecto a la salinidad (medias globales para
anteriores = 138.0, 134.5 y 115.6 para 5, 30 y 50 ups; respectivamente (P<0.001) y para
posteriores = 155.4, 154.2 137.5 para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.001), donde se
observa que la concentracion de proteinas en branquias anteriores y posteriores fueron
significativamente menores a 50 ups. En términos generales se encontrd mayor concentracion
de proteina en las branquias posteriores, aunque no se realizé una comparacion estadistica.

No se observaron diferencias significativas en la actividad especifica de la ATPasa con
respecto a la salinidad o alimentacidn, tanto en branquias anteriores como en posteriores.
Tanto la actividad total como la especifica de esta enzima fue en general mayor en las
branquias anteriores que en las posteriores (Tabla IX), aunque no se realizé una comparacion

estadistica.
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Tabla IX. Analisis bioquimicos (media + E.E.) en branquias anteriores (a) y posteriores (p) de los organismos alimentados con un
alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.
0 % PUFA 50 % PUFA
S ups 30 ups 50 ups S ups 30 ups 50 ups S A SxA

Humedad (%) 83.6£0.4  81.4t1.2 824403  83.0+04  81.5+0.9  82.0+0.6 0.035 0.634 0.892
84.2+0.4  83.0£0.7  82.6+0.4  83.5£0.5 83.740.5  84.0+0.8 0.542 0310 0.171
128.0+4.2 136.5+5.1 114.4+4.8 148.1+8.3 132.7#5.0 116.7+3.5 0.000 0.167 0.077
151.945.3 1543485 134.3+5.0 158.9+6.9 154.2+5.1 140.7+4.7 0.006 0.374 0.811

14.59+1.60 13.11+1.36 10.74%1.71 11.63+1.72 12.22+1.25 10.88+1.26 0.274 0.314  0.576

6.33£1.04 6.56£1.42 4.96+1.39 4.72+1.29 7.01£1.07 5.00+1.12 0.331 0.712 0.672
0.12+0.01  0.10£0.01 0.09+0.01 0.08+0.01 0.09+0.01 0.09+0.01 0.929 0.165 0.203

0.04+£0.01  0.05£0.01 0.04+0.01 0.03+0.01 0.05+0.01 0.04+£0.01 0.489 0.491 0.774

Proteina* (mg/g)
Actividad total* (uMPi g h)

Actividad especifica (uMPi mg™' prot.)

T T YT T e

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres tlltimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplico un analisis de Tukey
para comparar las medias; las letras indican las diferencias. *Valores en peso seco.

1.4 Composicion de acidos grasos en hepatopancreas y branquias.

La composicion de los principales dcidos grasos de las fracciones neutra y polar del
tejido branquial y de hepatopancreas se muestran en las Figuras 5 a 20, mientras que el resto
de 4cidos grasos en estos tejidos se muestran las Tablas del Anexo F.

Del total de 4cidos grasos identificados en hepatopdncreas y branquias, se considero y
grafico (media + error estdndar) Uinicamente el porcentaje molar de los siguientes acidos
grasos altamente insaturados (HUFA): el 20:4(n-6) (araquidénico), el 20:5(n-3)
(eicosapentaenoico) y el 22:6(n-3) (docosahexaenoico) asi como el indice de insaturacion de
la fraccion neutra y polar. Se seleccionaron estos como posibles indicadores del efecto por
salinidad y/o alimentacién a la que fueron expuestos los camarones, asi como por su posible

participacion directa o indirecta en la modulacion de la actividad de la ATPasa.
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1.4.1 Hepatopancreas: Fraccion Neutra.

No se observaron diferencias significativas por salinidad o alimentacion, pero si por la
interaccion de factores (SxA) en el porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-6) de la fraccion
neutra en hepatopancreas (Fig.5). La probabilidad de interaccion entre factores (salinidad vs.
alimentacion) se encuentra en el limite de la significancia, por lo que el andlisis a posteriori de
Tukey no fue lo suficientemente sensible para discriminar entre medias y no se incluy6 en la
grafica. Sin embargo, esta interaccion posiblemente se debe a una disminucion del acido
araquidonico cuando los organismos fueron expuestos a 50 ups, unicamente en la condicion

de alimentacion de 0% PUFA, la cual no se presenta en los organismos alimentados con 50%

PUFA.

2.5 7 o
—_ 0 0% PUFA Salinidad P= 0.492
°\° | B 50% PUFA Alimentaciéon P= 0.450
< 20 SxA P=0.048
S
= 1.5 1
=
2 10 -
)
o 0.5 1
<

0.0

5 30 50

Salinidad (ups)
Fig. 5 Porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos neutros en
hepatopéncreas.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
20:5(n-3) de la fraccion neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad, pero si con
respecto a la alimentacion. Se observa que el porcentaje molar del acido graso 20:5(n-3) es
entre un 30 y 40% mas alto en los organismos alimentados con 50% PUFA en relacion a el

alimento con 0% PUFA (medias globales = 3.3 y 10.3 para 0 y 50%, respectivamente) (Fig.6).
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En la interacciéon SxA no se observaron diferencias significativas, pero si se encontr6 una

tendencia (P= 0.058).
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Fig. 6 Porcentaje molar del 4cido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
hepatopéancreas.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
22:6(n-3) de la fraccion neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad, pero si con
respecto a la alimentaciéon (Fig.7). El porcentaje molar de este acido graso en los
hepatopancreas de los organismos alimentados con el alimento de 0% PUFA fue menor en
relacion a los organismos alimentados con 50% PUFA (medias globales = 4.7 vs. 12.4,
respectivamente. Por otro lado, la interaccion entre los factores salinidad vs. alimentacion
(SxA) fue significativa. Esto se debe a que so6lo en la dieta de 0% PUFA hubo cierta variacion
por efecto de la salinidad con los niveles mas bajos a 5 ups y los mas altos a 30 ups, con

valores intermedios a 50 ups.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Agudo 39

Salinidad P= 0.491
Alimentacion P=0.000

:\5 14 7 a 0 0% PUFA q SxA P-0002 A
T 127 W 50% PUFA
S |
g 10

8 —
g b
Z 6
= C
g 47
S 1
3
R o

5 30 50
Salinidad (ups)

Fig. 7 Porcentaje molar del acido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
hepatopancreas.

No se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion de la fraccion
neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad, pero en relacion a la alimentacion y la
interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion). El indice de insaturacion fue
claramente mayor en los hepatopancreas de los organismos que fueron alimentados con el
alimento de 50% PUFA (media global = 226) que en los hepatopancreas de los organismos
que fueron alimentados con 0% PUFA (media global = 146). En el caso de estos ultimos, el
indice de insaturacion disminuy6 a 5 ups (143+2) y 50 ups (142+3) con respecto al control a

30 ups (15443), mientras que en los primeros el indice de insaturacién se mantuvo a 50 ups

(224+3) y aument6 a 5 ups (232%1) con respecto al control (30 ups) (223£2) (Fig. 8).
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Fig.8 Indice de insaturacion (% molar) en la fraccion de lipidos neutros en hepatopancreas.

1.4.2 Hepatopancreas: Fraccion Polar.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido
araquidonico en la fraccion polar en hepatopancreas con respecto a la salinidad, alimentacion

e interaccion de factores (salinidad vs. alimentacion) (Fig.9)

5 Salinidad P=0.989
’? 0 0% PUFA Alimentacion P=0.214
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Fig.9 Porcentaje molar del acido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos polares en
hepatopéncreas.
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No se encontraron diferencias significativas en la fraccion polar en hepatopancreas del
porcentaje del acido graso 20:5(n-3) con respecto a la salinidad ni a la interaccion de factores
(salinidad vs. alimentacion), pero si con respecto a la alimentacion (medias globales = 9.5y
22.4% para 0 y 50% PUFA, respectivamente, P<0.001) (Fig.10). El porcentaje molar de acido
graso eicosapentaenoico de los hepatopancreas de los organismos que fueron alimentados con
el alimento de 50% PUFA es aproximadamente el doble del encontrado en los hepatopancreas
de los organismos alimentados con el de 0% PUFA.
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Fig.10 Porcentaje molar del 4cido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
hepatopancreas.

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de la fraccion polar en
hepatopancreas del acido graso 22:6(n-3) con respecto a la salinidad con valores mas bajos a 5
ups (medias globales = 14.4, 17.0 y 17.6% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P=0.001)
(Fig.11). También se observd que la proporcion de 22:6(n-3) fue dos veces mas alta con el
alimento de 50% PUFA (medias globales = 11.5 y 21.2% para 0 y 50% PUFA,
respectivamente; P<0.001). La interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacidon) no fue

significativa.
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Fig.11 Porcentaje molar del 4cido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
hepatopancreas.

Se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion de la fraccion
polar en hepatopancreas con respecto a la salinidad (medias globales = 261.9, 275.7 y 278.3
para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.05) y alimentacion (medias globales = 227.1 y
316.9 para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig.12), mientras que la interaccion
entre factores (salinidad vs. alimentacidén) no resultd significativa. El indice de insaturacion
encontrado en los hepatopancreas de los organismos alimentados con el alimento de 0%
PUFA es menor con respecto a los alimentados con el alimento de 50% PUFA y disminuye en

relacion a la salinidad.
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Fig.12 Indice de insaturacién (% molar) en la fraccion de lipidos polares en hepatopancreas.

1.4.3 Branquias: Fraccion Neutra

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del &cido graso
20:4(n-6) en la fraccidon neutra en branquias totales con respecto a la salinidad o alimentacion,
aunque en relacion a esta ultima se observd una tendencia (P=0.060) (Fig.13). En los
organismos alimentados con la dieta de 50% PUFA disminuyd ligeramente con respecto a los
alimentados con la dieta de 0% PUFA (medias globales = 6.1 vs. 5.5%, para 0 y 50% PUFA,
respectivamente). La interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion) no resultd

significativa.
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Fig.13 Porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos neutros en
branquias.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
20:5(n-3) en la fraccién neutra en branquias totales con respecto a la salinidad o a la
interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion), mientras que con respecto a la
alimentacion si hay diferencias significativas (medias globales = 19.1 vs. 23.7 para 0 y 50%

PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig.14).
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Fig.14 Porcentaje molar del acido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
branquias.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del &cido graso

22:6(n-3) en la fraccidon neutra en branquias totales con respecto a la salinidad o en la
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interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion), mientras que con respecto a la
alimentacion si se encontraron diferencias significativas (medias globales = 13.1 vs. 16.8 para
0y 50% PUFA (P<0.001) (Fig.15). A pesar de no encontrarse diferencias significativas con
respecto a la salinidad, se observo una ligera tendencia (P=0.103) al incremento de 22:6(n-3)
en organismos controles con respecto a aquellos expuestos a estrés hipo- e hipersalino (medias

globales = 14.8, 15.5 y 14.6% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente).
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Fig.15 Porcentaje molar del acido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
branquias.

Se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion de la fraccion
neutra en branquias con respecto a la salinidad (medias globales = 288, 298 y 289 para 5, 30 y
50 ups, respectivamente; P<0.05) y alimentacion (medias globales = 276 y 307 para 0 y 50%
PUFA; P<0.001) (Fig.16). La interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion) también
fue significativa y los resultados del analisis a posteriori de Tukey se muestran en la grafica.
Se observo que el indice de insaturacion en las branquias de los organismos alimentados con

el alimento de 0% PUFA disminuy¢ significativamente tanto a 5 ups (271£4) como a 50 ups

(269+5) con respecto al control a 30 ups (288+6), mientras que en las branquias de los
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organismos que fueron alimentados con 50% PUFA no observaron diferencias significativas.
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Fig.16 Indice de insaturacion (% molar) en la fracciéon de lipidos neutros en branquias.
1.4.4 Branquias: Fraccion polar.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
20:4(n-6) en la fraccion polar en branquias con respecto a la salinidad y alimentacion (Fig.17).
La interaccién entre factores (salinidad vs. alimentacion) no fue significativa, pero se
considerd como tendencia (P=0.093). El porcentaje molar de este 4cido graso en las branquias
de los organismos que fueron alimentados con el alimento de 0% PUFA presentd una
tendencia a disminuir conforme aumento la salinidad, 5 ups (4.00£0.27); 30 ups (3.94%0.28);
50 ups (3.4510.24), mientras que en los organismos alimentados con el alimento de 50%
PUFA se observo lo contrario, una tendencia a incrementar el porcentaje molar del 20:4(n-6)

conforme aumento la salinidad, 5 ups (3.84+0.22); 30 ups (4.04£0.23), 50 ups (4.38%0.23).
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Fig. 17 Porcentaje molar del acido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos polares en
branquias.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje del acido graso 20:5(n-3)
en la fraccion polar en branquias con respecto a la salinidad, mientras que con respecto a la
alimentacion si se encontraron diferencias significativas (medias globales = 12.9 vs. 19.9%
para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig.18). La interaccion entre factores
(salinidad vs. alimentacion) también resulté significativa (P<0.05), debido principalmente a
que en los organismos alimentados con 0% PUFA, el porcentaje de 20:5(n-3) disminuy6 a 50
ups (12.05+0.45) en comparacion con la salinidad control (13.53+0.43), mientras que en la
dieta de 50% PUFA, el porcentaje es mayor a 50 ups (20.54+0.20) que a 30 ups (19.78+0.53).
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Fig. 18 Porcentaje molar del acido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
branquias.
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No se observaron diferencias significativas en el porcentaje del acido graso 22:6(n-3)
en la fraccion polar en branquias con respecto a la salinidad, mientras que en relaciéon a la
alimentacion las diferencias fueron significativas (medias globales =9.2 vs. 13.8 para 0 y 50%
PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig.19). La interaccion entre factores (salinidad vs.
alimentacion) resultdé no significativa, pero si se aprecia una tendencia (P=0.078). El
porcentaje de este acido graso en las branquias de los organismos que fueron alimentados con
el alimento de 0% PUFA disminuy6 tanto a 5 ups (8.05+0.37) como a 50 ups (9.19£0.71) con
respecto al control a 30 ups (10.38+£0.51), y esta disminucion fue mayor a 5 ups que a 50 ups.
En contraste, en las branquias de los organismos que fueron alimentados con el alimento de
50% PUFA el porcentaje del 22:6(n-3) se mantuvo a 5 ups (13.70+0.68) y presentd una
tendencia a aumentar a 50 ups (14.16+0.26) con respecto al control (30 ups) (13.57£0.52).
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Fig.19 Porcentaje molar del 4cido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
branquias.
No se observaron diferencias significativas en el indice de insaturacion en la fraccion
polar de branquias en relacion a la salinidad, mientras que con respecto a la alimentacién las

diferencias son significativas (medias globales = 208.4 vs. 254.0 para 0 y 50% PUFA,
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respectivamente; P<0.001) (Fig.20). El indice de insaturacion en las branquias de los
organismos que fueron alimentados con la dieta de 0% PUFA disminuyeron tanto a 5 ups
(205+4) como a 50 ups (20515) con respecto al control (30 ups) (216+4), mientras que en los
organismos que fueron alimentados con el alimento de 50% PUFA el indice de insaturacion

en las branquias aumento tanto a 5 ups (253+2) como a 50 ups (259£2) con respecto al control

a 30 ups (251+4) (P<0.05).
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Fig. 20 Indice de insaturacion (% molar) en la fraccion de lipidos polares en branquias.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Cronico 50

2. SEGUNDO ESTUDIO (Exposicion a estrés cronico)
2.1 Temperatura y Oxigeno
La temperatura promedio del agua en el total de acuarios utilizados en este estudio se

mantuvo en los 25.4 (£0.6) °C, con una tendencia a disminuir hacia el final del experimento

(Fig. 21).
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Fig.21 Temperatura (°C) del agua en los acuarios durante |
Ccronico.

dias del experimento de estrés

La concentracion promedio de oxigeno en el agua fue de 5.92 £ 0.09 mg/mL, lo que

representa valores proximos a la saturacion (Fig. 22).
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Fig.22 Concentracion del oxigeno (mg/mL) en los acuarios durante los 21 dias del experimento de

estrés cronico.
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2.2 Crecimiento, Supervivencia y Factor de Conversion Alimenticio

Se encontraron diferencias significativas en el crecimiento (%) de los juveniles de
camaron con respecto a la salinidad (medias globales = 59.5, 66.3 y 40% para 5, 30 y 50 ups,
respectivamente; P<0.01). En este sentido, el crecimiento fue considerablemente menor
(40%) en los organismos cultivados a 50 ups. Con respecto a la alimentacion y la interaccion
no se observaron diferencias significativas, aunque si hubo una tendencia en relacion a la
alimentacion, con menor % de crecimiento para los organismos alimentados con la dieta de
0% PUFA (49.7 vs. 60.8% para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P=0.068), principalmente

en los cultivados a 50 ups (Fig. 23).
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Fig. 23 Crecimiento en peso (%) de los juveniles de camar6n expuestos a estrés salino cronico (0, 30 y
50 ups) y alimentados con dos alimentos enriquecidos con PUFA (0 y 50 %). Los resultados
del ANOVA se muestran en la figura.

El porcentaje de supervivencia fue estadisticamente mayor en los organismos que
fueron cultivados a 5 ups con respecto al obtenido en los organismos control (30 ups),
mientras que el registrado en los organismos cultivados a 50 ups no fue estadisticamente

diferente al control (Fig. 24). En términos generales, se observd un alto porcentaje de

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Cronico 52

supervivencia, encontrandose diferencias significativas con respecto a la salinidad (medias
globales = 73, 94 y 88% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.005). Por otro lado, no se

encontraron diferencias significativas para alimentacion y la interaccion.
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Fig. 24 Supervivencia (%) de los juveniles de camardn expuestos a estrés salino cronico (0, 30 y 50 ups) y
alimentados con dos alimentos enriquecidos con PUFA (0 y 50 %). Los resultados del ANOVA se
muestran en la figura.

Se encontraron diferencias significativas en el factor de conversion alimenticio (FCA)
con respecto a la salinidad, con valores mas bajos para el grupo control (1.3+0.1) que para los
grupos de organismos cultivados a 5 ups (1.7£0.1) y 50 ups (1.610.1). Aunque no hubo una
influencia significativa de la alimentacion, la interaccion entre factores (salinidad vs.
alimentacion) si resulto significativa (Fig. 25). Esto se debid a que la influencia de los PUFA
dependio de la salinidad: a 5 y 30 ups el FCA es ligeramente mayor con 50% PUFA, mientras

que a 50 ups se observo lo contrario, es decir un menor FCA con el alimento de 50% PUFA.
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Fig. 25 Factor de conversion alimenticio (FCA) de los juveniles de camarén expuestos a estrés salino cronico (5,
30 y 50 ups) y alimentados con dos alimentos enriquecidos con PUFA (0 y 50 %). Los resultados del
ANOVA se muestran en la figura.

2.3 Analisis Bioquimicos

Los resultados de la composicién bioquimica en hemolinfa, musculo y hepatopéancreas

se muestran en las Tablas X a XII.

2.3.1 Hemolinfa

En el experimento de estrés cronico, y a diferencia del agudo, so6lo se realiz6 el analisis
de presion osmdtica, lactato y glucosa en hemolinfa limitacion en la cantidad de muestra. Se
encontraron diferencias significativas en la presion osmotica (medias globales = 645, 713 y
814 mmol/kg para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.001) de los organismos expuestos a
distintas salinidades, observandose que ésta incrementd conforme aument6 la salinidad de
aclimatacion (Tabla X). Con respecto a la alimentacion e interaccion de factores (salinidad vs.

alimentacion) las diferencias no fueron significativas (Tabla X).
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No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de lactato con respecto
a la salinidad y alimentacion, mientras que la interaccion entre estos factores si resulto
significativa (Tabla X). Los organismos que fueron cultivados a 30 ups y alimentados con el
alimento de 0% PUFA, tuvieron una mayor concentracion de lactato que los organismos
cultivados en las otras dos salinidades, mientras que con el alimento de 50% PUFA la
concentracion de lactato fue menor a 30 ups.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de glucosa con
respecto a la salinidad o alimentacion (Tabla X), pero la interaccion entre factores fue
significativa (P<0.05). La concentracion de glucosa en los organismos que fueron alimentados
con el alimento de 0% PUFA y cultivados a 5 ups tiende a ser menor (29.5+£10.2 mg/mL) en
relacion con los organismos alimentados con 50% PUFA y cultivados a 5 ups (59.6+6.2
mg/mL). Sin embargo, a 30 ups la concentracioén de glucosa es mayor con 0% PUFA que con

50% PUFA.

Tabla X. Presion osmédtica y analisis bioquimicos (media + E.E.) en hemolinfa de los organismos alimentados con un
alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0 % PUFA 50 % PUFA

S ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

Presion osmotica (mmol/kg) 63811 713£12 809+13 652+17 713410 818£15  0.000 0.484 0.865
Lactato (mg/dL) 10.241.1°  16.0+1.5°  12.6£1.7" 13.741.7° 10.1+1.1' 13.2+#1.1" 0.708 0.607 0.005
Glucosa (mg/dL) 20.5+10.2  49.9+7.5 559467  59.6462  39.8%53  53.6£59 0215 0.302 0.022

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres tltimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30 y 50 ups; A =
alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplico un analisis de Tukey para comparar las medias; las
medias con diferentes letras son significativamente diferentes entre si.

2.3.2 Musculo

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de humedad en el tejido
muscular con respecto a la salinidad, los cuales fueron mayores a 5 ups que a las otras dos

salinidades (medias globales = 79, 77 y 77% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.01).

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Cronico 55

Con respecto a la alimentacion o la interaccion de factores las diferencias no fueron
significativas (Tabla XI).

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas con
respecto a la salinidad, alimentacidn e interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion).
Sin embargo, la concentracion proteinas tiende a ser mayor en los organismos alimentados
con 50% PUFA (medias globales = 918.2 vs. 943.2 para 0 y 50% PUFA, respectivamente;
P=0.079) (Tabla XI).

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de carbohidratos con
respecto a la alimentacion (medias globales = 47.1 vs. 35.5 mg/g para 0 y 50% PUFA,
respectivamente; P<0.001), no asi con respecto a la salinidad o la interaccion entre factores

(Tabla XI).

