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Resumen

Se evalu6 el desempenio fisiolégico de la langosta roja, Panulirus interruptus,
durante dos tiempos de emersién simulando condiciones de transporte vivo. Un
grupo de 60 langostas fue sometido a un tratamiento postcaptura de shock térmico
que consiste en la inmersion por un minuto en agua de mar a 5°C. Se colocaron
grupos de 30 langostas con shock térmico y sin shock en un cajén de madera con
costales humedos y un paquete de hielo seco en gel donde permanecieron por 24
y 48h. Un grupo de langostas recién desembarcadas fue considerado como
referencia. Se tomaron muestras de hemolinfa, musculo y hepatopancreas en 15
langostas de cada tratamiento y se determinaron las concentraciones de glucosa,
lactato, glucdégeno, carbohidratos totales, proteina, hemocianina, amonio,
trimetilamina y sustancias positivas al acido tiobarbiturico como indicadores del
desempenfio fisiologico. La supervivencia fue superior a 90% en todos los
tratamientos. El tiempo de emersion ocasiona una hiperglicemia en hemolinfa la
cual es reducida cuando el tratamiento postcaptura es aplicado. La acumulacion
de amonio en hemolinfa esta directamente relacionada con el tiempo de emersién.
En musculo y en hepatopancreas se observa una disminucién en la concentracion
de glucosa y en musculo se incrementa la concentracién de glucégeno mientras
que en hepatopancreas disminuye por efecto del tiempo de emersion. A partir de
estos resultados se concluye que la glucosa el lactato y el amonio son buenos
indicadores del desempefio fisiolégico. La relacion de estas variables durante
emersion y el tratamiento postcaptura se discuten dentro del contexto del
transporte para la comercializacion viva de esta especie.
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Abstract

The physiological performance of Panulirus interruptus during simulated
commercial handling was investigated. Lobsters were dipped in 5°C seawater for 1
min and exposed to air for 24 and 48 h in wooden shipping boxes containing “blue
ice,” or packed without chilling. Controls were taken before the chilling or packing.
Haemolymph, muscle, and digestive gland were extracted. Survival was above
90%. Physiological performance was determined by measuring glucose, lactate,
glycogen, total carbohydrates, protein, ammonia, trimethylamine, and
Thiobarbituric acid reactive sustances. Results show that chilling ameliorated
hyperglycemia and lactate production in the hemolymph, which was accompanied
by decreased glycogen stores in the digestive gland and increased in muscle. A
direct relation between ammonia production and emersion period was established.
These results show that chilling before packing reduces stress from emersion. This
treatment in commercial shipping practices is recommended.

Key words: red lobster, emersion, chilling
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Introduccion

La langosta roja Panulirus interruptus (Randall, 1840) es una especie habitante de
aguas templadas a subtropicales que se distribuye en el ecosistema de la
corriente de California desde Santa Barbara, California hasta Isla Margarita, Baja
California Sur (Pérez-Enriquez et al., 2001). Usualmente habita de los 2 a los 30 m
de profundidad y ocasionalmente se le encuentra hasta 100 m (Ortiz, 1996).

La pesqueria de langosta es una de las mas importantes en el pais reportando
ganancias en exportaciones solo por debajo del camardn y el atun (Vega et al.,
1997), por lo cual se le considera un producto altamente valuado en el mercado
nacional e internacional.

La regulacion de la pesca se ha basado principalmente en una temporada de veda
donde el tamafio minimo legal es de 82.5 mm de longitud de cefalotérax (CL) y la
prohibicion permanente de capturar hembras gravidas. Hasta 1993, la temporada
de veda era la misma para la costa occidental de la peninsula. Sin embargo
debido a las variaciones latitudinales en el ciclo reproductivo de P. interruptus la
costa se ha dividido en 4 zonas que empiezan la temporada de capturas
escalonadamente, empezando en Septiembre en la zona 1 (mas nortefia) hasta la
zona 4 (mas surefia) la cual empieza en Diciembre (Briones-Fourzan y Lozano-
Alvarez, 2000).

La captura de esta especie se comercializa en varias presentaciones como
langosta entera congelada, cola congelada, carne de langosta y viva, siendo la

presentacion viva la que alcanza precios significativamente mayores. Esto ha