Tabla XI. Analisis bioquimicos (media + E.E.) en musculo de los organismos alimentados con un alimento enriquecido
con 0y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0 % PUFA 50 % PUFA
S ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
Humedad (%) 78.240.4 77.0£0.3 77.7£0.5 78.8£0.4 77.3x0.5 76.5£0.4 0.005 0.773 0.103
Proteina* (mg/g) 921+22 926129 906+14 994+16 932£19 919+14  0.130 0.079 0.246
Carbohidratos* (mg/g) 50.6£3.4 47.243.3 43.243.7 40.844.17 32.9+2.6 34.6+4.0 0.151 0.000 0.674

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres ultimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplico un analisis de Tukey
para comparar las medias; las letras indican las diferencias. *Valores en peso seco.

2.3.3 Hepatopancreas

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de humedad en
hepatopancreas en relacion a la alimentacion (medias globales = 72 vs. 75% para 0 y 50%
PUFA, respectivamente; P<0.01) (Tabla XII), no asi con respecto a la salinidad, la cual sin

embargo, presentd una tendencia a ser significativa, disminuyendo a 50 ups (medias globales
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=74, 74 y 72% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P=0.069). La interaccion entre factores
(salinidad vs. alimentacion) no result6 significativa.

No se observaron diferencias significativas en la concentraciéon de proteinas con
respecto a la salinidad, la alimentacion e interaccion entre factores (Tabla XII).

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de carbohidratos con
respecto a la salinidad, con valores mas altos a 50 ups (medias globales = 79.4, 75.8 y 104.5
mg/g para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.001). Aunque no hubo un efecto significativo
de la alimentacion, la interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacidon) si resultd
significativa (P<0.001). Esto se debi6 a que el efecto de la salinidad (mayor concentracion de
carbohidratos a 50 ups) fue més acentuado con el alimento de 0% PUFA que con 50% PUFA
(Tabla XII).

La concentracion de carotenoides varid significativamente en relacion a la
alimentacion (medias globales = 564.7 y 652.7 ug/g para 0 y 50% PUFA, respectivamente;
P=0.05), no asi con respecto a la salinidad o interaccion entre factores (salinidad vs.
alimentacion).

Se encontraron diferencias significativas en la concentraciéon de triglicéridos con
respecto a la salinidad (medias globales = 39.7, 47.4 y 54.8 mg/g para 5, 30 y 50 ups,
respectivamente; P<0.01), no asi en relacion con la alimentacion, aunque esta mostrd cierta
tendencia a ser mayor a 50 ups (medias globales = 43.3 y 50.4 mg/g para 0 y 50% PUFA,
respectivamente; P=0.070). La interaccién entre factores (salinidad vs. alimentacién) no

resultd significativa (Tabla XII).
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Tabla XII. Analisis bioquimicos (media + E.E.) en hepatopancreas de los organismos alimentados con un alimento
enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma crénica.

0 % PUFA 50 % PUFA

5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

Humedad (%) 72.640.6  723+1.0 71614  768+1.1 755407  72.7+13  0.069 0.002 0.363
Proteinas* (mg/g) 14849 1557 183+11 160+14 169+8 158+12  0.303 0.972  0.096
Carbohidratos* (mg/g) 7643 68+3° 114£7° 8547 8443 93+5° 0.000 0.707  0.000
Carotenoides* (uig/g) 551428 563435 581435  606.3+51 707350  619.4+62 0433 0.031 0.406

Triglicéridos* (mg/g) 42.5£3.0 52.7+5.3 55.6+4.2 35.444.1 42.0£2.5 53.8+5.8  0.004 0.070 0.566

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres ultimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplico un analisis de Tukey
para comparar las medias; las letras indican las diferencias. *Valores en peso seco.

2.3.4 Branquias

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de humedad con respecto a la
salinidad, tanto en branquias anteriores (medias globales 84, 83 y 82.0% para 5, 30 y 50 ups,
respectivamente; P<0.01) como posteriores (medias globales = 86, 86 y 82% para 5, 30 y 50
ups, respectivamente; P=0.001), donde se observa que a mayor salinidad, menor cantidad de
agua. En branquias anteriores y posteriores no se encontraron diferencias significativas con
respecto a la alimentacion. El porcentaje de humedad las branquias posteriores no vario
significativamente por la interaccion de factores, pero si se observd una tendencia a ser
significativa en las branquias anteriores (P=0.061) (Tabla XIII), puesto que con 0% PUFA el
mayor % de humedad fue a la salinidad de 5 ups, mientras que con 50% PUFA, el menor
porcentaje de humedad fue a la salinidad de 50 ups.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas tanto de
branquias anteriores como posteriores con respecto a la salinidad, alimentacion e interaccion
de factores, pero se observé una tendencia en branquias posteriores (P=0.084). Aunque no se
realizaron analisis estadisticos entre las posiciones de las branquias, se aprecia que la

concentracion de proteinas es mayor en las branquias posteriores (Tabla XIII).
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Se encontraron diferencias significativas en la actividad total de la ATPasa (medias
globales = 12.0, 8.5 y 7.7 uMPi g h™ para 0, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.05) en
branquias anteriores con respecto a la salinidad, mientras que en relacion a la alimentacion o
la interaccion entre factores (salinidad v.s alimentacion) las diferencias no son significativas.
La mayor actividad total de la Na"/K~ ATPasa se encontr6 en las branquias de los organismos
que fueron cultivados a 5 ups y estd fue significativamente diferente, de la actividad
encontrada a 30 y 50 ups (Tabla XIII).

No se encontraron diferencias significativas en la actividad total de la ATPasa en
branquias posteriores con respecto a la salinidad, alimentacion e interaccidon entre factores
(salinidad vs. alimentacion) (Tabla XII).

No se encontraron diferencias significativas en la actividad especifica de la Na"/K"
ATPasa ni en branquias anteriores ni en posteriores con respecto a la salinidad o alimentacion,
asi como tampoco en la interaccion entre estos factores. Si bien no se realizaron andlisis
estadisticos entre la posicidon de las branquias, y a semejanza de lo que se observo para la
actividad total, se encontr6 que la actividad especifica de la Na'/K" ATPasa fue mayor en las

branquias anteriores que en las posteriores (Tabla XIII).

Tabla XIII. Analisis bioquimicos (media + E.E.) en branquias anteriores (a) y posteriores (p) de los organismos alimentados con un
alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma crénica.
0 % PUFA 50 % PUFA
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

84.1+0.3  82.3+0.5  81.7+0.3  83.1+0.6  83.6£0.3  82.4+0.8 0.008 0.396 0.061
85.0£0.9  85.5+0.7  81.3x1.8  86.8£t1.6  85.5£1.0  82.1+0.7 0.001 0.387 0.749
121.8+13.2 123.3+9.7 120.149.6 132.6+10.4 129.7+7.7 124.848.7 0.888 0.394 0.959
149.1+£7.1 154.5+6.1 160.7£4.9 161.5£53 149.9+4.4 146.8+4.4 0.860 0.660 0.084
11.04+1.83 9.93+1.24 6.87+1.04 12.92+1.26 7.16£1.19 8.55+1.90 0.017 0.830 0.186
10.67+1.83 6.34+1.47 7.43£0.96 7.47+2.16 8.33+1.54 5.33%£1.01 0.240 0.381 0.193
0.11£0.02  0.11£0.03  0.07+£0.01 0.10£0.01 0.06£0.01 0.08+£0.02 0.357 0.376 0.257
0.08+£0.02  0.04£0.01 0.05+0.01 0.05£0.01 0.06+0.01 0.04+0.01 0.199 0.302 0.114

Humedad (%)
Proteinas* (mg/g)
Actividad total* (uMPi g h™")

Actividad especifica (WMPi mg' prot.)

T T T T e

Los resultados para los factores fijos usados en el ANOVA bifactorial se muestran en las tres tltimas columnas (S = salinidad, con tres niveles 5, 30
y 50 ups; A = alimento, con dos niveles, 0% y 50% de PUFA; S x A). En caso de existir interaccion significativa, se aplicé un analisis de Tukey
para comparar las medias; las letras indican las diferencias. *Valores en peso seco.
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2.4 Composicion de acidos grasos en branquias y hepatopancreas.

La composicion de los principales acidos grasos de las fracciones neutra y polar del
tejido branquial y de hepatopancreas de este experimento se muestra en las Figuras 26 a 41,
asi como el resto de ellos en el ANEXO F. Al igual que en el experimento de estrés agudo, en
la seccion de resultados so6lo se consideraron y graficaron (media + error estandar) las posibles
variaciones en el porcentaje molar de los principales acidos grasos altamente insaturados
(HUFA): el 20:4(n-6) (araquidonico), el 20:5(n-3) (eicosapentaenoico) y el 22:6(n-3)

(docosahexaenoico); asi como el indice de instauracion.

2.4.1 Hepatopancreas: Fraccion Neutra.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
araquidonico en la fraccion neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad o
alimentacion. La interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion) resultd significativa,
dado que el porcentaje de 20:4(n-6) fue menor a 30 y 50 ups, en comparaciéon a 5 ups y
unicamente con la dieta de 0% PUFA, mientras que este efecto no se observo con la dieta de

50% PUFA (Fig. 26).
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Fig. 26 Porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos neutros en

hepatopéncreas.
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Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
eicosapetaenoico en la fraccion neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad (medias
globales = 7.5, 6.4 y 6.1% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.01) y alimentacion
(medias globales = 2.9 y 10.4% para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001). La
interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion) no resultd significativa (P=0.077)
aunque si presentd una tendencia. El efecto de la salinidad (menor porcentaje a mayor
salinidad) se observo principalmente en el alimento de 0% PUFA (Fig. 27).
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Fig. 27 Porcentaje molar del 4cido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
hepatopéncreas.

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del 4cido graso
docosahexaenoico en la fraccion neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad (medias
globales = 7.8, 8.6 y 7.4% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.05), alimentacion
(medias globales = 3.2 y 12.7% para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) e interaccion
de factores (salinidad vs. alimentacién) (P<0.001). El porcentaje de este acido graso fue
mucho mayor en los hepatopancreas de los organismos que fueron alimentados con el

alimento de 50% PUFA, y el cual disminuy6 significativamente a 5 ups (11.5+£0.4%) y no a 50
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ups (12.5+£0.3%) con respecto al control a 30 ups (14.1£0.3%). En contraste, en los
organismos que fueron alimentados con el alimento de 0% PUFA se encontré una ligera
disminucién gradual del porcentaje molar del 22:6(n-3) con respecto al aumento en la
salinidad (Fig. 28).
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Fig. 28 Porcentaje molar del acido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
hepatopéncreas.

Se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion en la fraccion
neutra en hepatopancreas con respecto a la salinidad (medias globales = 188, 184 y 176 para
5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.05), alimentacion (medias globales = 135 vs. 230 para 0
y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) e interaccion entre factores (salinidad vs.
alimentacion) (P<0.001). El indice de insaturacion fue mayor en los hepatopancreas de los
organismos que fueron alimentados con el alimento de 50% PUFA y no hubo diferencias
significativas entre salinidades. Sin embargo, en los hepatopancreas de los organismos que
fueron alimentados con el alimento de 0% PUFA el indice de insaturacion a 5 ups (149+£7%)
fue estadisticamente diferente de los encontrados a 30 (130+£4%) y 50 ups (126+2%) (Fig.

29).
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Fig. 29 Indice de insaturacion (% molar) en la fraccion de lipidos neutros en hepatopancreas.

2.4.2 Hepatopancreas: Fraccion polar

No se encontraron diferencias en el porcentaje molar del acido graso araquidonico en
la fraccion polar en hepatopancreas con respecto a la salinidad, mientras que con respecto a la
alimentacion las diferencias encontradas si son significativas (medias globales = 3.9 vs. 3.2
para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001). La interaccion entre factores (salinidad vs.

alimentacion) no fue significativa (Fig. 30).
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Fig. 30 Porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos polares en
hepatopancreas.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Cronico 63

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del 4cido graso
eicosapentaenoico en la fraccion polar en los hepatopdncreas con respecto a la salinidad
(medias globales = 17.6, 15.5 y 15.6% para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.001) y
alimentacion (medias globales = 9.9 y 23.6% para 0 y 50% PUFA, respectivamente;
P<0.001), mientras que la interaccidn entre factores no resulto significativa (Fig. 31).
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Fig. 31 Porcentaje molar del acido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
hepatopéncreas.

En el porcentaje molar del acido graso 22:6(n-3) en la fracciébn polar en
hepatopancreas no se encontraron diferencias significativas con respecto a la salinidad
(P=0.076), pero si con respecto a la alimentacion (medias globales = 9.1 vs. 20.3% para 0 y
50% PUFA, respectivamente; P<0.001) y en la interaccion entre factores (P<0.001) (Fig. 32).
En los organismos que fueron alimentados con el alimento de 50% PUFA, el porcentaje de
22:6(n-3) fue menor a 5 ups (18.6£0.3%) que a 30 ups (21.6+£0.6%), con valores intermedios
para la salinidad de 50 ups (20.8+£0.4%); contrariamente en los hepatopancreas de los

organismos que fueron alimentados con el alimento de 0% PUFA el porcentaje molar del
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22:6(n-3) fue significativamente mayor a 5 ups (10.710.7%) con respecto a 50 ups

(7.410.5%), con valores intermedios para el grupo control a 30 ups (9.1£0.4%) (Fig. 32).
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Fig. 32 Porcentaje molar del acido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
hepatopancreas

No se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion de la fraccion
polar en hepatopancreas con respecto a la salinidad, mientras que en relacion con la
alimentacion (medias globales = 219 vs. 316 para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001)
e interaccion de factores las diferencias encontradas son significativas (Fig. 33). EIl mayor
indice de insaturacion se encontrd en los hepatopancreas de los organismos que fueron
alimentados con el alimento de 50% PUFA, en los cuales no se observaron diferencias
significativas cuando se compararon las medias por andlisis de Tukey. Por otro lado, con el
alimento de 0% PUFA, se encontraron los valores significativamente mas altos en los

organismos cultivados a 5 ups (Fig. 33).
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Fig. 33 Indice de saturacién (% molar) en la fraccién de lipidos polares en hepatopancreas.

2.4.3. Branquias: Fraccion neutra

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje del acido graso 20:4(n-6)
en la fraccioén neutra en las branquias con respecto a la salinidad, e interaccion entre factores
(salinidad vs. alimentacion), pero si con respecto a la alimentacion (medias globales = 5.8 vs.

5.1 para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.05) (Fig. 34).
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Fig. 34 Porcentaje molar del acido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos neutros en
branquias.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Cronico 66

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
20:5(n-3) en la fraccioén neutra en branquias con respecto a la salinidad, pero con respecto a la
alimentacion las diferencias encontradas son significativas (medias globales = 18.3 vs. 25.5
para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig. 35). La interaccion entre factores

(salinidad vs. alimentacion) no fue significativa.
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Fig. 35 Porcentaje molar del 4cido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
branquias.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
22:6(n-3) en la fraccién neutra en branquias con respecto a la salinidad, mientras que en
relacion con la alimentacion las diferencias son significativas (medias globales = 11.4 vs. 16.0
para 0 y 50%, respectivamente; P<0.001) (Fig. 36). La interaccion entre factores (salinidad vs.

alimentacion) no fue significativa.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Resultados: Cronico 67

Salinidad P=0.807

@ 20 7 Alimentaciéon P=0.000
< B0% PUFA SxA P=0.783
=) W 50% PUFA
o 15
o
)
=
g 10
B
%]
=
g2 5
[P
S
I
5 30 50
Salinidad (ups)

Fig. 36 Porcentaje molar del 4cido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos neutros en
branquias.

No se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion en la fraccion
neutra en branquias con respecto a la salinidad, mientras que con respecto a la alimentacion
las diferencias son significativas (medias globales = 261.1 vs. 306.0 para 0 y 50% PUFA,
respectivamente; P<0.001) (Fig. 37). La interaccion entre factores (salinidad vs. alimentacion)

no resulté significativa.
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Fig. 37 Indice de insaturacién (% molar) en la fraccion de lipidos neutros en branquias.
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2.4.4 Branquias: Fraccion polar

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-
6) en la fraccion polar en branquias con respecto a la salinidad (medias globales = 3.9, 3.6 y
4.0 para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.05), asi como en la interaccion de factores;
mientras que en relacion a la alimentacion las diferencias no son significativas. El porcentaje
molar de este acido graso no varid significativamente en relacion con la salinidad en los
organismos que fueron alimentados con el alimento de 50% PUFA, mientras que con 0%

PUFA, los organismos cultivados a 30 ups presentaron menor nivel (3.2+0.1%) de 20:4(n-6)

que aquellos cultivados a 5 ups (4.210.2%) y 50 ups (3.9£0.2%) (Fig. 38).
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Fig. 38 Porcentaje molar del 4cido graso 20:4(n-6) en la fraccion de lipidos polares en
branquias.

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso 20:5(n-
3) en la fraccion polar en branquias con respecto a la salinidad , con valores mas altos a 5 ups
(medias globales = 18.4, 16.3 y 16.9 para 5, 30 y 50 ups, respectivamente; P<0.001), la

alimentacion también influyo6 significativamente (medias globales = 12.6 vs. 21.8% para 0 y
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50% PUFA, respectivamente; P<0.001), mientras que la interacciéon no resultd significativa

(Fig.39).
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Fig. 39 Porcentaje molar del acido graso 20:5(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
branquias.

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje molar del acido graso
22:6(n-3) en la fraccién polar en branquias con respecto a la salinidad, mientras que en
relacion con la alimentacion las diferencias son significativas (medias globales = 8.6 vs. 15.5
para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig.40). La interaccion entre factores

(salinidad vs. alimentacion) no resulto significativa.
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Fig. 40 Porcentaje molar del acido graso 22:6(n-3) en la fraccion de lipidos polares en
branquias.
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Se encontraron diferencias significativas en el indice de insaturacion de la fraccion
polar en branquias con respecto a la salinidad con valores significativamente mas altos a 50
ups que a la salinidad control (medias globales = 244.1, 233.8 y 237.8 para 5, 30 y 50 ups,
respectivamente; P<0.05), la alimentacion también influy6d significativamente (medias
globales = 206.7 vs. 270.4 para 0 y 50% PUFA, respectivamente; P<0.001) (Fig.41), mientras

que la interaccion entre factores no resulté significativa.
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Fig. 41 Indice de saturacion (% molar) en la fracciéon de lipidos polares en branquias.
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IX. DISCUSION

Los factores fisicoquimicos del agua, como el oxigeno disuelto y la temperatura en
ambos experimentos se mantuvieron constantes y similares entre ellos. La concentracion de
oxigeno del agua en ambos experimentos se mantuvo en valores cercanos a la saturacion (5.9
mg/mL), mientras que la temperatura del agua de los acuarios se mantuvo en promedio a
25.4+0.1°C, la cual disminuy0 ligeramente 1°C hacia el final de ambos experimentos. Esto se
debio a que la temperatura del agua de los acuarios estaba controlada por el ambiente de una
sala de maduracioén de camarones. Las condiciones de este lugar permitieron un mayor control
de la temperatura ambiental, calidad del agua, intensidad y cantidad de luz, facilidad en las
rutinas de limpieza, etc. Los parametros de la calidad del agua se mantuvieron durante ambos
experimentos dentro de los intervalos recomendados para el cultivo comercial de esta especie
(Samocha et al., 1993). Como consecuencia, no se esperan cambios importantes en el
crecimiento, supervivencia y las variables bioquimicas de los organismos en respuesta a estos

factores fisicoquimicos del agua.

A.EFECTO DEL ALIMENTO

SUPERVIVENCIA, CRECIMIENTO Y FACTOR DE CONVERSION ALIMENTICIO.

En ninguno de los dos experimentos el enriquecimiento del alimento con PUFA
influy¢ significativamente en la supervivencia de los juveniles de camaron, sin embargo en el
experimento agudo la supervivencia fue ligeramente mayor en los organismos alimentados

con la dieta de 50% PUFA (17 vs. 20%; para 0 y 50% PUFA).
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En varios trabajos se ha demostrado en postlarvas que el suministro de alimentos ricos
en PUFA aumenta el porcentaje de supervivencia en cultivo (Duran-Gémez et al., 1991; Rees
et al., 1994; Wouters et al., 1997; Coutteau et al., 1997; Kontara et al., 1997). Al igual que en
postlarvas, trabajos recientes en juveniles han demostrado significativos aumentos de peso y
buenos porcentajes de supervivencia en camaron blanco L. vannamei (Gonzalez-Félix et al.,
2002a, 2002b). Rees et al. (1994) propusieron que un incremento en la supervivencia en
organismos alimentados con altos niveles de PUFA se debia a un aumento en la condicion
fisiologica general de los organismos, particularmente de reservas. La falta de efecto de los
PUFA en este trabajo podria deberse a que la duracion de los bioensayos (3 semanas) haya
resultado insuficiente para observar algin efecto. Otra posibilidad es que los organismos
estuvieran en condiciones Optimas durante el cultivo, aun en las condiciones de hipo o
hipersalinidad del experimento de estrés cronico, en contraste con otros trabajos donde el
valor de los PUFA se aprecia en condiciones mas adversas de estrés ambiental (Kanazawa,
1997; Chim et al., 2001; Palacios et al., 2004a).

En ninguno de los dos experimentos se encontraron diferencias significativas de
crecimiento con respecto a la alimentacion con distintos niveles de PUFA. Sin embargo, en el
experimento de estrés cronico se observd una tendencia (P=0.068) en respuesta a la
alimentacion, dado que se observo que los organismos que fueron alimentados con la dieta de
50% PUFA mostraron una tendencia a ganar mas peso que los alimentados con el alimento de
0% PUFA (61 vs. 49%, respectivamente). Aunado a esto, se observé un mayor FCA en los
organismos alimentados con 0% PUFA vy cultivados a 50 ups (Fig. 25). En estudios previos se
ha descrito que alimentos con altas cantidades de PUFA favorecen el crecimiento de
camarones peneidos (Bautista y Subosa, 1997; Lim et al., 1997; Gonzalez-Félix et al., 2002a,
2002b). Sin embargo, en el estudio realizado por Lim et al. (1997), en el que se observd un
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incremento en el crecimiento de juveniles de L. vannamei alimentados con PUFA, tuvo una
duracion de 10 semanas, a diferencia del presente experimento que duro 21 dias. Por lo tanto,
al igual que la supervivencia, es posible que la prolongacion de los experimentos de estrés
agudo y croénico tuvieron un efecto significativo en el crecimiento en relaciébn a la
alimentacion con distintos niveles de PUFA. Por otro lado, en postlarvas de Penaeus
monodon, Rees et al. (1994) no observaron un incremento en el crecimiento de organismos
alimentados con altos niveles de PUFA. Es necesario puntualizar que su experimento tuvo una
duracion de 10 dias y no se realizaron correcciones de densidad en relacion a la supervivencia,
lo cual probablemente afect6 el crecimiento, ya que se tratd de postlarvas en las cuales la tasa
de crecimiento es muy diferente. En el presente trabajo, los organismos muertos fueron
sustituidos constantemente por organismos que no fueron usados para las determinaciones
bioquimicas, con el proposito de mantener la densidad constante y eliminar este factor sobre el
crecimiento.

El factor de conversion alimenticio (FCA) en el experimento de estrés agudo resulto
particularmente grande, debido principalmente a que el incremento en la biomasa por unidad
experimental fue relativamente bajo (0.6 g en promedio por tara). Este relativo y bajo

incremento o ganancia de peso, reflejo poca eficiencia del alimento suministrado.

RESPUESTA AL ESTRES: LACTATO Y GLUCOSA

Recientemente se han utilizado una gran variedad de parametros bioquimicos en
hemolinfa para evaluar y monitorear las condiciones fisioldgicas de algunas especies de
camarones, tanto del medio natural como bajo condiciones de cultivo. Entre estos pardmetros

se encuentran el lactato, la glucosa, las proteinas y la hemocianina, los cuales han resultado

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Discusion: Efecto del alimento 74

ser buenos indicadores en la evaluacion del estrés. De estos, el lactato y particularmente la
glucosa se han descrito como los mejores indicadores en el estrés producido por la extraccion
repetida de muestras de hemolinfa y inyeccidon de serotonina (Racotta y Palacios, 1998), la
transferencia a condiciones de laboratorio (Sanchez et al., 2001) y las diferencias entre
organismos cultivados en estanques interiores vs. exteriores (Pascual et al., 2003). Estos
mismos parametros resultaron utiles para evaluar el efecto de la alimentacion en el estrés
salino al cual fueron sujetos los organismos del experimento de estrés agudo.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de glucosa en ambos
experimentos con relacion a la exposicion a baja y alta salinidad, pero la concentracion de
glucosa en hemolinfa estd dentro del intervalo de valores que otros autores describen para
organismos relativamente estresados (de 24.8 a 58.2 mg/dL para el experimento de estrés
agudo y de 29.5 a 59.6 mg/dL para el experimento de estrés cronico). Pascual et al. (2003)
mencionaron que los valores basales de la glucosa para organismos cultivados de L. vannamei
en estanques exteriores es 26% mayor (42+16 mg/dL) a los encontrados en los organismos
cultivados en estanques interiores (31+£15 mg/dL). Racotta y Palacios (1998), asi como
Carrefio et al., (1999) describen valores basales de glucosa de 15 mg/dL y bajo condiciones de
estrés por manipulacion, los cuales pueden subir a 60 mg/dL. Por lo anterior, es de esperarse
que el muestreo de los organismos en esta tesis provocara una respuesta de estrés
(hiperglucemia) que disfrazara la posible respuesta de estrés producido por un cambio abrupto
de salinidad.

Sin embargo, la alimentacion influyd significativamente en el estrés causado por los
cambios abruptos de la salinidad o por la manipulaciéon durante el muestreo en el caso del

lactato, ya que la menor concentracion de este metabolito se encontr6 en los organismos que
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fueron alimentados con el alimento de 50% PUFA (9.1 mg/dL) en comparacion de los
alimentados con 0% PUFA (11.7 mg/dL; P < 0.01). Estos resultados son semejantes en
magnitud a los descritos por varios autores en que refieren concentraciones basales de lactato
de 15 mg/dL para organismos cultivados bajo condiciones normales, tanto en estanques
interiores como exteriores (Pascual et al., 2003). Por otra parte, Racotta y Palacios (1998)
describen concentraciones basales de lactato (10 mg/dL) similares y describen que los valores
pueden incrementarse hasta 4 veces por la manipulacién dentro de los primeros 30 minutos.
En contraste, no se observaron efectos significativos sobre la concentracion de lactato en
hemolinfa en organismos alimentados con distintos niveles de PUFA y expuestos a distintas
salinidades en forma crénica. Esto resulta interesante dado que puede implicar que los
organismos alimentados con alimentos ricos en PUFA pueden incrementar su resistencia a
algun tipo de estrés agudo, sin mostrar diferencias o ventajas de éste tipo de alimentacion en
tratamientos prolongados. Es probable que la condicion fisioldgica general de los juveniles
alimentados con el alimento de 50% PUFA estuviera por encima de aquellos que se
mantuvieron con el alimento de 0% PUFA, confiriéndoles mayores reservas energéticas para
soportar el estrés causado en cada uno de los experimentos. En este sentido, se ha demostrado
con anterioridad en pruebas de estrés salino que la tolerancia a cambios agudos de salinidad
esta relacionada con la condicion fisioldgica de los organismos (Tackaert et al., 1992; Rees et

al., 1994; Kontara et al., 1997, Palacios et al., 2004b).

CAPACIDAD OSMORREGULATORIA: PRESION OSMOTICA

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria




M.A. Hurtado Discusion: Efecto del alimento 76

No se encontraron diferencias significativas en la presion osmdtica en relacion con la
alimentacion para ninguno de los dos experimentos. Estudios previos han demostrado que la
capacidad de osmorregulacion puede ser modificada hasta cierto punto por la alimentacion,
como lo demostré6 Chim et al., (2001) al exponer juveniles de L. stylirostris a estrés salino
hiposmotico (de 35 a 10 ups), los cuales fueron alimentados con peletizado enriquecido con
acidos grasos altamente poliinsaturados (HUFA) por 28 dias. Sin embargo, esta influencia
tiene que ser analizada en conjunto con el efecto de la salinidad por lo cual se discutird mas

adelante.

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS Y ACTTIVIDAD Na'-K'-ATPasa

En Artemia sp. (Morohashi et al., 1991) y distintos vertebrados (Kimelberg y
Papahadjopoulos, 1972; Poon et al., 1981; Djemli-Shipkolye et al., 2002; Wu et al., 2001) se
ha descrito el efecto de los 4cidos grasos con la bomba Na'™-K~ ATPasa. Por lo anterior, es
necesario analizar de primera instancia si la alimentacion tuvo un efecto en la composicion de
las membranas celulares del tejido branquial y esta a su vez en la actividad de la Na™-K'-
ATPasa. Por otra parte, como el hepatopancreas es el principal 6rgano de sintesis de enzimas
digestivas, absorcion y almacenamiento de nutrientes, como los son el glucogeno y los lipidos
(Brunet et al., 1994), es necesario analizar en qué medida se modifico la composicion de
acidos grasos de éste O6rgano primeramente, y a continuacion examinar si ésta modificacion

ocurre a nivel de tejidos somaticos como los son las branquias.
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Como era de esperarse, se encontraron diferencias significativas en relacion a la
alimentacion en el porcentaje molar de los principales &acidos grasos, entre ellos: el
eicosapentaenoico (EPA) 6 20:5(n-3), el docosahexaenoico (DHA) 6 22:6(n-3) y en el indice
de insaturacion, tanto en la fraccidbn neutra como polar en los hepatopancreas de los
organismos expuestos a estrés agudo y cronico. Sin embargo, en el caso del acido graso
araquidonico (20:4(n-6)) no se observaron diferencias significativas, incluso a diferencia de lo
que se observo con el EPA, DHA e indice de insaturacion, el araquidonico disminuy6 en los
hepatopancreas de los organismos alimentados con el alimento de 50% PUFA. A pesar de
algunas variaciones particulares de algunos acidos grasos, se puede observar el efecto de los
alimentos suministrados, puesto que el indice de insaturacion es significativamente mayor en
los hepatopéancreas de los organismos que fueron alimentados con el alimento de 50% PUFA
en comparacion de los que fueron alimentados con 0% PUFA.

Dado el efecto del alimento sobre la composicion de lipidos del hepatopancreas, el
siguiente paso fue evaluar si la composicion bioquimica también fue afectada en otros tejidos
y 6rganos, como lo son las branquias. El andlisis de la composicion de acidos grasos en las
branquias demuestra que la alimentaciéon con 50% PUFA aumentd significativamente
(P<0.001) los porcentajes molares de los acidos grasos 20:5(n-3) y 22:6(n-3), asi como en el
indice de insaturacion tanto de la fraccion neutra como polar en ambos experimentos.

Estos resultados nos permiten concluir que el tipo de alimentacion y el tiempo de
experimentacion fueron suficientes para modificar la composicion de 4cidos grasos en

hepatopancreas y branquias de los organismos utilizados en esta tesis.
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B. EFECTO DE LA SALINIDAD

SUPERVIVENCIA, CRECIMIENTO Y FACTOR DE CONVERSION ALIMENTICIA.

En ambos experimentos (estrés agudo vs. cronico) el porcentaje de supervivencia de
los organismos en promedio fue mayor al 70%. El cambio de salinidad en el experimento de
estrés agudo no tuvo un efecto en la supervivencia, tal y como se esperaba de acuerdo a los
resultados preliminares donde se evalud este efecto, y en el que se establecieron los limites de
salinidad para asegurar la supervivencia de los organismos (Tabla V). En el experimento
cronico, los menores porcentajes de supervivencia se encontraron a 5 ups y 50 ups, con
respecto a 30 ups, indicando un efecto de las condiciones hipo- e hipersalinas a las que fueron
expuestos los organismos (Fig. 24). Para entender los efectos de estas condiciones es
necesario recordar el comportamiento que tienen los camarones peneidos en el medio natural:
los adultos se reproducen y desovan en mar abierto, posteriormente las larvas al irse
desarrollando, se acercan a las zonas costeras para ingresar a lagunas y esteros donde
permanecen hasta alcanzar el estadio de juvenil donde inicia su migracion hacia mar abierto
para comenzar nuevamente este ciclo (Dall ef al., 1990). Las zonas costeras y principalmente
las lagunas y esteros, se caracterizan por ser cuerpos de agua en los que se mezclan aguas
dulces provenientes de rios y arroyos con las aguas saladas de los océanos y bahias (Gross,
1972). Esta caracteristica genera un gradiente salino longitudinal de 0 a 40 ups (0-1200
mmol/kg) (Henry, 2001), desde la cabeza del estero o laguna (zona donde ingresa el agua
dulce) hacia la boca, en que las aguas salobres tienen contacto directo con las aguas marinas
(Carriker, 1967). Sin embargo las tallas de los organismos utilizados en esta tesis coinciden
con las descritas por algunos autores (de 40 a 100 mm y de 80-120 mm; Martinez-Cordova,

1999 y Laubier 1990, respectivamente) en que precisamente los camarones abandonan esteros
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y lagunas para iniciar su migracion hacia aguas marinas, donde las variaciones en salinidad
son minimas o casi nulas en relacion a las que se pueden presentar en esteros y lagunas. Por lo
tanto, se puede inferir que los organismos utilizados en este ensayo enfrentaron situaciones
inusuales y adversas de salinidad, circunstancias que raramente podrian presentarse en el
medio natural en el que se encuentra este organismo y por lo tanto, esto causé la disminucion
de la supervivencia, principalmente en los organismos que fueron cultivados a 5 ups.

En esta tesis no se observd ningln efecto benéfico de la alimentacion con PUFA en
relacion a la supervivencia bajo condiciones de hipo- e hipersalinidad (asi lo demuestra la
interaccion SxA no significativa). En contraste, Palacios et al., (2004a) observaron que
postlarvas de L. vannamei alimentadas con niveles altos de PUFA presentaron una mayor
supervivencia a una prueba de estrés de salinidad, probablemente como efecto del alimento
suministrado con altos niveles en PUFA sobre los mecanismos de osmorregulacion y el
desarrollo branquial. Se ha descrito también un incremento en la capacidad de
osmorregulacion asi como de resistencia a las enfermedades infecciosas en juveniles de L.
stylirostris alimentados con un alimento rico en PUFA al ser expuestos a estrés hiposmotico y
de temperatura (Chim et al., 2001). En larvas de peces se ha observado algo similar, en donde
el incremento, principalmente de DHA en la dieta, ha permitido aumentar la supervivencia y
crecimiento ante diferentes tipos de estrés medio ambientales, como temperatura, salinidad y
oxigeno disuelto (Kanazawa, 1997). Las diferencias en los resultados, pueden deberse
primeramente, al efecto que se pretendia poner en evidencia en la presente tesis en relacion a
los mecanismos fisioldgicos con respecto a la salinidad en el experimento de estrés agudo y
por lo tanto, evitar la mortalidad, en comparacion con los trabajos descritos anteriormente, en
que los organismos fueron expuestos a estrés intenso con la finalidad de observar un efecto de

los PUFA en la mortalidad.
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En segundo lugar, la supervivencia registrada a 5 ups en el experimento cronico no fue
mejorada por la alimentacion indicando que bajo estas condiciones experimentales, una dieta
alta en PUFA no representaria ventaja para mejorar la supervivencia en caso de cultivo de
juveniles de camarodn a baja salinidad.

El crecimiento de los juveniles de camarén utilizados en el experimento agudo estuvo
en un intervalo del 15 al 20%, mientras que en el experimento cronico el crecimiento fue de
55% en promedio, es decir, considerablemente mayor que en el experimento agudo, aunque
los datos no se compararon estadisticamente. En la presente tesis se esperaba que los
organismos del experimento agudo y aquellos organismos del experimento cronico que fueron
cultivados a 30 ups presentaran un crecimiento similar. La notable disparidad en el porcentaje
de crecimiento entre ambos experimentos (agudo vs. cronico) tal vez puede explicarse a partir
de la frecuencia de mudas, ya que segun los resultados del anélisis no paramétrico de Kruskal-
Wallis (a=0.05), los organismos del experimento cronico mudaron con mayor frecuencia que
los organismos del experimento agudo (Fig. 42, Anexo E). Se ha reportado que los crustaceos
pueden incrementar entre un 3 y un 44% su talla durante cada muda (Lucu y Towle, 2003),
por lo que un incremento en la frecuencia de mudas explica el mayor crecimiento. Sin
embargo, es necesario aun esclarecer el motivo por el cual los organismos del experimento
cronico mudaron con mayor frecuencia que los organismos en el experimento agudo. Es
posible que hayan existido diferencias en el estadio inicial de muda de los organismos, ya que
el muestreo de las poblaciones que se utilizaron de cada uno de los experimentos (agudo vs.
cronico) se realizo en dias distintos. Por ejemplo, se ha observado que el estadio en que los
camarones consumen mayor proporcion de alimento es en intermuda y que a su vez presentan

mayores niveles de reservas (Chan et al., 1988) las cuales estan asociadas con el incremento
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en la frecuencia de muda en los crustaceos (Dawirs, 1987; Ouellet ef al., 1992; Fernandes et
al., 1995). De estos trabajos, se deduce que los organismos en intermuda pueden presentar
mayor crecimiento y frecuencia de mudas en los 21 dias que duraron los experimentos a
diferencia de organismos en otros estadios y con menores reservas. Sin embargo, es necesario
evaluar esto en experimentos controlados. Por otro lado, en la Fig. 43 (Anexo E) se puede
observar que la frecuencia de mudas fue mayor para los organismos cultivados a 5 y a 50 ups,
en comparacion con los cultivados a 30 ups. Los camarones tienden a incrementar la
frecuencia de muda ante un estrés, contaminacion del agua, o un ambiente en general hostil
(Lozano-Avarez y Spanier, 1997; Petriella y Boschi, 1997). Por ejemplo, la razon para agregar
cobre al agua para combatir parasitos externos presentes en las branquias se debe a que los
camarones mudan como respuesta al estrés que representa el cobre (José Luis Ramirez,
comunicacion personal). Es posible que un estrés hipo- o hipersalino represente un estrés
suficiente para el camaréon como para que este incremente su frecuencia de mudas, lo cual
parece apoyar la hipdtesis de que ante un medio ambiente estresante, los organismos mudan
con mayor frecuencia, pero no necesariamente por ello crecen mas. El menor crecimiento en
el experimento crénico se encontr6 en los organismos que fueron aclimatados a la salinidad de
50 ups (40%), en comparacion con los organismos cultivados a 5 y 30 ups, en los cuales se
observé un crecimiento mayor al 60% (Fig. 23). En organismos cultivados a 50 ups, es posible
que incluso exista deshidratacion durante la muda (Morris, 2001), por lo cual esperariamos un
crecimiento menor. Las variaciones en la salinidad del medio, pueden afectar mas el peso de
los organismos que su crecimiento, debido al reajuste del agua del medio intra- y extracelular
de los tejidos como consecuencia de los cambios de salinidad. Lo anterior se corrobor6 con la
determinacion de la proporcion de agua en el tejido muscular de los juveniles de camarén y se

encontrd que la salinidad afectd significativamente el porcentaje de humedad en el miisculo de
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los animales del experimento crénico (P<0.005), pero no en los organismos del experimento
agudo (P=0.135; Tabla VII y XI). Los resultados del experimento de estrés cronico coinciden
con los descritos por Chen y Lin (1998) en el que someten a juveniles de Penaeus chinensis a
diferentes salinidades y temperaturas para determinar la presion osmética y la humedad en
distintos tejidos. Ellos concluyen que la humedad de los tejidos tiende a disminuir al
incrementar la salinidad durante los 50 dias que dur6 del experimento. Una perdida de agua en
el musculo podria explicar una menor ganancia de peso a 50 ups, aun si el organismo presenta
mudas frecuentes, en las que aparentemente no crece por falta de expansion del tejido con
agua (Mercado-Allen, 1991; Morris, 2001). Por otro lado, la falta de efecto en el experimento
de estrés agudo puede explicarse con base a lo observado por Rodriguez (1981), quien
describe para juveniles de P. vannamei y P. stilyrostris un incremento y disminucion en el
porcentaje del peso inicial de los organismos al exponerlos abruptamente a 12 y 40 ups,
respectivamente; y que por lo menos P. vannamei tiene la capacidad de recuperar su peso
inicial dentro de las primeras 12 horas, tanto a estrés agudo hipo- como hipersalino. Dado que
el experimento agudo tuvo una duracidon de aproximadamente 15 horas, es posible que los
cambios en peso dados por variaciones en el porcentaje de humedad ya no se observen.

Al igual que para la supervivencia, no se encontrd interaccion significativa entre
alimentacion y salinidad, es decir que estadisticamente el suplemento de PUFA no mejora el
bajo crecimiento registrado a 50 ups. Sin embargo, al analizar la Fig. 23 se puede apreciar que
a 50 ups el crecimiento fue mayor con 50% PUFA (60.8%) que con 0% PUFA (49.7%). Es
probable que un andlisis estadistico de mayor poder i.e. andlisis de peso o crecimiento
individual, en vez de haber utilizado el incremento de biomasa por réplica, si hubiera puesto

en evidencia un efecto positivo y significativo de los PUFA.
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La humedad en el hepatopancreas de los organismos del experimento de estrés agudo
y crénico no vario6 en relacion a la salinidad, sin embargo hay cierta tendencia en el cronico a
mostrar el mismo comportamiento que se observo en el tejido muscular, sélo que a diferencia
de éste, no se observd un incremento en el porcentaje de humedad ante el estrés hiposmotico,
pero si se encontré una disminucion ante el estrés hiperosmotico. Marangos et al. (1989) no
encontraron variaciones significativas en el contenido de humedad en el hepatopancreas de
Penaeus japonicus al someterlos a salinidades de 38 a 20 ups, sin embargo estas diferencias
fueron significativas al exponerlos a 14 ups. Estos resultados, difieren a los encontrados en
esta tesis, ya que en términos generales no se observaron variaciones en el porcentaje de
humedad en el hepatopancreas de los organismos que se mantuvieron a 5 ups con respecto al
control. De acuerdo a los resultados obtenidos aqui, el porcentaje de humedad en el
hepatopancreas y musculo, y aunado a lo descrito por Marangos et al. (1989), se puede
concluir que las variaciones en el porcentaje de humedad como consecuencia al estrés salino,
son mas evidentes en el misculo que en el hepatopancreas.

Las variaciones de peso pueden deberse al contenido de humedad de los tejidos en
respuesta a la salinidad del medio, como consecuencia, la concentracién de proteinas puede
darnos una mejor idea del crecimiento del organismo. Se observd que la concentracion de
proteinas en peso seco del tejido muscular es mayor en los organismos del experimento de
estrés cronico en comparacion del agudo (Tablas VII y XI, respectivamente). Esto puede
deberse a las diferencias en el crecimiento en peso de los organismos del experimento cronico
en comparacion a los del experimento agudo, ya que en términos generales fue mayor en los
camarones del experimento de estrés cronico. La concentracion de proteinas en ambos
experimentos (estrés agudo vs. cronico) no vari6 significativamente en relacion a la salinidad,
aunque si tendieron a disminuir a 50 ups en el experimento cronico; este efecto puede indicar
Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
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movilizacion de las proteinas del musculo para enfrentar el estrés hiperosmotico. El
metabolismo de las proteinas en los mecanismos de osmorregulacion de una gran variedad de
crustaceos ha sido ampliamente descrito por varios autores (Gilles, 1977; Gilles y Péqueux,
1981; Marangos et al., 1989; Nery y Santos, 1993; Watts et al. 1996; Okama y Abe, 1998), los
cuales mencionan un incremento en la concentracion de aminoacidos libres en el medio
intracelular de los tejidos de los organismos como respuesta al aumento en la salinidad, los
cuales pueden ser generados a partir de las proteinas que se encuentran en la hemolinfa o del
tejido muscular, tal y como se discutira mas a fondo en la seccion de capacidad
osmorregulatoria.

Aunado a esta situacion, otro factor que pudo haber comprometido el crecimiento de
estos organismos expuestos a estrés cronico hiperosmotico, es el porcentaje relativamente bajo
de proteinas que se incluy6 en la fabricacion de los alimentos utilizados en esta tesis. Dichos
alimentos contenian 36% de proteina, la cual proviene principalmente de la harina de pescado
(Tabla IIT), y de acuerdo con los resultados de Robertson et al., (1993) en que compar6 el
crecimiento y supervivencia de juveniles de camarén L. vannamei en dos salinidades distintas
(12 y 46 ups) y con diferentes porcentajes de proteina (25, 35 y 45%) en el alimento,
concluyen que los rendimientos en el cultivo de esta especie bajo condiciones hipersalinas
estan estrechamente correlacionados con el porcentaje de proteina, puesto que el crecimiento y
supervivencia se incrementaron con el aumento de proteina en el alimento, los cuales fueron
significativamente mas altos con 45%; mientras que a 12 ups no se encontraron diferencias
significativas en relacion al porcentaje de proteina.

La concentracion de carbohidratos en el tejido muscular (mg/g) en el experimento
agudo vari6 significativamente en relacion a la salinidad (P<0.01). En este ensayo se observo

un aumento en la concentracién de carbohidratos al incrementarse la salinidad, e
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independientemente del alimento (0 y 50% PUFA). En el experimento de estrés cronico, la
concentracion de carbohidratos fue mayor que en el experimento agudo, pero no se
observaron diferencias significativas en relacion a la salinidad. Estas menores concentraciones
de carbohidratos en el tejido muscular de los organismos del experimento agudo, permite
inferir que éstos son utilizados de manera predominante ante la eventualidad de un estrés
agudo hiposmotico. Estos a su vez son movilizados via hemolinfa, puesto que la disminucién
de carbohidratos en el tejido muscular se reflej6 de manera particular en la concentracion de
glucosa (Tabla VI). Estos resultados son semejantes a los encontrados por Da Silva y
Kucharski (1992) que correlacionan la disminucion de la concentracion de glucdgeno del

tejido muscular, con el incremento de glucosa al someter a C. granulata a estrés hiposmotico.

RESPUESTA AL ESTRES: LACTATO Y GLUCOSA

En la seccion anterior, sobre el efecto de la alimentacion, se discutido la posible
respuesta de estrés causado por la manipulacion de los organismos durante el muestreo. Por lo
anterior cualquier respuesta adicional de estrés, como la exposicion de los camarones a 5 y 50
ups durante el experimento del estrés agudo, pudiera estar enmascarada. No obstante, se
observo una disminucion del lactato a ambas salinidades experimentales, pero principalmente
ante el estrés hiposmotico. La misma tendencia, aunque no significativa, fue observada para la
glucosa. Estos resultados son dificiles de explicar, ain considerando que la manipulacion haya
podido enmascarar cualquier respuesta de estrés previamente inducido por los cambios de
salinidad. Una explicacion posible, pero que tiene que ser analizada con mayor detenimiento,
es que la exposicion a estrés hiposalino sobre todo, si produjo una respuesta de estrés, que se

evidencia con el aumento en las concentraciones de lactato y glucosa. Pero ante una segunda
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condicién de estrés, que fue la manipulacion en el muestro 15 horas después, los organismos
ya no pudieron responder con la misma intensidad que el grupo control, el cual mostrd una
respuesta maxima de estrés. La capacidad para responder a situaciones recurrentes de estrés ha
sido descrita para peces, aunque se observa una respuesta acumulativa (Barton et al., 1986) y
se requieren mas estudios en camardn para analizar la posibilidad de que €stos muestren una
disminucién en la respuesta de estrés bajo estas circunstancias.

En cuanto a la respuesta metabolica de estrés por cambios abruptos de salinidad, son
pocos los trabajos que se han realizado y la mayoria de ellos se enfocan al estrés causado por
la transferencia a un medio diluido. Asi por ejemplo, Da Silva y Kucharski (1992), describen
que las concentraciones de glucosa en hemolinfa alcanzaron valores cercanos a los 25 mg/dL
al someter a C. granulata a estrés agudo hiposmético, tras haber sido alimentados con un
alimento rico en carbohidratos. Por otro lado, Rosas et al., (2001) describe valores mas altos
de lactato que los que se obtuvieron en el presente trabajo (20 mg/dL) como respuesta al estrés
hiposmotico en juveniles de L. vannamei y L. setiferus, alimentados con diferentes niveles de

proteina.

CAPACIDAD OSMORREGULATORIA: PRESION OSMOTICA

Los cambios observados en la presion osmotica de la hemolinfa con respecto a la
salinidad a la que fueron expuestos los juveniles de camardn reflejaron la gran capacidad de
osmorregulacion de esta especie. Los organismos que fueron expuestos a un medio
hiposmoético (5 ups) mantuvieron una presion osmotica de 640+4 y 645+5 mmol/kg para
agudo y crénico, respectivamente. Estas presiones son aproximadamente tres veces mayores a

los valores del agua a 5 ups de salinidad (206 mmol/kg). Por otra parte, los organismos que
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fueron expuestos a 50 ups mantuvieron su presion osmotica interna aproximadamente a la
mitad (847+8 y 817+£21 mmol/kg para agudo vs. cronico, respectivamente) con respecto a la
salinidad del medio (1547 mmol/kg) a la que fueron expuestos. Incluso la presion osmotica de
la hemolinfa de los organismos que se cultivaron y fueron aclimatados a la misma salinidad
control de 30 ups (894435 mmol/kg) mostraron una tendencia a mantenerse hiposmoticos
(732428 mmol/kg) con respecto a su medio. Esta capacidad de mantener su hemolinfa
hiperosmdtica en medios salobres e hiposmdtica en medios concentrados concuerda por lo
descrito por Castille y Lawrence (1981) para esta y otras especies del mismo género. Estos
mismos autores describen que el punto isosmotico de L. vannamei se encuentra a 24.7 ups, 6
718 mmol/kg. Rodriguez (1981) menciona para la misma especie, que el punto isosmotico se
encuentra en un intervalo de salinidad entre 18 y 20 ups (570 a 620 mmol/kg). Esto pudiera
explicar la presion hiposmotica encontrada en los organismos que fueron cultivados a 30 ups,
ya que esta salinidad se encuentra por arriba de la descrita en ambos trabajos como punto
isosmotico para esta especie. En trabajos previos, se ha concluido que esta especie tiene una
alta capacidad de mantener su presion osmdtica interna mas o menos constante hasta
aproximadamente los 40 ups, posterior a esta salinidad la presion interna aumenta
paulatinamente conforme incrementa la salinidad del medio externo (Rodriguez, 1981). Sin
embargo los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que los juveniles logran
osmorregular considerablemente por arriba de las 40 ups (Tablas VI y X). También esta
especie ha demostrado tener una relativa y rdpida recuperacion de su presion osmotica interna
ante cambios abruptos en la salinidad, ya que al exponerla a salinidades de 50 ups han
mostrado una recuperacion parcial a las 72 horas posteriores a la transferencia (Rodriguez,

1981). Sin embargo, los resultados del presente trabajo indican que la recuperacion fue atn

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria



M.A. Hurtado Discusion: Efecto de la salinidad 88

mas rapida dado que al término de 14.5 horas que durd la exposicion al cambio de salinidad
en el experimento agudo, los organismos alcanzaron osmolaridades internas muy similares a
las obtenidas en los organismos del experimento cronico que fueron cultivados a las mismas
salinidades por 21 dias. A pesar de que estos resultados indican una buena capacidad
osmorreguladora y que la presidon interna puede ser ajusta en periodos relativamente cortos,
observamos que no es total, dado que no se logro alcanzar el punto isosmdtico, tanto en
condiciones agudas como crdnicas del presente trabajo.

La capacidad osmorreguladora en condiciones hipo e hiperosméticas no fue afectada
por la suplementacion de PUFA en esta tesis, en contraste con lo descrito por Chim et al.,
(2001), quienes observaron una mejor respuesta osmorreguladora ante el estrés hiposmoético
(10 ups) en organismos que fueron alimentados con PUFA durante 28 dias. Sin embargo, en
ese trabajo, la temperatura se redujo a 11°C, a diferencia del realizado en esta tesis en que la
temperatura se mantuvo constante. La disminucion de la temperatura pudo haber influido
consideradamente en una mayor incorporaciéon de PUFA en las membranas celulares de los
camarones (Pruitt, 1990) y modificado la fluidez de sus membranas celulares y consecuente su

permeabilidad.

En los procesos de la regulacion osmdtica, tanto de peces (McCormick, 2001; Manzon,
2002) como de crustaceos (Péqueux y Gilles, 1981; Mantel, 1985; Wheatly y Gannon, 1995)
participan iones organicos € inorganicos como osmolitos en dicha osmorregulacion. Los
principales iones organicos que intervienen en este tipo de procesos son los aminodcidos
libres. Gilles (1977) describidé para Eriocheir sinensis que las proteinas en hemolinfa
incrementaron bajo estrés hiposmotico y disminuyeron durante el estrés hiperosmotico. Esta

disminucién de proteinas estd asociada con el incremento en la concentracion de aminoacidos
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libres en el medio intracelular, los cuales aumentan en los tejidos de los organismos para
lograr el equilibrio osmético en relacion al medio ambiente hipersalino (Gilles, 1977; Gilles y
Péqueux, 1981; Marangos et al., 1989; Nery y Santos, 1993; Watts et al. 1996; Okama y Abe,
1998). Contrario a esto, se sabe que cuando los organismos son expuestos a medios
hiposmoticos los aminoacidos libres disminuyen, posiblemente para ser usados durante la
gluconeogénesis en branquias (Nery y Santos, 1993) y la sintesis de proteinas. En
consecuencia, se esperaba una disminucion de proteinas en hemolinfa en los organismos
expuestos a 50 ups en comparacion con los niveles a 5 y a 30 ups. La concentracion de
hemocianina en hemolinfa (1.15 mmol/L) fue semejante a lo encontrado para camarones
cultivados en estanques (1.52 mmol/L) (Pascual et al., 2003) o en L. vannamei cultivados a 15
y 40 ups (1.25 mmol/L) (Rosas et al., 2002). Sin embargo, las proteinas en hemolinfa no
fueron significativamente afectadas por la salinidad del medio (Tabla VI), pero se observaron
valores ligeramente menores a la salinidad de 50 ups. Una falta de efecto sobre las proteinas
de la hemolinfa ante cambios de salinidad pudiera explicarse dado que los organismos
acudticos reajustan sus niveles de proteinas y aminodcidos libres ante la eventualidad de
enfrentar un estrés osmotico. Rodriguez (1981) menciona que en L. vannamei la
concentracion de proteinas disminuy6 considerablemente dentro las primeras 6 horas como
consecuencia a estrés hiperosmotico (50 ups), para recuperar su concentracion inicial después
de 48 horas.

Por otro lado, los aminoacidos libres en hemolinfa pueden obtenerse de otras fuentes,
tales como la hemocianina. En el presente estudio, se encontrd que la concentracion de
hemocianina presentd una tendencia a disminuir a 5 y 50 ups en relacion a los controles (P =
0.059) (Tabla VI). Una disminucion de hemocianina ante un cambio de salinidad también fue
descrito por Rodriguez (1981), quien menciona que las proteinas totales disminuyen ante el
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estrés hiperosmotico al que fueron expuestos juveniles de P. vannamei'y P. stilyrostris, lo cual
pudo deberse a la degradacion de hemocianina hasta aminoacidos libres para enfrentar el
“shock ”osmotico. Para evaluar si la hemocianina fue degradada en relacion a las proteinas
totales de la hemolinfa, se realiz6 una relacion hemocianina/proteina (Cheng et al., 2002), la
cual en los organismos cultivados a 30 ups vari6 desde 59 a 66%, mientras que a 5 ups la
relacion fue de 52.5% y a 50 ups fue de 53.6%. Estas diferencias son significativas (P<0.05)
en relacion a la salinidad, ya que disminuy6 tanto a 5 como a 50 ups (Tabla VI). Estos
resultados indican que hubo una degradaciéon de hemocianina en relacion a las proteinas
totales en juveniles transferidos a ambas salinidades, las cuales pudieron ser hidrolizadas hasta
aminoacidos libres para ser utilizados en los procesos de osmorregulacion a 50 ups y como

sustrato metabolico ante el estrés hiposmotico, como lo han descrito Nery y Santos (1993).

Los aminoacidos libres pueden obtenerse de otras fuentes ademas de la hemolinfa. En
los organismos usados en la presente tesis, se observo un incremento significativo de algunos
aminoacidos libres en musculo en relacion al incremento de la salinidad (Palacios, E.,
comunicacion personal). El incremento de estos aminoacidos puede tener su explicacion en
los resultados obtenidos en la concentracion de proteina, la cual no vari6 significativamente en
relacion a la salinidad, aunque la tendencia fue a disminuir en el experimento cronico a 50 ups
tan como se menciono en la seccion de crecimiento.

En el caso de los iones inorganicos, se ha descrito que el sodio y el cloro pueden
aportar mas del 80% de la presion osmotica extracelular. La regulacion de las concentraciones
de sodio en hemolinfa se lleva a cabo principalmente por la actividad de la Na"-K'-ATPasa, la

cual se discutird mas a fondo en la siguiente seccion.
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También se ha descrito que el magnesio, el calcio y el potasio participan en los
procesos de osmorregulacion, pero que estos iones en particular tienen menor injerencia en la
presion osmoética (Duarte y Romero, 1985). Sin embargo, pueden estar afectados por los
estadios de muda (Mercado-Allen, 1991; Wheatly y Hart, 1995; Wheatly y Gannon, 1995;
Wilder et al., 1998) y de hecho, se ha observado que la presion osmdtica varia en relacion al
estadio de muda (Charmantier et al., 1994; Wilder et al., 1998). Tomando en cuenta lo
anterior, los datos de la presion osmdtica que se presentan en las tablas VI y X provienen so6lo

de aquellos organismos que se encontraban en intermuda.

CAPACIDAD OSMORREGULATORIA: ACTIVIDAD Na'-K'-ATPasa

Las branquias son las principales estructuras encargadas de los procesos de
osmorregulacion, por lo tanto son las primeras en responder al estrés osmotico. Estas
estructuras son relativamente simples en cuanto a la composicidon y grosor de su epitelio, y son
precisamente por donde los organismos tienden a ganar o perder agua relativamente rapido en
funcion del estrés osmotico. En esta tesis, se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de humedad de branquias anteriores (P<0.05; Tabla IX) del experimento agudo,
mientras que en el cronico las diferencias fueron significativas tanto para anteriores (P<0.01)
como posteriores (P<0.01; Tabla XIII); en ambos tipos de branquias, la humedad fue menor
en organismos cultivados a 50 ups. Este mismo efecto se demostr6 en branquias de
Chasmagnathus granulata por Luvizotto-Santos et al., (2003) en que sometieron a este
organismo a estrés hipo- e hiperosmdtico. Este efecto fue similar al que se observo en
musculo y hepatopancreas en esta tesis, en que los tejidos tienden a ganar y perder agua al ser

expuestos los organismos tanto a estrés hiposmotico como hiperosmotico, respectivamente.
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Resulta interesante que en el experimento agudo no se observaron interacciones con alimento
y salinidad, pero en el cronico se observo una tendencia (P=0.061) a una menor variacion de
la humedad en branquias en organismos alimentados con 50% PUFA. Esto podria indicar una
menor permeabilidad de las membranas en branquias de organismos cultivados a hipo- ¢
hipersalinidad, cuando éstos son alimentados con altos niveles de PUFA.

Por otro lado, la concentracion de proteinas en las branquias anteriores (P<0.001) y
posteriores (P<0.01) de los organismos del experimento agudo varid significativamente en
relacion a la salinidad, mientras que en el cronico no se observaron diferencias significativas.
Las variaciones en la concentracién de proteina en las branquias de los organismos del
experimento agudo con respecto a la salinidad se correlacionan en cierta medida con lo
discutido en proteinas en hemolinfa y tejido muscular de esta tesis. En términos generales, se
observo un aumento y disminucion de la concentracion de proteina ante el estrés hipo- e
hiperosmético, respectivamente. Esto puede deberse a la utilizacion de las proteinas en forma
de aminoécidos libres en los mecanismos de osmorregulacion, las cuales son movilizadas
rapidamente antes el estrés osmotico, como osmolitos organicos. Como consecuencia del
estrés hiposmotico agudo los aminoécidos libres pueden ser sintetizados a proteinas o ser
utilizados como sustrato metabodlico a través de la gluconeogénesis (Nery y Santos, 1993) para
cubrir las demandas de energia por parte de las bombas de Na'-K -ATPasas inmersas en las
membranas de este tejido (Towle, 1984).

Se ha descrito en una gran variedad de trabajos ontogénicos (Charmantier y
Charmantier-Duares, 1991; Brown y Terwilliger, 1992) e histolégicos (Dickson ef al., 1991)
que existen diferencias estructurales en las branquias anteriores y posteriores. Las primeras
tienen mayor numero de invaginaciones y epitelios mas delgados, mientras que en las

posteriores, se han encontrado epitelios mas desarrollados, mayor numero de mitocondrias,
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incremento de reticulo endopldsmico rugoso y almacenamiento de compuestos ricos en
energia como el glucogeno, esto como consecuencia de la demanda energética por parte de las
bombas de Na'-K'-ATPasas, las cuales se localizan primordialmente en las branquias
posteriores (Péqueux, 1995). En crustiaceos se ha reportado que el transporte de iones se
realiza a nivel de branquias posteriores y la respiracion en las anteriores (Neufeld ez al., 1980;
Siebers et al., 1985; Holliday, 1985; Thuet et al., 1988; Dickson et al., 1991; Chausson y
Regnault, 1995). La mayor demanda metabdlica en las branquias posteriores, asi como la
presencia de las enzimas involucradas en los procesos de osmorregulacion, principalmente de
la Na"™-K"-ATPasa, pueden explicar en términos generales, la mayor concentracion de proteina
en las branquias posteriores en relacion a las anteriores en ambos experimentos. El hecho de
que no se observaran diferencias significativas en la concentracion de proteinas tanto en
branquias anteriores como posteriores de los camarones del experimento crénico en relacion a
la salinidad, sustenta en cierta medida la utilizacion de éstas como sustrato metabolico ante el
estrés osmatico agudo.

En ambos experimentos la actividad enzimética de la Na'-K'-ATPasa fue mayor en las
branquias anteriores que en las posteriores (Tablas IX y XIII), contrario a lo descrito en otros
trabajos, y en particular para postlarvas de L. vannamei (Palacios et al., 2004a; Palacios ef al.,
en prensa). La razdén por la cual se encontré mayor actividad en las branquias anteriores en
relacion a la salinidad es incierta, pero es posible que dentro del desarrollo de PL a juvenil de
esta especie, exista una migracion de las células funcionales en el transporte ionico de las
branquias posteriores hacia las anteriores. Este fendmeno podria ocurrir durante el ciclo de
vida natural de los crustidceos peneidos y en particular en el estadio de juvenil, ya que en este
estadio es que regresan a las aguas ocednicas, donde las variaciones de salinidad son minimas

en comparacion con las que ocurren en las zonas costeras. Sin embargo, la migracion de las
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células especializadas es una hipotesis que tendria que probarse por medio de la observacion
detenida del epitelio branquial y/o que pudiera ser determinado por medio de ensayos inmuno-
histoquimicos como los sugeridos por Lignot y Charmantier (2001). Otra posibilidad es que la
osmorregulacion de los juveniles de camaron se efectie en relacion a la posicion de las
branquias, y consecuentemente la actividad de la Na'-K" ATPasa sea particularmente mayor
en una de las 8 branquias con que cuenta esta especie. Esto se ha observado en Callinectes
sapidus expuestos tanto a estrés hipo como hiperosmotico (Neufeld ef al., 1980) y en Ucides
cordatus en que solo las branquias 5 y 6 (de un total de 7) son las encargadas de la
osmorregulacion ante un estrés hipo e hipersalino, respectivamente (Martinez et al., 1998).

Existen una gran variedad de trabajos que hacen referencia a las diferencias
estructurales entre las branquias anteriores y las posteriores, asi como las diferencias
implicitas en la actividad de la Na™-K" ATPasa como consecuencia de la funcién que realizan
(i.e., respiracion vs. transporte i0nico), sin embargo existen también, varios trabajos en que no
se han observado diferencias en la actividad enzimatica entre la posicion de las branquias
(anteriores vs. posteriores). Tales son los casos de Pacifastacus leniusculus (Wheatly y Henry,
1987), Homarus gammarus (Lucu y Devescovi, 1999; Flik y Haond, 2000) y Macrobrachium
rosenbergii (Wilder et al., 2000). Estas variaciones nos lleva a deducir que la diferenciacion
funcional entre branquias anteriores vs. posteriores es una caracteristica del estadio y de
algunas especies de crustaceos, como cangrejos (branchyuridos) y langostinos, las cuales no
necesariamente pueden encontrarse en todo tipo de crusticeos, tal y como lo sefialan Lucu y
Towle (2003).

En el presente trabajo no se observaron diferencias significativas en la actividad
especifica ni en la total de la Na'-K'-ATPasa en branquias con relacion a la salinidad en el
experimento agudo, pero si en la actividad total para branquias anteriores (P<0.05) en el
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experimento cronico. Los resultados obtenidos en el experimento agudo son opuestos a los
descritos para otros crustaceos estuarinos, en los cuales se ha demostrado que la actividad total
y especifica de la Na"™-K" ATPasa incrementan ante un estrés hiposmotico agudo. Ejemplo de
ello son: Callinectes sapidus (Neufeld et al., 1980), Carcinus maenas (Siebers et al., 1985),
Uca pugnax (Holliday, 1985) y Chasmagnathus granulatus (Castilho et al., 2001). En
contraste, son pocos los trabajos que evaliian la respuesta a estrés hiperosmético agudo, pero
en general también observan aumentos en la actividad enzimatica de la Na'-K"~ ATPasa en
distintas especies de crustaceos, como en algunos cangrejos (Neufeld et al., 1980) y en
Artemia sp. (Holliday et al., 1990). Sin embargo, en peces se ha descrito ampliamente el
incremento de la actividad enzimatica de la Na'-K"™ ATPasa como consecuencia en el aumento
de la salinidad (Sakamoto et al., 2001; McCormick, 2001).

De trabajos anteriores se deduce que la activacion a corto plazo de la Na'-K" ATPasa
en crustadceos puede ser estimulada relativamente rapido (minutos-horas), posiblemente por
dopamina (Sommer y Mantel, 1988). Towle et al., (1976) mencionan algo similar, en que la
actividad de la Na'-K" ATPasa in vitro se incrementa rapidamente (2-3 horas) en las branquias
posteriores de organismos expuestos a estrés hiposmoético; mientras Lucu y Flik (1999)
mencionan un incremento del 35 al 58% en la actividad de esta enzima dentro de las primeras
5 a 8 horas después de someter a Carcinus maeneas a estrés hiposmotico. Por lo anterior, se
deduce que los tiempos que se necesitaron para alcanzar las salinidades de experimentacion
(15.6 y 12.5 horas para 5 y 50 ups, respectivamente) fueron los necesarios para que se
observara la activacion de la Na'-K" ATPasa en los juveniles de camardn expuestos a estrés
agudo. Como consecuencia, la magnitud en la respuesta de la actividad enzimatica de la Na'-
K" ATPasa en las branquias de camarén puede estar relacionada con las adaptaciones

fisiol6gicas de los camarones peneidos a su caracteristico ciclo de vida, en el cual los
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juveniles se desplazan a aguas ocednicas donde las variaciones de salinidad son minimas o
casi nulas en comparacion a las que suceden en esteros y lagunas costeras. Por lo tanto, se
deduce que a pesar de que contintian siendo buenos osmorreguladores en el estadio de juvenil,
tal y como se demuestra con los resultados de presion osmdtica de esta tesis, la activacion de
la Na™-K" ATPasa, al menos a nivel de las branquias como mecanismo de osmorregulacion no
es tan evidente o importante como en las primeras etapas de desarrollo de estos organismos,
particularmente en estadio de postlarva como lo han descrito varios autores (Thuet, et al.,
1998; Bouaricha, et al., 1991; Palacios et al., 2004b).

En crusticeos existen varios trabajos que hacen referencia a los cambios en la
actividad enzimatica de la Na'-K' ATPasa en relacién a los procesos de aclimatacion a el
estrés hipo- e hiperosmético (Neufeld ez al., 1980; Holliday et al., 1990). Luquet et al. (2002)
hacen una descripcion muy completa de los procesos de diferenciacion celular que ocurren en
las branquias de Chasmagnathus granulatus al someterlos a distintas salinidades de
aclimatacion. Estos procesos de diferenciacion celular provocan una abundancia de células
“captadoras” y “secretoras” de iones cuando los organismos son expuestos a periodos de
aclimatacion de estrés hipo- e hiperosmético, respectivamente; y los cuales son similares a la
diferenciacion que ocurren en las células clorhidricas (células a y B) que se han descrito con
mayor detalle en los procesos de aclimatacion en peces (Evans ef al., 1999; Sakamoto et al.,
2001; McCormick, 2001; Manzon, 2002). El incremento en este tipo de células encargadas del
transporte i6nico estd asociado a una mayor concentracion de la Na'-K" ATPasa (Lignot y
Charmantier, 2001) y por lo tanto es de esperarse que la actividad de ésta se incremente ante
la eventualidad de un estrés osmotico. Lo anterior fue evidente en el experimento cronico; sin
embargo, inicamente se observaron diferencias significativas (P<0.05) en la actividad total de

las branquias anteriores en relacion a la salinidad. La mayor actividad se encontré en las
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branquias de los organismos que fueron aclimatados a estrés hiposmotico en comparacion con
los cultivados en estrés hiperosmético (medias globales = 12.0 y 7.7 uMPi g h™ para 0y 50
ups, respectivamente), por lo que es probable que el estrés hiposmoético haya ocasionado
sintesis de ATPasa. El incremento en la sintesis de esta enzima por efecto de la aclimatacion
se ha demostrado en algunas especies de cangrejos al ser expuestos a estrés hiposmodtico
(Lucu y Flik, 1999; Lovett et al., 2003), mientras que en peces la sintesis de la Na'™-K'-
ATPasa se ha descrito en una gran variedad de especies al ser aclimatados tanto a estrés hipo-
como hiperosmoético (Sakamoto ef al., 2001; McCormick, 2001). Es probable que la sintesis
de esta enzima solo se incremente ante la eventualidad del estrés hiposmotico en crustaceos,
tal y como se observd en los resultados de este trabajo, donde los juveniles de camardn
respondieron a cambios cronicos de salinidad, en particular a diluciones del medio y
probablemente por sintesis de ATPasa; mientras que los mecanismos de activacion a corto
plazo de la ATPasa como respuesta al estrés agudo, aparentemente, no son tan eficientes como
en estadios de postlarva.

A pesar de que la gran mayoria de los trabajos de osmorregulacion de crustaceos hacen
referencia a la importancia de la Na'-K~ ATPasa dentro de la regulacion ionica, existen una
gran variedad de transportadores que estan involucrados activamente en la osmorregulacion,
principalmente de cloruro de sodio (NaCl), por lo que el incremento en la capacidad de
osmorregulacion no puede atribuirse unicamente a la Na™-K"™ ATPasa. Estos transportadores
son: el Na'/H", el contra transportador Na'/K'/2CI", canales de sodio epiteliales, entre ellos de
Na', y la H-ATPasa tipo V. La funcioén de estos transportadores, contra-transportadores y
canales i0nicos, asi como su interaccion entre ellos, son descritos ampliamente para crustaceos

(Péqueux, 1995) y peces (Evans et al., 1999; Sakamoto et al., 2001; McCormick, 2001;
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Manzon, 2002). Se ha mencionado que la participacion de los transportadores, contra-
transportadores y canales idnicos pueden actuar con anticipacion a la Na'-K" ATPasa como
mecanismos de regulacion ionica ante la eventualidad del estrés salino (Lucu y Towle 2003).

Por ultimo, uno de los objetivos de la presente tesis fue analizar el efecto en conjunto
(o interaccion) del suplemento de PUFA y de la salinidad sobre la actividad de la Na'-K'-
ATPasa. Esto implica también el analisis inicial de como influyeron de manera conjunta
ambos factores sobre la composicion de acidos grasos de los distintos tejidos y posteriormente
como se traduce esta influencia sobre la actividad de la Na'-K"-ATPasa.

En el experimento agudo, solamente variaron los niveles de PUFA en relacion a la
alimentacion, puesto que la salinidad fue la misma para los distintos grupos de camarones
durante la mayor parte del experimento, y solamente al final se realiz6 el cambio de salinidad.
Es decir, primero fueron afectados los niveles de acidos grasos en tejidos por el alimento, y
como consecuencia de esto, los camarones respondieron de forma distinta a los cambios de
salinidad. En el hepatopancreas se observaron interacciones significativas en los porcentajes
molares del 20:4(n-6) (P<0.05), 22:6(n-3) (P<0.01), asi como el indice de insaturacion
(P<0.01), mientras que para el 20:5(n-3) fue s6lo una tendencia (P=0.058). Todos los efectos
interactivos del alimento y la salinidad sobre la composicion de &acidos grasos en el
hepatopancreas fueron en la fraccion neutra y dado que los acidos grasos de esta fraccion de
lipidos forman parte los acilglicéridos y ésteres de colesterol, que a su vez todos estos
constituyen los lipidos de reserva, podemos concluir que el efecto de un estrés agudo de
salinidad afecto las reservas del hepatopancreas. Es interesante que el comportamiento general
de los PUFA en la fraccion neutra del hepatopancreas no vari6 en los camarones alimentados
con 50% PUFA y expuestos a distintas salinidades, pero si varid6 en los camarones

alimentados con 0% PUFA, donde algunos acidos grasos insaturados fueron menores a 50 ups
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0 a 5 ups en comparacion con 30 ups: esto podria indicar que los organismos alimentados con
0% de PUFA estan utilizando los 4cidos grasos insaturados para requerimientos energéticos.
Sin embargo, esto resulta sorprendente, porque esperariamos que los organismos con exceso
de PUFA (alimentados con 50% PUFA) utilizaran los acidos grasos insaturados acumulados
como reservas, mientras que los que tienen pocos niveles de acidos grasos insaturados
(alimentados con 0% PUFA), debieran utilizaran otro tipo de combustible metabodlico (i.e.
acidos grasos saturados, carbohidratos o proteinas). En el caso de los carbohidratos en los
hepatopancreas si se aprecio una disminucion en la concentracion, tanto a 5 ups como a 50
ups, siendo la mayor a esta ultima salinidad, pero estas disminuciones sélo se observaron para
los organismos alimentados con la dieta de 0% PUFA. Esto indica que al parecer con este
alimento, el gasto energético para los fines de osmorregulacion fue mayor, debido a que se
utilizaron tanto &cidos grasos insaturados como carbohidratos ante los cambios abruptos de
salinidad. Dicho gasto, en términos de estos combustibles metabdlicos, aparentemente fue
menor en los organismos alimentados con el alimento de 50% PUFA y por lo tanto existiéo un
efecto positivo de la suplementacion de PUFA, el cual puede deberse a los efectos de los
PUFA en los fosfolipidos de membrana sobre la permeabilidad al agua y a los iones
(Sanderman, 1978; Pequéux y Chapelle, 1982; Pequéux et al., 1983).

Dadas las diferencias en la composicion lipidica de las membranas de las branquias y
principalmente de los acidos grasos de la fraccion polar, el siguiente paso fue evaluar los
efectos de éstos en los mecanismos de osmorregulacion y especificamente en términos de la
actividad de la Na"-K'-ATPasa. En necesario distinguir entre la actividad especifica, que en
presente tesis se considerara equivalente a la capacidad que tiene la enzima de ser activada, en
comparacion con la actividad total, que seria equivalente a una suma de la capacidad de
activacion y la capacidad de sintesis de la enzima, dado el supuesto de que toda la sintesis de
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proteina que presenta el tejido esta representada por la ATPasa (lo cual es muy probablemente
no es el caso). Dado que unicamente la actividad total de la ATPasa es significativa (P<0.05)
y solamente en el tratamiento cronico, no asi en el agudo, podemos concluir que en el
tratamiento cronico hubo una tendencia a una mayor sintesis de enzima en organismos
cultivados en distintas salinidades, particularmente a 5 ups, ¢ independientemente de la
alimentacion. Asimismo, la actividad especifica en las branquias anteriores fue afectada,
aunque no de manera significativa (P=0.257), por la interaccion de alimentacion con salinidad
en el experimento cronico, por lo que podemos inferir que los cambios en la composicion
bioquimica de la membrana celular, principalmente de lipidos, tendieron a afectar la actividad
de la Na'-K'-ATPasa ante cambios de salinidad (Tabla XIII). En particular, se observo una
tendencia a mayor actividad a 5 ups en los organismos alimentados con 0% PUFA. Esto
podria interpretarse como una inactivacion de la actividad especifica de la Na'-K'-ATPasa en
el tejido branquial por los PUFA contenidos en el alimento, lo cual concordaria con los
resultados descritos por Morohashi et al., (1991) en que observd una inactivacion de esta
enzima con altas concentraciones de PUFA en Artemia sp.

Otra posible explicacion es que ante un ambiente cronico de baja salinidad, los
organismos alimentados con 0% PUFA requieran una mayor actividad de la ATPasa para
poder osmorregular, en comparaciéon con los que estan a 50 ups y, particularmente, en
comparacion con organismos alimentados con 50% PUFA. Esto se podria deber a que las
membranas celulares en branquias de organismos alimentados con 50% PUFA son menos
permeables, por lo que el organismo esta realizando un menor esfuerzo de osmorregulacion vy,
por ende, la actividad de la ATPasa es menor. La permeabilidad al agua se da por via
intercelular, por poros membranales en la bicapa lipidica, o directamente a través de la bicapa
lipidica (Morris et al., 1982). En este ultimo caso, es probable que sea modulada por la
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composicion de acidos grasos de la membrana. En las branquias se puede incrementar la
sintesis de acidos grasos saturados y reducir la fluidez de la membrana al exponer a cangrejos
y anfipodos a un medio diluido (Whitney, 1974; Morris et al., 1982). Si los camarones tienen
una respuesta semejante a la de cangrejos y anfipodos, entonces al ser cultivados en medios
hipersalinos esperariamos un incremento en los niveles de PUFA y lo contrario se esperaria en
medios diluidos. Como consecuencia, la alimentacidon con PUFA no necesariamente
proporcionaria una ventaja a organismos cultivados en medio diluidos. Sin embargo, lo
anterior no concuerda con la acumulacion de 20:5(n-3) en la fraccion polar de branquias en el
experimento cronico en los camarones expuestos a estrés hiposalino (Fig. 39). Por lo tanto, si
la permeabilidad es afectada por la dieta y por la salinidad a la cual fueron cultivados los
organismos, es posible que en juveniles de camarones el efecto no sea a nivel de acidos
grasos, sino a nivel de fosfolipidos presentes en la membrana (Sandermann, 1978; Pequéux y
Chapelle, 1982; Pequéux et al., 1983). En esta tesis no fue posible la determinacion de los
diferentes tipos de fosfolipidos, por lo que se recomienda evaluar en estudios posteriores.

En las branquias se observaron interacciones significativas para el 20:5(n-3) (P<0.05),
asi como algunas otras tendencias, en la fraccion polar en el experimento agudo:
aparentemente, la alimentacion con distintos niveles de PUFA afectd la composicion de acidos
grasos de los fosfolipidos presentes en la membrana celular en organismos expuestos a un
estrés agudo de salinidad. En los lipidos de reserva, de nuevo no se observd un efecto
significativo sobre los organismos alimentados con 50% de PUFA, pero si sobre aquellos
alimentados con 0% de PUFA: el indice de insaturacion fue significativamente menor a 5y 50
ups en comparacion con 30 ups. Se esperaba que los organismos utilizaran acidos grasos
acumulados como reservas en las branquias ante un estrés agudo de salinidad. Sin embargo,

los cambios mayores se observaron en la fraccion polar ante un estrés agudo. Dado que los

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
Tesis de Maestria




M.A. Hurtado Discusion: Efecto de la salinidad 102

acidos grasos de reserva en las branquias no fueron afectados por el estrés de salinidad, se
puede concluir que los acidos grasos de la fraccidon polar en branquias fueron movilizados
para otros procesos y no en relacion a la demanda de energia. Alternativamente y dado que la
concentracion de lipidos neutros en las branquias es minima comparada con los lipidos polares
es posible que los acidos grasos de la fraccion polar constituyeran una fuente de energia local

para fines de osmorregulacion.
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X. CONCLUSIONES

La supervivencia en cultivo durante 21 dias fue significativamente menor a 5 ups que a
30 ups, mientras que a 50 ups las diferencias no son significativas. El
enriquecimiento del alimento con PUFA no influyé significativamente en la

supervivencia de los juveniles de camardn en ninguno de los dos experimentos.

El menor crecimiento se observo en los camarones cultivados a 50 ups en el
experimento de estrés cronico. Dichos animales presentaron los niveles mas bajos de
proteina y la menor proporcion de agua en musculo. Aparentemente, a 50 ups hay
deshidratacion del musculo e hidrdlisis de proteina muscular para la produccion
de aminoacidos libres destinados a la osmorregulacion. Este menor crecimiento a

50 ups fue parcialmente contrarestado por la alimentacion con 50% PUFA.

Los organismos cultivados a 5 y a 50 ups del experimento crénico presentaron una
mayor frecuencia de muda que aquellos cultivados a 30 ups, posiblemente como una

consecuencia del estrés salino.

Los organismos que fueron expuestos a un medio hiposmotico presentaron una presion
osmotica aproximadamente tres veces mayor a los valores del agua, mientras que los
organismos expuestos a 50 ups mantuvieron su presion osmotica interna
aproximadamente a la mitad con respecto a la salinidad del medio. La presion
osmotica en hemolinfa de los organismos que estuvieron a 30 ups mostraron una
tendencia a mantenerse ligeramente hiposmoticos con respecto al medio. Lo anterior

concuerda con un punto isosmotico de aproximadamente 25 ups reportado para L.
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vannamei, y demuestra la capacidad de osmorregular en juveniles de esta especie
mas alla de los limites de salinidad encontrados en el ambiente natural. No se
encontraron diferencias significativas en la presion osmoética en relaciéon con la

alimentacion.

e FEl suplemento de alimento rico en PUFA influy6 sobre la composicion de acidos
grasos de los lipidos de reserva y de membrana, tanto del hepatopancreas como de las
branquias. Estos resultados nos permiten concluir que el tipo de alimentaciéon y el
tiempo de experimentacion fueron suficientes para que se observara un efecto
sobre los tejidos de los organismos, puesto que fueron alimentados con dietas

distintas en cuanto a composicion de acidos grasos.

e La actividad total de la Na™-K'-ATPasa se incrementé (inicamente en el experimento
de estrés cronico y particularmente la actividad fue mayor en los organismos
cultivados a 5 ups. Aparentemente, los juveniles de camarén responden a cambios
cronicos de salinidad, en particular a diluciones del medio, con sintesis de Na'-
K'-ATPasa, por lo que hace pensar que los mecanismos de activacion de la
ATPasa aparentemente no son tan eficientes en este estadio como lo son en

postlarvas.
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ANEXO A: FABRICACION DEL ALIMENTO

Los ingredientes s6lidos fueron pulverizados finamente y cernidos a través de un tamiz
de 250 micras. Posteriormente, tanto los microingredientes (premezcla de vitaminas y
minerales, fosfato dibasico de sodio, grenetina, cloruro de colina y vitamina C) como los
macroingredientes (harina de trigo, pasta de soya, harina de sardina) fueron mezclado por
separado por 10 minutos. A continuacion los microingredientes fueron adicionados a los
macroingredientes, en una mezcladora KITCHEN AID® para su homogenizaciéon por 10
minutos. Una vez mezclados todos los ingredientes solidos se agregaron las emulsiones
previamente mezcladas (lecitina de soya, BHT y la respectiva emulsion ICES 0% PUFA 6
50% PUFA). Una vez lograda una masa uniforme (5 minutos) y bien mezclada, se agrego6 el
30% del peso de la masa de agua corriente. La masa resultante fue extruida en un molino de
carne comercial TOR-REY® en dos ocasiones para obtener “pellets” de 2 mm de diametro,
mismos que fueron cortados a mano y colocados en una campana de extraccion para secarlos a
temperatura ambiente hasta alcanzar una humedad aproximada al 10%. Posteriormente los
alimentos fueron etiquetados y empacados en bolsas de plastico para su conservacion a -70°C.
Conforme se utilizaba el alimento se sacaba de congelacion y se guardaba en refrigeracion a

4°C.
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Diagrama de flujo para la elaboracion de alimentos

Pulverizacion de ingredientes
y tamizado a 250 p

Dosificacion y premezclado de macroingredientes:
Harina de trigo, pasta de soya y harina de sardina

Dosificacion y premezclado de microingredientes:
Premezcla de vitaminas y minerales, cloruro de
colina, grenetina, fosfato dibasico de sodio y

Dosificacion y premezclado de ingredientes liquidos:
Lecitina de soya, BHT y emulsiones experimentales
de 0% PUFA 6 50% PUFA

vitamina C.

Incorporacion de los micro a los macro-
ingredientes (mezclado por 10 minutos)

Incorporacion de premezcla de ingredientes liquidos:

(mezclado por 5 minutos)

|

Adicion de agua (30%) del peso del total
de la masa (mezclado 5 minutos)

|

Extrusion de la masa en dos ocasiones
en molino de carne

|

Corte a mano

|

Secado a temperatura ambiente
hasta alcanzar 10% humedad

|

Etiquetado y almacenado a -70°C
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Tabla XXX. Composicion de premezcla de vitaminas.

Vitaminas ul aﬁiﬁ%ﬁ% de g/100 g de premezcla len&r\lol ’dsei;arl:lilzogo
Vitamina A acetato (Retinol) 15000 UI 0.01 160079"
Vitamina D; (Colacalciferol) 7500 UI 3.72 160107
Vitamina E (Tocoferol) 400 7.93 100555"
Vitamina K; Menadiona 20 0.40 102259
Tiamina (B,) mononitrato 150 2.98 T-4625°
Riboflavina (B,) 100 1.98 R-4500'
Piridoxina (Bg) hidroclorada 50 0.99 102777
Acido D-pantoténico 100 1.98 101228'
Niacina (Ac. Nicotinico) 300 5.95 102446’
D-Biotina 1 0.02 B-4501°
Inositol 500 9.92 [-5125°
Acido folico 20 0.40 101725
Cianocobalamina (Bj,) 0.1 0.002 103271
Celulosa (vehiculo) 1000 19.84 191499'

"ICN Biomedicals Inc. Ohio, USA. 2Sigma Co. St. Louis, USA.

Tabla XXXI. Composicion de premezcla de minerales.

Mineral g/kg de alimento g/ 100 g de premezcla Numero de catalogo

Sigma'
KCl1 0.5 14.29 P-3911
MgSO, - TH,O 0.5 14.29 M-9397
ZnSO, - TH,O 0.09 2.57 7-0501
MnCl, - 4H,0 0.0234 0.67 M-3634
CuCl, - 2H,0 0.005 0.15 C-6917
KI 0.05 0.15 P-4286
CoCl, - 2H,0 0.0025 0.07 C-2644
Na,HPO, 2.37 67.71 S-0876

'Sigma Co. St. Louis, USA.
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ANEXO B: PRESION OSMOTICA

La osmolaridad es una expresion de la concentracion total de particulas disueltas en
una solucién sin importar su tamafo, densidad, configuracion o carga eléctrica. El principio
para determinar la presion osmotica de una solucion es indirecto, puesto que se fundamenta en
los cambios de energia libre de un solvente al estar en contacto con solutos, modificando sus
propiedades coligativas, como lo son la presion de vapor, el punto de congelacion y el punto
de ebullicion. A comparacion de un solvente puro como el agua, una solucion tiene menor
presion de vapor y punto de congelacion. Los cambios relativos en las propiedades de una
solucion son relacionados linealmente con el numero de particulas disueltas en el solvente, sin
embargo no son relacionadas necesariamente con el peso del soluto, puesto que estas pueden
disociarse en dos 0 mas componentes idnicos. La presion osmotica se expresa en términos de
“presion” es decir en mmHg 6 kPa, sin embargo puede calcularse en términos de

concentracion total de solutos (mmol/kg), siendo este un concepto tedrico.
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Anexo C: Técnica de Na'- K™ -ATPasa

Preparacion de reactivos

SOLUCION BUFFER DE HOMOGENIZACION (pH=7.2)
8.56 g de sacarosa

0.22 gde EDTA

0.0754 g de Tris base

Aforar a 100 mL con agua desionizada

MEDIO DE INCUBACION +K (pH=7.2)

0.487 g NaCl

0.186 g KCI

0.349 g TH (Tris HCI) *normalmente se requiere un poco mas para ajustar pH.
0.060 g TB (Tris base)

Aforar a 50 mL con agua desionizada

MEDIO DE INCUBACION —K (pH=7.2)

0.633 g NaCl

0.483 g TH (Tris HCI) *normalmente se requiere un poco mas para ajustar pH.

0.060 g TB (Tris base)

Aforar a 50 mL con agua desionizada

SOLUCION DE ATP/Mg

0.102 g de MgCl
0.138 g ATP

Disolver en 10 mL de agua de desionizada. Estos pueden pesarse previo a su utilizacion y
mantenerse mezclados en congelador, y al momento de ser utilizados disolverse con el agua
desionizada.

SOLUCION OUABAINA/-K

Disolver 0.00585 (0.002925) g de ouabaina en 10 (5) mL de medio de incubacion —K
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PREPARACION DE LA MUESTRA

S kW=

Liofilizar aproximadamente de 20 a 80 mg de tejido.

Pulverizar con ayuda de una espéatula.

Resuspender en 1 mL de buffer de homogenizacion.

Agitar en vortex.

Utilizar 100 pL para cada medio de incubacion (ver procedimiento).
Mantener en todo momento la muestra en bafio de hielo.

REACTIVO DE AMARILLO DE VANADOMOLIBDATO

SOLUCION A: Aforar a 250 mL con agua desionizada, 112.5 mL de HCIO, (acido
perclorico)

SOLUCION B: Disolver 0.5 g de metavanadato de amonio en agua desionizada tibia
y aforar a 125 mL. Una vez disuelto y aforado guardar en refrigerador.

SOLUCION C: Disolver 10 g de molibdato de amonio y aforar a 125 mL con agua
desionizada.

SOLUCION D: Mezclar las anteriores soluciones en el siguiente orden.

La solucion C se agrega a la solucion B (ya fria) LENTAMENTE y con agitacion. Una vez
perfectamente mezcladas y disueltas se agrega a la solucion A, LENTAMENTE y con
agitacion.

Almacenar en frasco &mbar a temperatura ambiente.

CURVA TIPO
a. Pesar 0.00879 g de KH,PO, anhidro (secar previamente en estufa a 70°C por 12 hr).
b. Disolver en 10 mL de agua desionizada. Concentracion = 200 mg/mL de Pi.
c. Mantener en refrigeracion.
d. Preparar curva de calibracion diluyendo la solucidon anterior 1:4 para obtener una

concentracion de 50 mg/L de fosforo (Pi). A partir de esta realizar diluciones 1:2 para
obtener concentraciones de: 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625, 0.78125 y 0.390625 mg/mL
de fosforo (Pi).
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PROCEDIMIENTO

100 pL de homegenado

(dos series de tubos)

300 uL de medio + K

300 uL de medio - K/ouabaina

Incubar en bafio Maria a 28°C por 5 minutos

Agregar a ambas series 100 pL de ATP/Mg e incubar
exactamente 15 minutos

Agregar 200 pL de reactivo de vanadomolibdato y
poner en baifio de hielo

Preparar una curva tipo (500 pL de estandar + 200 uL.
de vanadomolibdato)

Centrifugar los tubos a 2300 x g (3600 rpm) por 10 min
a4°C.

Leer absorbancia del sobrenadante a 415 nm

e Latemperatura Optima para camaron es 28°C.
e Al agregar el ATP/Mg se hace en ambos tubos (+K) y (-K) de cada muestra, antes de
continuar con la siguiente muestra.
e La curva tipo se puede hacer por separado y el blanco es S5O0 pL de agua desionizada
y 200 uL de vanadomolibdato.
e Preferentemente utilizar tubos de 125x100 para centrifugar. El sobrenadante se puede
tomar con micropipeta.
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Calculos

Activad total = [((+K)-(-K))*(tiempo de incubacion)*(Vol. Total/100 uL)] / [(b)*(peso muestra)]

Actividad especifica = Lo anterior (uM Pi - g detejido)/mg prot - ejido
p g ]| gp )

=uM Pi/mg de proteina
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ANEXO D: ANALISIS DE ACIDOS GRASOS

a) Separacion de lipidos de la muestra.
Se pes6 lg de muestra (en caso del alimento), para branquias y hepatopancreas se
utilizaron los tejidos integros. Estos se colocaron en 6 mL de solucion Folch, la cual es
una mezcla de cloroformo: metanol 2:1 (v/v) en viales de vidrio. A cada una de las
muestras se les agregé6 10 pL del antioxidante BHT (2,6-di-ter-butyl-p-cresol) (0.5
mg/mL) y 10 pl (2 mg/mL) del estdndar interno 23:0. Posteriormente se dejaron reposar
por 24 hrs a -20°C. A continuacion se disgregaron los tejidos por medio de un
homogenizador de vidrio. El homogenizado se separ6 a la mitad para guardar una de ellas
como respaldo y el resto se utilizé para separar en lipidos neutros (LN) y lipidos polares
(LP). Esta separacion se llevd a cabo por medio de microcolumnas preparadas con
micropipetas Pasteur rellenas de fibra de vidrio y silice hidratado al 6%. EI procedimiento

fue el siguiente:

1) Los 3 mL de la muestra se evaporan con nitrogeno (N,) hasta concentrarla en +
0.5 mL, procurando que la temperatura del extracto no superara los 15-20°C. Una
vez concentrada la muestra se agregd en la microcolumna, el vial se enjuagd con

0.5 mL de solucion Folch y se agregd a la microcolumna.

2) A continuacién se adicionaron 10 mL de cloroformo:metanol (98:2 v/v) a la
columna para eluir los lipidos neutros de la muestra. La solucion se recuperd en
tubos de vidrio con tapa de teflon y se guardaron a -20°C.

3) Posteriormente se agregaron 15 mL de metanol a la columna para eluir los lipidos

polares de la muestra, procurando que la frecuencia de goteo fuera similar a la
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obtenida en el paso anterior, y esto se logra inyectando nitrogeno (N,) para regular
el flujo. Una vez eluidos y recuperados los 15 mL de metanol, se les adicion6 10 pl
de BHT y 10 pl de 23:0, puesto que los anteriormente adicionados se recuperan en
la fraccion neutra. La solucion se recupero y guardd en tubos de vidrio con tapa de

teflon a -20°C.

Cada una de las fracciones (neutra y polar) se separ6 en dos partes iguales. Una de ellas fue
utilizada en la determinacion de acidos grasos por cromatografia de gases, mientras que el
resto se conservo para la cuantificacion de los tipos de lipidos por cromatografia en capa fina
con deteccion por ionizacion en flama (Iatroscan TCL/FID). (Resultados que no se muestran

en esta tesis).

b) Derivatizacion de los acidos grasos.

La mitad de las fracciones de lipidos neutros (5 mL) y polares (7.5 mL) previamente
separadas para la derivatizacion se evaporaron a sequedad por medio de una centrifuga-
evaporador, en caso de ser necesario para evaporar completamente se utilizé nitrégeno (Ny).
Una vez conseguida la evaporacion total, se les agreg6 1 mL de trifloruro de boro (BF3) y
colocaron en bloques de calentamiento a 95°C por 15 minutos. Trascurrido este tiempo se
retiraron del calentamiento y se dejaron enfriar. Los metil-ésteres (FAME) fueron recuperados
al agregar 1 mL de hexano. Para eliminar los residuos y recuperar los FAME se realizaron dos
lavados agregando 1.5 mL de H,0 destilada, después de agitar los tubos se centrifugaron a

2000 rpm. por 5 minutos a 4°C para separar en dos fases.
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La fase inferior (agua + BF; + restos de carbohidratos) se separ6 de la fase superior (hexano +
FAME), eliminando la primera con pipetas Pasteur y agregando agua nuevamente, repitiendo
el procedimiento de lavado hasta lograr el congelamiento de la fase acuosa a -20°C. Logrado
el congelamiento, se recupero la fase de hexano con los FAME y se guardaron en viales ambar
de 1 mL con tapén de teflon. Los FAME se analizaron en un cromatografo de gases HP G
1800B equipado con una columna polar DBMAX y detector de masas, usando helio como gas
acarreador. La identificacion de los FAME se realizo comparando el tiempo de retencion de la
muestra contra estandares (SIGMA). La concentracion se calculé en base con el area del
estandar interno 23:0 recuperado y el peso de la muestra, aplicando un factor de correccion en
relaciéon con el nimero de carbonos y numero de dobles enlaces de cada 4cido graso,

calculado a partir de la pérdida para cada estandar externo.
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ANEXO E: FRECUENCIA DE MUDAS
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Fig. 42 Frecuencia de mudas de los organismos de los experimentos de estrés cronico y agudo.
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Fig. 43 Frecuencia de mudas de los organismos del experimento de estrés cronico cultivados
a 5,30y 50 ups.
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ANEXO F: TABLAS DE ACIDOS GRASOS

Tabla XIV. Proporciéon (%) de 4acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos neutros de
hepatopéncreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a
tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0% pufa 50% pufa
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 2.87£0.13 2.87+0.10 2.74+0.15 0.61£0.02 0.72+0.04 0.47£0.05 0.136  0.000 0.767
16:0 19.21£0.52 18.41+0.27 19.29+0.50 14.16+0.18 14.42+0.22 14.70£0.41  0.323 0.000 0.374
18:0 4.89+0.15 6.01+£0.30 5.40+0.48 4.80+0.23 5.00+0.49 5.65+0.70 0.224 0435 0.336

16:1(n-7)  3.67£0.18" 3.07£0.17° 3.82£0.27" 2.26%0.13¢ 2.7740.19° 2.20£0.20°  0.902 0.000 0.005
18:1(n-9)  22.74+0.36  21.04+0.49  22.71£0.30 12.68+0.16 12.51+0.13 13.02£0.61  0.018 0.000 0.131
18:1(n-7) 4.76+0.13 4.53+0.19 5.11£0.18 3.60+0.18 4.13+0.30 4.03£0.20  0.169 0.000 0.138
18:2(n-6)  21.03+0.58  20.40+0.19  20.70+0.41 19.63£0.50 19.74+0.81 17.44+1.60  0.281 0.013 0.277
18:3(n-3) 1.84+0.10 1.80+0.07 1.84+0.09 1.70+0.08 1.76+0.17 1.26+0.20  0.143 0.022 0.101
20:1(n-9) 1.2740.04° 1.3940.09° 1.31£0.05°¢ 2.1540.08° 2.01£0.04° 2.44+0.12°  0.046 0.000 0.008
20:2(n-6) 1.83+0.05 2.01+0.07 1.85+0.06 2.36+0.12 2.06+0.11 2.61+0.36 0471 0.003 0.113
20:4(n-6) 1.51+0.10 1.66+0.12 1.11£0.07 1.40+0.06 1.49+0.19 1.67£0.26  0.492 0.450 0.048
20:5(n-3) 3.39+0.18 3.91+0.30 2.70+0.10 10.50+0.28 9.95+0.34 10.40£0.58  0.409 0.000 0.058
22:5(n-3) 0.43£0.04 0.48+0.01 0.36+0.02 2.06+0.05 1.86+0.12 1.84+0.17  0.287 0.000 0.384
22:6(n-3)  3.75£0.21° 5.65£0.34° 4574036  12.88+0.33"  11.86+0.55" 12.55£0.55" 0.491 0.000 0.002

2 SAT. 28.51£0.40  29.03+0.33  28.93+0.70  21.63+0.15  22.22+0.57  23.09+1.04 0.315 0.000 0.637
TMONO  34.37+0.39°  32.00£0.69° 34.87#0.35" 24.1120.08° 24.76+0.35° 25.3420.45° 0.002 0.000 0.004
TPUFA  37.1240.68™ 38.97+0.53° 36.21+0.81*° 5426021 53.01+0.82° 51.58£1.09" 0.019 0.000 0.133
THUFA  10.2040.50™ 12.6840.70°  9.68+0.52™  28.64+0.34* 26.93+0.27° 28.05£1.08" 0.341 0.000 0.003

(n-3)/(n-6) 2.4+0.07 2.8+0.09 2.7+0.13 6.1+0.23 6.1+0.47 5.3+0.38 0.296 0.000 0.125
22:6/20:5 1.1140.02° 1.46+0.08" 1.70+0.11° 1.23£0.06° 1.20£0.07° 1.22£0.07°  0.003 0.002 0.001
I. Insat. 143+2 15443 142+£3 232+1 22342 22443 0.106  0.000 0.004

Unicamente los acidos grasos mayores de 1% se muestran en la tabla. Las resultados para los factores fijos usados en el ANOVA
bifactorial se muestran en las dos ultimas columnas (S = salinidad; A = alimento ¢ interaccion S x A). En caso de existir interaccion
significativa, se aplicé un analisis de Tukey para comparar entre medias; las letras indican las diferencias.

SAT: Saturados.

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insat.: Indice de insaturacion.
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Tabla XV. Concentraciéon (pg/mg) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos neutros de
hepatopancreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a
tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0% 50%

5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

14:0 17.64+1.61°"°  14.0241.39°  20.04+1.82°  3.21+0.38°  4.60+1.23°  2.63+0.68° 0.308 0.000 0.016
16:0 116.95+4.98  89.36+6.70  140.09+8.73  74.47+7.90  89.32+23.14 80.74+17.91 0.287 0.005 0.093
18:0 29.84+1.80  28.78+0.76  38.45+1.22  24.79+1.52  28.91+6.78  28.04+3.01 0.184 0.065 0.283
16:1(n-7)  22.23+0.65®  14.99+1.58°  28.08+3.09"  12.04+1.71° 17.15+4.19® 12.14+2.80° 0.295 0.001  0.006
18:1(n-9)  139.09+8.43  102.35+8.57 164.9649.70  66.56+6.72  78.04+21.10 74.25+10.97 0.120 0.000 0.062
18:1(n-7)  28.95+0.88° 21.96+1.71° 37.05+2.37°  19.02+2.33° 24.10+5.01° 21.52+4.06° 0.111  0.005 0.025
20:1(n-9)  7.79+0.64 6.7610.61 9.5040.55 11.1440.72  12.3443.16 13.0£2.46  0.511  0.007 0.769
18:2(n-6)  129.0249.84  98.89+6.91 151.06+11.56 103.39+11.83 128.16+38.63 103.29+32.01 0.809 0.423 0.221
18:3(n-3)  11.36+1.11 8.80+0.93 13.53£1.36  9.01+1.20 12.00+4.08  7.81+2.81 0977 0.382 0.153
20:22(n-6)  11.23+0.81 9.79+0.98 13.4240.80  12.1840.72  12.6843.56  14.98+4.56 0.443 0380 0.922
20:4(n-6)  9.16£0.46 7.9140.39 8.0310.57 7.24+0.44 8.36+1.63 8.06+0.58  0.982 0.471 0.304
20:5(n-3)  20.64+1.38  18.73x1.11  19.71+1.71  54.53+4.07 61.51£16.93  54.85£9.65 0.930 0.000 0.842
22:5(n-3)  2.61£0.25 2.3440.21 2.6240.27 10.76£1.02  12.27+3.83  10.67+3.02  0.937 0.000 0.875
22:6(n-3)  22.81+1.46  27.11+1.31  33.41+3.85  67.6246.93  75.26+20.63 67.52+12.94 0.826 0.000 0.785
Y SAT.  173.8448.06 140.50+8.82 209.39+10.22 113.26+10.54 135.214+33.87 122.80+22.50 0.283 0.002 0.097
Y MONO 209.69+10.15 155.54+12.46 253.44+15.63 126.37+12.20 152.49+38.58 140.17432.38 0.188  0.002 0.066
S PUFA  226.93+13.46 188.38+10.84 264.21420.56 284.15+26.96 335.94+94.77 287.56+68.48 0.918 0.076 0.453
Y HUFA  61.97+3.00  60.80+2.42  70.63+6.71 149.54+12.85 168.67+45.97 150.07+27.93 0.926 0.000 0.815
L. Insat. 875+45 74341 1033+79 1210£112 1406+388 12304267  0.904 0.024 0.504
Total (AG) 611431 484+32 727+45 524+50 6244167 551+123 0.610 0.583 0.222

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados.
PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.

HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.

L. Insta.: Indice de insaturacion.
Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
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Tabla XVI. Proporcion (%) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos polares de
hepatopancreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuesto a
tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0% 50%

S ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA

14:0 0.69£0.05  0.60£0.02  0.60£0.05  0.26+0.01  0.24+0.02  0.23+0.01  0.124 0.000  0.439
16:0 12.7040.31 11.17+0.21 11.1440.41 10.85+0.35 9.90+0.40 10.48+0.33 0.004 0.000  0.239
18:0 7.70£0.13  7.86£0.24  7.61£0.17  7.39£0.40  7.09£0.53  6.64+0.58 0.520 0.040  0.682
16:1(n-7)  1.76£0.11  1.53£0.05  1.59+0.04  1.05£0.05  1.20+0.08  0.97+0.09 0.243 0.000  0.034
18:1(n-9)  14.15£027 12.58+0.34 13.02+0.36  7.40+0.14  7.00£0.32  7.05+0.40  0.012 0.000  0.185
18:1(n-7)  3.3840.08  3.26£0.08  3.31+0.11  2.71+0.12  2.98+0.19 2.75+0.12 0.704 0.000 0.271
18:2(n-6)  25.15+0.78 24.50+0.52 24.66+1.47 11.93+0.28 11.83+0.50 10.68+0.24 0.520 0.000  0.691
18:3(n-3)  2.3440.14  2.2240.07 2.29+0.20  0.83+0.03  0.83+0.07  0.62+0.03 0485 0.000  0.449
20:1(n-9)  0.97+0.06° 1.19+0.08° 1.08+0.05° 1.3240.06° 1.2640.03* 1.47+0.10° 0.163 0.000  0.048
20:22(n-6)  1.99+0.11  2.44+0.11  2.1340.06  2.4140.13  2.39+0.12  2.74+030 0284 0.019 0.122
20:4(n-6)  4.00£0.30  3.62+0.18  3.56+0.18  3.17+0.19  3.62+029  3.65+026 0.989 0214  0.128
20:5(n-3)  9.54+0.44  9.43+0.59  9.56+045 22.56+0.82 22.24+0.95 22.42+0.44 0944 0.000 0.986
22:5(n-3)  0.76£0.06  0.76£0.04  0.74£0.06  1.73+0.10  1.89+0.08  1.73+0.04 0.324 0.000  0.431
22:6(n-3)  8.79+0.65 12.88+0.36 12.89+0.77 20.00+1.11 21.21+0.94 22.33+0.64 0.001 0.000  0.201
Y SAT.  22.55+0.42 21.15£0.30 20.80+0.54 20.20£0.84 18.75£0.99 18.83+0.84 0.068 0.001  0.946
SMONO 21.64+0.34 19.9240.35 20.26+0.36 14.06+0.29 13.92+0.47 13.80+0.52 0.055 0.000  0.143
S PUFA  55.8140.73 58.9310.49 58.93+0.67 65.74+1.10 67.32+1.45 67.37+1.18 0.038 0.000  0.684
S HUFA  24.38+1.33 27.83+0.96 28.03+1.43 48.85+1.27 50.36+1.93 51.51+1.19 0.076 0.000 0.784
(n-3)/(n-6)  0.69+0.04  0.83+0.03  0.85+0.07  2.5240.06  2.54+0.15  2.69+0.05 0.135 0.000  0.685
22:6/20:5  0.9240.05° 1.38+0.07° 1.35+0.06° 0.89+0.07° 0.96+0.03° 1.00£0.02° 0.000 0.000  0.003
L. Insat. 21445 233+4 23445 31046 31849 32346 0.025  0.000 0.647

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados.

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.

HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
I. Insta.: Indice de insaturacion.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
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Tabla XVII. Concentracion (ug/mg) de acidos grasos (media = E.E.) en la fraccion de lipidos polares de
hepatopancreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 'y 50% PUFA y expuestos a
tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0% 50%
S ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 0.76£0.06  0.67+0.04  0.71£0.06  0.33+0.03  0.31£0.04  0.28+0.01  0.318  0.000 0.618
16:0 13.87+0.65 12.44+0.59 13.22+0.64 14.031£0.95 12.89+1.42 12.76£0.74 0.335 0.948 0.870
18:0 8.39+0.29  8.79+0.60  9.04+0.43  9.57+0.80  9.33+1.32  8.15+0.98  0.832  0.678  0.443
16:1(n-7)  1.93+0.15* 1.70£0.07" 1.88+0.06" 1.3440.05°" 1.57+0.19° 1.17+0.08° 0.563  0.000  0.040
18:1(n-9) 15.43+£0.50 14.03£0.79 15.40+0.29 9.55+0.50  9.11£1.04  8.60+0.71  0.415 0.000 0.396
18:1(n-7)  3.69+0.16  3.64+0.19  3.93+0.22  3.48+0.19  3.88+0.45 3.35£0.21 0.783  0.397 0.293
20:1(n-9)  1.05+0.04  1.33+0.11 1.2840.08  1.69+0.07  1.62+0.13  1.78+0.09  0.217  0.000  0.165
18:2(n-6) 27.41£1.03 27.31£1.40 29.08+1.17 15.40£0.86 15.38+1.68 12.96+0.49 0.938  0.000 0.144
18:3(n-3)  2.55+0.17  2.48+0.16  2.69+0.18  1.08+£0.08  1.09+0.16  0.76£0.05 0.810  0.000 0.138
20:2(n-6)  2.16£0.08  2.73+0.22  2.51£0.06  3.10+£0.18  3.07£0.26  3.34+0.42 0374 0.001 0411
20:4(n-6) 4.3840.40  4.02+0.19  4.24+0.32  4.07+0.27 4.60+0.36  4.40+0.21 0939 0.563  0.355
20:5(n-3) 10.41£0.60 10.49+0.75 11.37£0.78 29.09+1.76 28.38+1.39 27.20+0.91 0914  0.000 0.429
22:5(n-3)  0.83£0.06  0.85+0.04  0.88+0.08  2.21+0.10  2.45+0.24  2.10+0.10 0405 0.000 0.311
22:6(n-3)  9.56+0.66° 14.28+0.26* 15.36+1.27* 25.54+0.59° 27.03+1.24° 27.0240.61° 0.001  0.000  0.049
Y SAT. 24.62+1.02 23.59+1.17 24.68+1.08 26.14£1.94 24.524297 2298+1.78 0.652 0.866  0.637
X MONO 23.60+0.79 22.19£1.02 24.00+0.55 18.13£0.91 18.11+1.91 16.77£0.93 0.805 0.000 0.375
Y PUFA  60.82+£1.67 65.55£2.25 69.83£1.88 84.50+2.58 86.29+4.98 81.66+2.17 0.441  0.000 0.112
> HUFA  26.58+1.60 30.89+1.12 33.3842.50 62.71£1.62 64.27+3.03 62.40+£1.52 0.225 0.000 0.224
I. Insat. 23348 25948 278+12 398£10 407+22 391£10 0.264  0.000 0.130
Total (AG) 10943 1114 11943 12945 129+10 12144 0971  0.006 0.257

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados.

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.

HUFA: Cpn cuatro o mas dobles enlaces.
I. Insta.: Indice de insaturacion.
Total (AG): Total de acidos grasos.
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Tabla XVIII. Proporcion (%) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos neutros de las
branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres
salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.
0% 50%
S ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 1.0£0.06  0.84+0.06 1.0£0.09 0.6£0.05 0.6+0.03 0.7£0.06  0.119 0.000 0.156
16:0  9.8£0.34" 8.7+0.07° 10.2+0.31° 9.2+0.37* 8.9+0.27° 8.8+0.37° 0.044 0.018 0.046
18:0 7.5£0.29  8.9+0.22 8.610.17 7.940.32 8.01£0.21 8.2+0.38  0.022 0.196 0.073
16:1(n-9) 0.9£0.04 0.8+0.04 0.9£+0.08 0.840.06 0.940.03 0.9+0.07 0.740 0.628 0.043
16:1(n-7)  1.1£0.07  0.9£0.08 1.1£0.03 1.0£0.08 1.1£0.08 0.8£0.12  0.488 0.343 0.052
18:1(n-9) 10.140.35* 8.1+0.34°  9.8+0.32"  7.1+0.35™  6.5£0.31°  6.3£0.43° 0.003 0.000 0.036
18:1(n-7) 2.840.18 2.9+0.15 3.1+0.15 3.0+0.11 3.0+0.15 2.6+0.16 0922 0.886 0.066
18:2(n-6) 15.6+£0.60 13.6£0.62 14.3£0.61 11.6+0.33 11.1+£0.42 10.7+£0.33 0.053 0.000 0.302
18:3(n-3) 1.1£0.06 1.1£0.07  0.9£0.07 0.8+0.09 0.7£0.08 0.8£0.05 0.355 0.000 0.310
20:1(m-9) 1.2£0.05 1.3£0.02 1.2+0.06 1.3£0.04 1.4+0.08 1.2£0.05  0.022 0.273 0.362
20:2(n-6)  2.2+0.09  2.6%0.12 2.240.06 2.340.18 2.240.15 2.6+0.23  0.532 0.925 0.060
20:4(n-6) 5.910.25 6.5+0.31 5.940.10 5.240.46 5.540.30 6.0£0.37  0.391 0.060 0.248
20:5(n-3) 18.6+£0.79 20.5£0.81 18.3£0.54 23.1+0.54 24.0+0.47 24.0+£0.81 0.124 0.000 0.295
21:5n-3) 1.3£0.22  1.0+0.24 1.6£0.10 1.1£0.29 1.0£0.25 0.8£0.06 0.569 0.061 0.233
22:5(n-6)  0.6+0.04° 1.5£0.36" 0.6£0.11°  0.5+0.10°  0.540.12°  0.9£0.06® 0.058 0.084 0.009
22:5(n-3) 1.1£0.06  1.0+0.07 1.1£0.13 1.51£0.13 1.2+0.09 1.6£0.15  0.140 0.000 0.238
22:6(n-3) 12.5£0.37 13.9£0.58 12.9£0.50 17.0£0.45 17.1£0.31 16.3+£0.19 0.103 0.000 0.253
X SAT. 20.4+041 20.2+0.23 22.0+043 19.840.36 19.7+0.28 20.1£0.13 0.012 0.001 0.127
Y MONO 17.1+0.39° 14.9+0.23% 16.940.43™ 14.240.37° 13.7+0.28° 12.8+0.18° 0.032 0.000 0.021
Y PUFA 61.740.61° 64.240.68" 60.5+0.53" 65.4+0.72° 66.0+0.42" 66.3+0.53* 0.015 0.000 0.010
Y2 HUFA 41.44£1.10 45.8£1.06 41.6+1.14 49.6+0.81 50.5£0.77 50.8+0.64 0.028 0.000 0.064
(n-3)/(n-6) 1.4+0.06 1.6+0.07 1.5+0.07 2.240.05 2.240.07 2.1+£0.03  0.184 0.000 0.456
22:6/20:5  0.7+£0.04  0.7£0.03 0.7£0.01 0.7£0.03 0.7£0.02 0.7£0.03  0.859 0.340 0.354
I. Insat. 271+4° 288+6" 269+5° 305+3* 310+3* 308+2° 0.016 0.000 0.048

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
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Tabla XIX. Concentracion (png/mg) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos neutros
de las branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y
expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.
0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 0.6620.05 0.94+0.32 0.67£0.08 0.47£0.05 0.4620.05 0.53£0.05 0.636 0.041 0.496
16:0 6.52+0.27 9.51£2.53 7.05%0.45 7.3410.54 6.7020.87 6.37£0.37 0.479 0.386 0.322
18:0 5.00+0.29 9.53+2.34 5.9240.36 6.27+0.40 5.9340.66 5.95+0.32 0.135 0.410 0.084
16:1(n-9) 0.62+0.02 0.89+0.29 0.62+0.09 0.64+0.04 0.70£0.08 0.67£0.07 0.446 0.743 0.640
16:1(n-7)  0.72+£0.06 1.05+0.39 0.74%0.05 0.79£0.07 0.80£0.12 0.59£0.10 0.389 0.481 0.680
18:1(n-9)  6.70£0.29 8.93+2.55 6.7240.23 5.69£0.45 4.8510.62 4.55+0.33 0.594 0.021 0.417
18:1(n-7) 1.8340.13 3.23£1.03 2.1610.18 2.3940.13 2.29+0.33 1.93+0.14 0.288 0.615 0.308
20:1(n-9)  0.77£0.04 1.40£0.36 0.83%0.08 1.02+0.07 1.01£0.12 0.84£0.05 0.089 0.768 0.180
18:2(n-6) 10.384£0.67 14.694£3.59  9.84+0.45 9.16+0.37 8.33+£0.98 7.79£0.28  0.297 0.030 0.267
18:3(n-3)  0.75+0.05 1.21£0.40 0.63%0.05 0.62+0.09 0.54%0.09 0.56£0.03 0.333 0.074 0.233
20:2(n-6) 1.48+0.10 2.8040.63 1.54£0.08 1.8610.17 1.6240.13 1.85+0.12 0.136 0.512 0.023
20:4(n-6)  3.90%0.13 7.31£2.33 4.05+0.29 4.11+0.32 4.03+0.44 4.35+0.36  0.240 0.304 0.177
20:5(n-3)  12.371£0.61 21.59+4.81 12.66+£0.96 18.31+0.72 17.80+1.95 17.42+0.54 0.105 0.247 0.093
21:5(n-3)  0.88+0.14 1.31£0.61 1.1240.12 0.88+0.20 0.74%0.16 0.57£0.04 0.819 0.141 0.560
22:5(n-6)  0.41£0.03°  1.37+0.27*  0.43£0.06° 0.40+0.06° 0.37+0.06°  0.64+0.04° 0.004 0.020 0.000
22:5(n-3)  0.72+0.02 1.11£0.27 0.72£0.05 1.21£0.14 0.92+0.14 1.17£0.11  0.890 0.059 0.063
22:6(n-3)  8.30£0.10 14.81+£3.42  8.94+0.76  13.52+0.70 12.77+1.52 11.83+0.40 0.120 0.163 0.104
2 SAT. 13.57+£0.55 21.99+5.77 15.16£0.95 15.74£091 14.69£1.73 14.58£0.47 0.320 0.405 0.206
YXMONO 11.3520.46 16.60£4.90 11.68£0.60 11.28%0.76 10.27£1.21  9.33£0.57 0.431 0.133 0.373
Y POLY 40.92£1.26 68.89+16.65 41.74£2.51 51.83£1.58 49.00+£5.11 48.15+£1.02 0.160 0.895 0.115
Y HUFA  27.45+0.72 48.92+11.71 28.78+2.10 39.29+1.17 37.46+3.97 36.92+1.02 0.127 0.539 0.091
L. Insat. 18045 308174 18612 24248 229425 22445 0.151 0.818 0.111
Total (AG) 6612 108+28 69144 7913 7418 7312 0.230 0.592 0.165

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XX. Proporcion (%) de acidos grasos (media = E.E.) en la fraccion de lipidos polares de las
branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres
salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 0.77+0.03 0.83+0.06 0.79+0.07 0.36+0.03 0.41£0.04 0.44£0.04 0.466 0.000 0.733
16:0 15.78£0.23  15.43+£0.21 15.70£0.33  15.53+£0.24 15.91£0.49 14.89+0.36 0.443 0.467 0.162
18:0 11.30£0.34  11.66£0.26  11.42+0.24 11.35£0.27 10.90+£0.40 11.32£0.26 0.956 0.291 0.374
16:1(n-9) 0.37+0.02 0.35+0.03 0.40+0.03 0.40+0.05 0.44+0.03 0.38£0.06  0.930 0.329 0.363
16:1(n-7) 1.31+0.07 1.2440.06 1.3940.09 1.0310.08 1.24+0.16 0.94+0.08 0.681 0.004 0.070
18:1(n-9)  13.7120.10* 12.24+0.16° 13.47£0.25* 9.06+0.27° 8.87+0.21° 8.83+0.26° 0.003 0.000 0.009
18:1(n-7) 3.39+0.19 3.4440.05 3.6610.15 3.51+0.15 3.70+0.20 3.26£0.11  0.700 0.967 0.089
18:2(n-6) 18.94+0.96  17.83£0.69  19.38+1.20 12.01+£0.13  11.69+0.24 10.88+0.22 0.603  0.000 0.251
18:3(n-3) 1.11+0.07 1.0540.05 1.13£0.10 0.60+0.04 0.55+0.07 0.60+£0.07  0.638 0.000 0.986
20:1(n-9) 1.160.05 1.3340.05 1.13£0.05 1.3240.03 1.38+£0.04 1.44+0.03  0.034 0.000 0.021
20:2(n-6) 1.72+0.07 1.7440.10 1.67+0.15 2.03+0.15 1.80+0.09 1.98£0.11  0.700  0.027 0.465
20:4(n-6) 4.00£0.27 3.9440.28 3.45£0.24 3.84+0.22 4.041£0.23 4.38+0.23 0947 0.168 0.093
20:5(n-3)  13.20+0.45 13.53+0.43 12.05+£0.45 19.7840.53 19.2840.64 20.54+0.20 0.913  0.000 0.022
22:5(n-3) 0.81+0.11 0.9740.11 0.80+0.11 1.10+0.09 1.25+0.14 1.07£0.07  0.220 0.004 0.996
22:6(n-3) 8.05+0.37 10.38+0.51 9.1940.71 13.70£0.68  13.574£0.52 14.1620.26 0.126  0.000 0.078
2 SAT. 29.34+0.43  29.42+0.17 29.31£0.44 28.87+0.36  28.95+0.57 28.40£0.27 0.684 0.066 0.806
> MONO 20.77£0.25  19.47+0.11  20.91+0.16 16.18+£0.30  16.60+£0.30  15.78+0.23  0.179  0.000 0.000
X PUFA  49.50+0.48  50.82+0.24  49.41£0.53 54.64+0.34 54.08+0.78 55.44+0.41 0.693  0.000 0.029
Y HUFA  26.75£1.08  29.3240.99  26.29+1.34 39.10+0.31 38.81£0.73 40.90+£0.35 0.445 0.000 0.027
(n-3)/(n-6)  0.9240.05 1.0940.07 0.93+£0.08 1.90+0.03 1.91+0.09 2.02£0.05 0.376  0.000 0.138
22:6/20:5 0.61+0.02 0.77+0.03 0.76+0.05 0.70+0.05 0.70£0.02 0.69£0.01  0.041 0.565 0.039
I. Insat. 205+4 2164 205£5 25312 25144 25942 0.392  0.000 0.029

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados
PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco

Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXI. Concentracion (ug/mg) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos polares de las
branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres
salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma aguda.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 0.52+0.04 0.91+£0.27 0.94+0.35 0.30+0.04 0.30+0.01 0.46+£0.14  0.314 0.010 0.570
16:0 10.60+0.88  16.46+£3.87 21.114991 13.01+£1.35 11.90£1.27 14.80£2.88 0.413 0458 0.608
18:0 7.61£0.73 12.2242.53  15.12+6.87 9.48+0.87 8.23+0.99 11.4442.48 0.344 0469 0.598

16:1(n-9)  0.25+0.03 0.39+0.12 0.57+0.29 0.33+0.05 0.33+0.04 0.38+0.12  0.423 0.630 0.637
16:1(n-7)  0.86+0.04 1.35+0.37 1.97+1.01 0.88+0.13 0.92+0.16 0.93+0.18  0.451 0.199 0.510
18:1(n-9)  9.2240.78  12.90+£2.79  17.59£7.86  7.62+0.87 6.7210.81 8.86+1.84  0.390 0.069 0.599
18:1(n-7)  2.2440.10 3.69+0.91 5.1242.53 2.96+0.36 2.78+0.36 3.2240.60  0.401 0.464 0.522
20:1(n-9)  0.77£0.05 1.40+0.29 1.51+0.70 1.10+0.10 1.04+0.13 1.43+0.28  0.307 0.903  0.605
18:2(n-6)  12.85%£1.57 18.74+4.06 23.78+9.43  10.10£1.13  8.86%1.11 10.88+2.21 0.418 0.026 0.503
18:3(n-3)  0.75+0.08 1.07£0.17 1.38+0.55 0.51+0.08 0.44+0.09 0.66£0.23 0331 0.020 0.614
20:2(n-6) 1.15+0.09 1.84+0.43 2.08+0.85 1.72+0.27 1.37+0.19 2.04+0.54  0.398 0.959 0.539
20:4(n-6)  2.65%0.18 4.46+1.46 5.18+2.85 3.18+0.29 2.98+0.26 4.40+0.93  0.405 0.613 0.760
20:5(n-3)  8.88+0.78  14.44+3.37 16.7948.32 16.58+1.73  14.76£2.02 20.86t4.73 0.363 0.262 0.696
22:5(n-3)  0.56x0.10 1.05+0.27 1.25+0.71 0.94+0.14 0.90+0.10 1.05£0.19  0.490 0.968 0.629
22:6(n-3)  5.3910.44  10.97£2.42 12.86+£6.32 11.63x1.64 10.44£1.53 14.2943.11 0.298 0.369 0.557
2 SAT. 19.99£1.72  31.54+7.16 39.48+18.16 24.41+2.34 21.96+2.32 28.90+6.05 0376 0.456 0.619
2MONO 13.92+1.04 20.72+4.80 28.03+13.08 13.61£1.50 12.48+1.40 15.79£3.23 0.391 0.164 0.597
X PUFA  3335+2.95 54.08+12.50 65.82+£30.28 46.01£5.18 41.174£5.32 56.28+£12.71 0.356 0.788 0.645
X HUFA  17.95%£1.51 31.47+7.65 37.23+18.80 32.91£3.66 29.59+3.88 41.5849.47 0.340 0.458 0.669
I. Insat. 138+11 230+54 279+133 213424 191£25 263159 0.347 0905 0.653
Total (AG) 6716 10625 133+62 84+9 7619 101+22 0.367 0.521 0.636

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de &cidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXII. Proporcion (%) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos neutros de hepatopancreas
de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres salinidades
(5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 2.8540.11 3.46+0.32 3.32+0.09 0.75+0.04 0.59+0.02 0.66+0.03 0.284 0.000 0.038
16:0 19.14+0.47 20.91£0.42 20.80+0.22 14.67£0.25 14.04+0.07 14.91+0.11  0.012 0.000 0.002
18:0 5.18+0.19 4.85+0.09 5.29+0.31 4.09+0.37 4.61+£0.39 4.51+0.14 0.631 0.004 0.310

16:1(n-7)  3.43%0.16 4.09+0.26 4.40£0.20 2.46+0.21 2.1040.09 2.54+0.08  0.021 0.000 0.017
18:1(n-9)  22.04+0.72  23.16£0.36  22.3240.34  12.59+0.15  12.45+0.32  12.55+0.10 0.418 0.000 0.254
18:1(n-7)  4.890.29 4.68+0.26 5.4040.17 3.6540.10 3.40+0.13 4.1940.17  0.003 0.000 0.986
18:2(n-6)  19.7240.63  21.72+0.91  21.99+0.49  20.64+0.32  20.0120.61  20.55+0.30 0.189 0.129 0.062
18:3(n-3)  1.84%0.12 2.14+0.09 2.16+0.05 2.0940.08 1.88+0.08 1.9840.07  0.467 0360 0.014
20:1(n-9)  1.110.03 1.20+0.07 1.15+0.04 1.86+0.09 2.08+0.05 1.96£0.05  0.035 0.000 0.568
20:2(n-6)  1.89+0.05 1.63+0.17 1.51+0.04 2.2840.22 2.3240.20 1.8310.06  0.022 0.001 0.408
20:4(n-6)  1.6140.25*  0.9140.14°  0.97+0.11°  1.08+0.09®  1.3240.16®  1.10£0.04® 0.106 0.986 0.012
20:5(n-3)  4.3440.76 2.16+0.32 2.2140.27 10.64+037  10.5440.55  9.94+0.07  0.009 0.000 0.077
22:5(n-3)  0.49+0.06 0.35+0.05 0.29+0.02 1.9540.06 2.1340.06 1.9940.07  0.174 0.000 0.022
22:6(n-3)  4.1940.63°  3.01+0.39%  226+0.19  11.5040.38°  14.12+0.26" 12.52+0.30® 0.018 0.000 0.000
Y SAT.  28.78+0.41  30.74+0.55  30.95+0.17  21.5740.25  21.09£0.45  22.01£0.31 0.008 0.000 0.011
Y MONO  33.40+1.21  34.8240.47  35.1140.60  23.8440.34  23.35+0.53 2451026 0.200 0.000 0.350
S PUFA  37.82+1.31  34.44+0.92  33.9440.60  54.59+040  55.56+0.16  53.48+0.49  0.010 0.000 0.025
S HUFA  11.7341.63  7.1840.92 6.50+0.59  27.08+0.78  29.77+0.83  27.27+0.32  0.039 0.000 0.002
(n-3)/(n-6)  0.48+0.06 0.33+0.03 0.30+0.02 1.1240.05 1.2340.06 1.14£0.02  0.155 0.000 0.014
22:6/20:5  0.98+0.03 1.4240.10 1.04+0.04 1.08+0.01 1.35+0.05 1.26£0.04  0.000 0.067 0.036
L. Insat. 149+7° 130+4° 126+2° 22643 23842° 22742° 0.018 0.000 0.001

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXIII. Concentracion (ug/mg) de acidos grasos (media = E.E.) en la fraccion de lipidos neutros de
hepatopéancreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres
salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0% 50%

5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A  SxA

14:0 19.3612.60 25.30£5.10 23.86%1.94 4.16+£0.43 3.26%0.27 3.73£0.13  0.565 0.000 0.377
16:0 128.7+14.2 147.7+16.5 151.5+16.4 80.4£5.7 78.6£7.8 85.1£2.6 0.513 0.000 0.636
18:0 34.2942.63 34.15+£3.84 37.97£3.69 21.93£0.91 25.11£1.34 25.7240.86  0.326 0.000 0.747
16:1(n-7) 23.3343.12 28.82+3.34 32.39+4.40 13.68+1.78 11.90+1.64 14.50+£0.73  0.222 0.000 0.290
18:1(n-9) 149.1£18.34 164.4+2.82 162.6£17.8 68.814.19 70.4£8.76 71.7£2.72  0.793 0.000 0.878
18:1(n-7) 32.8043.96 32.61£2.68 39.5244.91 20.05+1.63 19.16+2.38 23.94+£1.37 0.134 0.000 0.893
20:1(n-9) 7.37£0.7 8.391+0.81 8.43+0.99 10.11£0.46 11.77£1.46 11.19£0.36  0.286 0.000 0.918

18:2(n-6) 133.8%17.7 154.9422.2 159.2+15.4 113.318.6 112.7£13.1 117.3£3.9  0.597 0.008 0.703
18:3(n-3) 12.65%2.02 15.23£2.22 15.76£1.80 11.53£1.13 10.63£1.35 11.31£0.50  0.670 0.017 0.486
20:2(n-6) 12.68+1.38 11.22+1.00 10.93£1.13 12.48+1.63 13.45+2.45 10.51£0.68 0.409 0.662 0.619
20:4(n-6) 10.25+£0.94 6.02+0.46 6.731£0.31 5.8240.30 7.10£0.37 6.25£0.26  0.007 0.004 0.000
20:5(n-3) 27.58+3.14 14.40£0.98 15.361£0.84  57.95+2.87 58.06+3.91 56.73£1.64  0.020 0.000 0.031
22:5(n-3) 3.20+0.30 2.344+0.18 2.0940.11 10.69+0.73 12.08+1.53 11.37+0.65 0.819 0.000 0.312
22:6(n-3) 26.92+2.88 20.16£1.81 15.8810.75  62.68+3.33 78.72+7.20 71.65£3.72  0.302 0.000 0.012
> SAT. 177.1£17.9 196.0+21.2  205.3+21.2 116.0+6.4 116.0+9.7 124.0+£3.3  0.496 0.000 0.760
>~ MONO 231.0£27.7 247.0£27.5  256.5+29.5 135.5+10.1 132.6+16.2 141.8£5.0  0.760 0.000 0.878
>~ PUFA 243.0+23.2 23734239  240.0£19.9  292.0+18.4 308.4+30.6 301.7£11.0  0.970 0.002 0.881

> HUFA 75.316.6 48.0+2.2 45.7+2.1 147.848.1 165.3+13.7 155.9+6.2  0.380 0.000 0.015
I. Insat. 992481 906x73 911£76 1243£75 13324127 1297449 0979 0.000 0.554
Total (AG) 651166 679172 701+70 543435 55656 567+18 0.804 0.014 0.973

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXIV. Proporcion (%) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos polares de
hepatopancreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a
tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 0.70+£0.06 ~ 0.77+£0.06  0.63+0.04  0.24+0.02  0.24+0.01 0.24+0.01 0219  0.000 0.236
16:0 11.55£0.35 11.53+0.35 11.28+0.23  10.54+0.36 10.16+0.36  10.43+0.22  0.788  0.000  0.711
18:0 7.74£030  7.33+0.42 7.68+0.14  7.71+£0.26  7.18+0.32 7.46£0.22  0.284 0.584  0.953

16:1(n-7) 1.55+0.04 2.00+0.12 2.07+0.10 0.99+0.10 0.95+0.02 1.00£0.02  0.009 0.000  0.007
18:1(n-9)  12.74+0.30 14.48+0.21 13.49+0.30  7.35+0.11 7.04+0.19 6.94+0.02  0.012  0.000 0.001
18:1(n-7) 3.2440.13 3.2340.18 3.6620.07 3.00£0.16 2.58+0.04 3.06£0.07  0.004 0.000 0.199
20:1(n-9) 0.88+0.01 1.05+0.05 1.03+0.02 1.24+0.06 1.35+0.04 1.35£0.02  0.002 0.000 0.720
18:2(n-6)  22.90+0.99 27.69+1.05 28.22+0.68 10.71+0.17 12.01£0.51 10.94+0.20  0.001  0.000  0.009
18:3(n-3) 2.1840.12 2.8540.13 2.9140.08 0.88+0.04 0.9140.06 0.82+0.04  0.001  0.000 0.001
20:2(n-6) 2.03+0.05 2.05+0.12 1.85+0.05 2.32+0.15 2.67+0.15 2.35+0.08  0.063  0.000 0.324
20:4(n-6) 4.11+0.24 3.460.13 4.00+0.16 3.11+0.27 3.14+0.11 3.25+0.04  0.126  0.000 0.153
20:5(n-3)  12.06+0.86  8.36+0.25 9.24+0.48  24.52%£1.01 22.64+0.67 23.65£0.28  0.001  0.000 0.271
22:5(n-3) 0.8540.03 0.67+0.04 0.71+0.04 1.93+0.09 1.86+0.11 1.83+0.05  0.140  0.000 0.673
22:6(n-3)  10.74+0.65  9.05+0.41 7.35+0.49  18.62£0.30  21.56+£0.61  20.82+0.37 0.076  0.000  0.000
X SAT. 21.52+0.52 20.98+0.69 21.07+0.24 20.18+0.44 19.13+0.69 19.67+0.39  0.345  0.002 0.874
XMONO  19.75£0.41 22.09+0.37 21.65+0.44 14.23+0.29 13.43+0.28 13.90+0.02 0.060  0.000  0.001
Y PUFA  58.73+0.62 56.93+0.97 57.28+0.49 65.59+0.61 67.44+0.94 66.43£0.40 0.886  0.000  0.062
Y HUFA  29.43+1.55 22.71+0.39 22.53+1.11 49.63+0.84 50.41+1.39 50.85+0.36  0.023  0.000  0.002
(n-3)/(n-6)  0.89+0.07 0.64+0.02 0.60+0.03 2.79+0.05 2.60+0.13 2.78+0.02  0.015  0.000 0.131
22:6/20:5 0.8940.01 1.09+0.07 0.7940.03 0.76+0.04 0.95+0.01 0.88+£0.02  0.000 0.076  0.014
I. Insat. 2356 213+2 210+4 3113 319+6 318+2 0.158  0.000 0.003

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXV. Concentracion (pug/mg) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccidon de lipidos polares
de hepatopancreas de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y
expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0% 50%
S ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 0.7240.07 0.88+0.08  0.66+0.07  0.32+0.03  0.27£0.03  0.30+0.02 0.303 0.000 0.093
16:0 11.7240.78  13.18£0.94 11.90+0.74 13.83£1.52 11.47+0.92 13.24+0.20 0.885 0.447 0.106
18:0 7.9340.78 8.41£0.80  8.15£0.66 10.12+1.20 8.13+0.75 9.49£0.35 0.607 0.108 0.292
16:1(n-7)  1.57%0.13 2.28+0.20  2.20+0.20  1.28+0.15 1.07+£0.07 1.27+0.05 0.128 0.000 0.019
18:1(n-9) 12.96+0.95 16.49+0.83 14.22£0.90 9.57+0.78 7.98+0.67 8.82+£0.19 0.455 0.000 0.012
18:1(n-7)  3.3240.34 3.71£0.33 3.87£0.28  3.94+0.44 2.91+0.18 3.89£0.14 0.181 0.824 0.082
20:1(n-9)  0.89£0.06 1.19£0.08 1.09£0.06  1.64+0.21 1.52+0.11 1.72+0.04 0.419 0.000 0.134
18:2(n-6) 23.25£1.78 31.35£0.90 29.68t1.56 13.96£1.18 13.57£1.17 13.90+£0.33 0.017 0.000 0.010
18:3(n-3)  2.2240.21 3.23+0.12  3.06£0.18  1.15+0.11 1.04£0.11 1.05+£0.06 0.015 0.000 0.002
20:2(n-6)  2.07+0.18 2.3310.17 1.95+0.12  3.03£0.37 3.02+0.27 2.994+0.16 0.647 0.000 0.697
20:4(n-6)  4.20+0.43 3.96+0.29  4.24+0.37 4.01£0.36 3.51+0.11 4.13+0.10 0.320 0.346 0.860
20:5(n-3)  12.16+0.84  9.48+0.30  9.82+0.99 31.83+2.56 25.48+1.56 30.10+£1.06 0.008 0.000 0.225
22:5(n-3)  0.87£0.07 0.76+0.03 0.75£0.08  2.53+£0.28 2.11+0.21 2.34£0.11 0.223 0.000 0.557
22:6(n-3) 10.86+0.74 10.34+0.78  7.79+0.81 24.36+2.39 24.26£1.47 26.45£0.62 0.924 0.000 0.091
X SAT.  21.92+1.67 24.01+1.82 22.29+1.58 26.49+2.91 21.63£1.80 24.99+0.58 0.747 0.290 0.161
XMONO 20.12+1.57 2520£1.47 22.86+1.51 18.58+1.71 15.19+1.17 17.67£0.43 0.778 0.000 0.021
Y PUFA  59.5943.62 64.63+2.10 60.48+3.87 85.46+7.19 75.94+t4.43 84.48+2.30 0.820 0.000 0.171
Y HUFA  29.81£2.11 25.86x1.33 23.91+£2.27 64.63£5.46 56.72+3.38 64.67+£1.78 0.141 0.000 0.246
L. Insat. 238+14 242410 223£16 405£35 359421 40411  0.537 0.000 0.211
Total (AG) 102+7 114£5 1067 13112 1137 12743 0.889 0.010 0.105

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados
PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco

Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXVI. Proporcion (%) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos neutros de
las branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y
expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma crénica.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A SxA
14:0 1.240.14 1.1£0.09 1.240.08  0.6£0.02  0.6£0.04  0.7£0.05 0.864 0.000 0.974
16:0 10.8£1.09 10.8+0.91 10.5+0.46 8.6+0.83  9.4+0.56  9.1£0.15 0.836 0.010 0.829
18:0 8.3£0.32  8.7#0.15  8.7£0.27  8.6+0.20  8.3+0.20  8.7+0.27 0.540 0.780 0.364
16:1(n-9) 1.1£0.08 1.1+0.19 1.440.22 1.240.10 1.0£0.12 1.4+0.17 0.174 0.878 0.827
16:1(n-7) 1.1+£0.17  1.240.27 1.1£0.17  0.740.11 0.9+0.06  0.9£0.05 0.573 0.035 0.846
18:1(n-9) 10.0£1.04 9.841.06  8.940.61 57+0.19  6.7£0.40  6.4+0.14 0.649 0.000 0.485
18:1(n-7)  2.7+0.16  2.840.31  2.8+0.21  2.5+0.22  2.9+0.15 3.1+0.10 0.314 0.716 0.593
20:1(n-9) 1.3+0.04  1.4+0.14  1.440.03 1.4+0.04 1.3£0.07  1.2£0.04 0.956 0.585 0.378
18:2(n-6)  14.3+0.81 15.9+0.38 15.4+0.36 9.7+0.31 11.4+0.34 10.7£0.25 0.007 0.000 0.980
18:3(n-3) 1.1£0.06  1.2+0.05 1.1£0.09  0.7+0.06  0.7£0.05  0.7£0.03 0.526 0.000 0.442
20:2(n-6)  2.240.13 244021  2.440.04 2.6+0.28 2.4+0.26  2.4+0.04 0.982 0.309 0.411
20:4(n-6)  6.1+0.51 5.540.50  5.9£0.17 4.940.55 5.0£0.23  5.440.18 0.644 0.033 0.666
20:5(n-3)  19.1£1.13  17.6£1.35 18.240.89 26.8+1.08 25.0+0.54 24.840.38 0.202 0.000 0.821
21:5(n-3) 1.1£0.54  1.4£0.23 1.5+0.37 1.240.32 1.1£0.21 1.240.31 0.861 0.637 0.834
22:5(n-6)  0.65+£0.08 0.63+0.16 0.71£0.16 0.98+0.26 0.34+0.05 0.42+0.06 0.069 0.446 0.057
22:5(n-3)  0.9+0.15 1.1£0.06  1.0£0.11 1.540.23 1.1£0.11 1.1£0.07  0.708 0.052 0.100
22:6(n-3) 11.4+0.83 11.5£0.83 11.3+0.38 15.5+0.34 16.3+0.57 16.1+0.54 0.807 0.000 0.783
> SAT. 22.5+0.81 22.6+091 22.6+0.47 20.5£1.08 20.4t£0.61 21.0+0.54 0.889 0.004 0.911
YMONO 17.1£1.23 17.3£1.62 16.6£0.99 12.4+0.51 13.6+0.50 13.7+0.29 0.785 0.000 0.673
Y PUFA  59.7£1.92 59.442.44 60.1£1.40 66.3+1.50 65.4+1.06 64.620.64 0.899 0.000 0.783
Y HUFA  40.6£2.63 38.7£2.56 39.9+£1.66 51.9+1.64 49.840.86 49.5+0.65 0.546 0.000 0.887
(n-3)/(n-6)  1.4+0.09  1.3+0.07 1.4+0.06  2.5£0.02  2.3£0.05  2.3£0.05 0.077 0.000 0.616
22:6/20:5  0.6£0.02  0.7+£0.04  0.6£0.03  0.620.01 0.7£0.02  0.6£0.02 0.043 0.975 0.641
I. de Insat.  263+11 258+11 26247 3117 305+5 30243 0.737 0.000 0.888

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Qon cuatro o mas dobles enlaces.
I. Insta.: Indice de insaturacion.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXVII. Concentracion (pg/mg) de acidos grasos (media £ E.E.) en la fraccion de lipidos neutros
de las branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y
expuestos a tres salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A Sx A

14:0 0.71+0.11 0.80+0.10 1.33+0.46 0.45+0.02 0.46+0.02  0.46+0.04 0.263 0.008 0.284
16:0 6.50+0.84 7.65+1.07 11.46£3.59  6.03+0.47 6.72+0.27  6.26£0.35 0.301 0.117 0.301
18:0 4.9240.22 6.02+0.29 9.51+3.03 6.12+0.49 6.02+0.53  5.96+0.42 0.243 0.480 0.205
16:1(n-9)  0.67+0.07 0.79+0.15 1.48+0.49 0.86+0.11 0.71+£0.05 0.94+0.13 0.090 0.438 0.292
16:1(n-7)  0.64+0.12 0.89+0.25 1.20+0.36 0.50+0.07 0.65+£0.08  0.64£0.05 0.248 0.065 0.543
18:1(n-9)  6.02+0.80 6.95+1.12 9.50+2.68 4.02+0.21 4.80£0.21 4.36+0.21 0.355 0.007 0.398
18:1(n-7)  1.61%0.11 1.96+0.33 3.10+1.00 1.7840.15 2.07+0.13  2.10+0.13  0.163 0.531 0.364
20:1(n-9)  0.76+0.01 0.96+0.15 1.49+0.47 0.97+0.03 0.94+0.11  0.86+0.05 0.358 0413 0.158
18:2(n-6)  8.58+0.75 11.07£0.74  16.50+4.99  6.81+0.27 8.26+0.71  7.31£0.34 0.187 0.018 0.206
18:3(n-3)  0.66+0.06 0.85+0.07 1.12+0.26 0.52+0.02 0.51+£0.07  0.45£0.03 0.293 0.001 0.106
20:2(n-6)  1.29+0.09 1.67+0.17 2.65+0.85 1.85+0.22 1.80+£0.30  1.66+0.08 0.339 0.773  0.160
20:4(n-6)  3.58+0.27 3.78+0.28 6.40+2.06 3.55+0.55 3.68+0.39 3.66+0.16 0.240 0.221 0.263
20:5(n-3)  11.33£0.61  12.04+0.64  20.37£7.27 19.10£1.83  18.25%1.72 17.00£0.80 0.470 0.199 0.203
21:5(n-3)  0.63+0.28 0.96+0.19 1.90+0.97 0.83+0.18 0.82+0.13  0.81+0.21 0.373 0.364 0.354
22:5(n-6)  0.394+0.05 0.4410.12 0.7840.32 0.71+£0.22 0.24+0.02  0.29£0.05 0.384 0369 0.071
22:5(n-3)  0.55%0.11 0.77£0.05 1.24+0.53 1.0240.15 0.80£0.04 0.76+0.05 0.582 0.974 0.168
22:6(n-3)  6.82+0.60 7.93+0.61 12.96£4.95 11.00£0.80  11.94+1.27 11.00£0.46 0.392 0.266 0.304
2 SAT. 13.88+0.84 16.33+1.47  2591+8.8 14941043  15.14+0.8 14.95+1.27 0.278 0.252 0.270
XMONO 10.24+1.04 12.23+1.83  17.85£530  8.77£0.51 9.76£0.45 9.44+0.48 0.254 0.051 0.323
Y PUFA  35.48£1.59 41.02+£1.72 66.76+23.13  47.15+3.58 47.6814.42 44.25+1.74 0.354 0.868 0.211
Y HUFA 24.08t1.51 26.63£1.48 45.10£16.65 36.93£3.16 36.30+3.36 33.94+1.32 0.415 0.536 0.228
I. Insat. 15748 178+8 293+104 221£17 222420 207+8 0377 0.842 0.223
Total (AG) 6013 7014 111£37 714 7316 6913 0.310 0.494 0.230

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados

PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de &cidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco
Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXVIII. Proporcion (%) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos polares de las
branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres
salinidades (5, 30 y 50 ppm) de forma cronica.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A Sx A
14:0 0.61+0.04 0.74+0.06 0.75%0.06 0.30%0.04 0.35£0.05 0.35£0.03  0.098 0.000 0.520
16:0 14.78£0.28  15.77£0.48  15.27+0.17 14.3240.33  14.62+0.49 14.90£0.12 0.149 0.026 0.465
18:0 11.1240.21 11.33£0.16  11.22+0.22 10.80£0.16  10.60+£0.19 10.33£0.18 0.517 0.000 0.305
16:1(n-9) 0.33+£0.04 0.27£0.01 0.37£0.02 0.32+0.03 0.32+0.02 0.36£0.04  0.057 0.624 0.546
16:1(n-7) 1.274£0.05 1.44%0.09 1.61+0.12 0.91£0.06 1.060.05 1.12£0.05  0.004 0.000 0.673
18:1(n-9)  13.19+0.31 13.37£0.28  12.57£0.36  7.87£0.27 8.30%0.12 8.07£0.12  0.160 0.000 0.283
18:1(n-7) 3.57£0.15 3.43+0.07 3.63%0.18 3.42+0.09 3.40+0.10 3.93+0.16  0.027 0.718 0.225
20:1(n-9) 1.42+0.08 1.48+0.04 1.562+0.09 1.48+0.09 1.48+0.06 1.47£0.07 0.663 0.925 0.580
18:2(n-6) 18.92+0.56  21.85+0.54  20.71+0.45 10.52+0.32 11.78+0.41 11.42+0.11 0.000 0.000 0.166
18:3(n-3) 0.9940.18 1.58%0.09 1.25+£0.10 0.6320.04 0.6510.03 0.55£0.09  0.016 0.000 0.031
20:2(n-6) 1.71£0.09 1.87£0.10 1.90+0.18 2.23+0.09 2.17+0.14 2.06£0.14 0916 0.005 0.370
20:4(n-6) 4.16£0.20 3.21£0.10 3.90+0.15 3.68+0.22 3.91+0.18 4.06£0.13  0.042 0375 0.006
20:5(n-3) 13.68£0.54  11.31£0.43 12.74£0.50  23.10£0.53  21.20+£0.30 21.03£0.24  0.000 0.000 0.194
22:5(n-3) 0.88+0.07 0.73£0.11 0.81£0.17 1.15+£0.06 1.02+0.11 1.18£0.15 0.436 0.004 0.900
22:6(n-3) 9.35+0.47 8.27£0.56 8.311£0.34 15.27£0.47 15.45£0.49 15.71£0.33  0.607  0.000 0.232
> SAT. 28.19+£0.12  29.27+0.48  28.73£0.31 27.23£0.42 27.29+0.57 27.17£0.11 0.341  0.000 0.406
XMONO 20.43+0.38  20.62+0.35 20.41£0.65 14.66+£0.19 15.21£0.06 15.44£0.29 0.509 0.000 0.566
X PUFA  51.3840.43 50.11+£0.66  50.85+0.86 58.11+£0.55 57.51£0.59 57.39£0.35 0.301 0.000 0.756
> HUFA  28.61+£1.09 24.12+£1.09 26.37£1.02 43.59+0.85 42.15£0.76 42.47£0.38 0.011 0.000 0.247
(n-3)/(n-6)  0.9940.04 0.80+0.04 0.85%0.04 2.40+0.11 2.08+0.06 2.13£0.03  0.001 0.000 0.492
22:6/20:5 0.68+0.03 0.73£0.03 0.65%0.02 0.66+0.02 0.73£0.02 0.75+£0.02  0.081 0.239 0.047
I. Insat. 21544 199+5 206t4 27414 268+4 26912 0.039 0.000 0412

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados
PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco

Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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Tabla XXIX. Concentracion (pg/mg) de acidos grasos (media + E.E.) en la fraccion de lipidos polares de las
branquias de organismos alimentados con un alimento enriquecido con 0 y 50% PUFA y expuestos a tres
salinidades (5, 30 y 50 ups) de forma cronica.

0% 50%
5 ups 30 ups 50 ups 5 ups 30 ups 50 ups S A Sx A
14:0 0.47£0.03 0.61£0.04 1.20£0.59 0.30£0.04 0.31£0.03 0.33£0.03  0.263 0.034 0.327
16:0 11.48£0.94 13.07£0.54 22.9249.78 14.10£0.92 13.47+£1.03 14.63£1.19 0.284 0.603 0.384
18:0 8.73+£0.98 9.45+0.63 16.79£7.05 10.69+£0.87  9.77+0.67 10.21£1.03 0346 0.562 0.332
16:1(n-9) 0.27£0.05 0.23+0.02 0.54+0.21 0.32+0.05 0.29£0.03 0.35£0.04 0.133 0.797 0.318
16:1(n-7) 0.9940.10 1.21£0.12 2.57£1.21 0.91+0.13 0.96+0.04 1.1240.12  0.184 0.162 0.346
18:1(n-9) 10.28+0.97 11.10+£0.48 19.22+8.41 7.7240.41 7.68+0.65 7.93£0.66 0363 0.055 0.400
18:1(n-7) 2.774£0.22 2.85+0.17 5.51+£2.35 3.41+£0.37 3.13+0.21 3.8840.39 0.179 0.774 0.484
20:1(n-9) 1.0940.09 1.234£0.07 2.2940.91 1.4840.19 1.35£0.07 1.46+£0.16 0.241 0.742 0.279
18:2(n-6) 14.76t£1.46 18.15+£0.87 30.22+12.01 10.36+£0.71 10.93£1.07 11.25£1.01 0.253 0.020 0.320
18:3(n-3) 0.7840.18 1.31£0.09 1.7940.65 0.62+0.04 0.60+0.04 0.52£0.09  0.285 0.005 0.170
20:2(n-6) 1.3610.19 1.56+0.13 2.54+0.83 2.2140.18 1.9840.11 2.04£0.26  0.312 0416 0.209
20:4(n-6) 3.2610.36 2.68+0.21 5.66+2.27 3.61+£0.28 3.60+0.26 3.96£0.29  0.200 0.854 0.375
20:5(n-3)  10.69£1.13 9.42+0.66 19.05£8.20  23.05+2.56  19.58+1.45 20.75£1.97 0.356 0.013 0.329
22:5(n-3) 0.70£0.10 0.60+0.08 0.98+0.26 1.14+0.13 0.93+0.11 1.16£0.18  0.166 0.019 0.697
22:6(n-3) 7.37£0.95 6.95+£0.80 12.10+4.87 15.29£1.78 14.32+1.27 15.40+1.28 0.378 0.003 0.557
> SAT. 22.02£2.11 24.32+1.16 43.10+£18.32 26.88+£1.95 25.13£1.75 26.74£2.32 0.316 0.575 0.356
XMONO 15.90+1.40 17.13£0.81 31.04£13.40 14.48%£1.08 14.03£0.99 15.21+1.36 0.294 0.149 0.382
Y PUFA  40.22+4.16 41.76£2.62 74.18429.84 57.80£5.65 53.14+4.08 56.42+4.81 0.322 0.725 0.354
X HUFA 22444256 20.16%£1.79 38.70+£15.96 43.48+4.68 38.94+2.96 41.73£3.56 0.332 0.022 0.406
I. Insat. 168+18 16612 303+124 272428 248+19 265123 0.331 0.274 0.380
Total (AG) 78+8 83+5 148+62 9949 92+7 98+9 0.313 0.758 0.359

Mismo pie de tabla que en la XIV.

SAT: Saturados
PUFA: Con dos o mas dobles enlaces.
HUFA: Con cuatro o mas dobles enlaces.
L. Insta.: Indice de insaturacion.

Total (AG): Total de acidos grasos.

Efecto de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en los mecanismos de osmorregulacion del camarén blanco

Litopenaeus vannamei (Boone) expuestos a estrés hipo e hipersalino a corto y largo plazo.
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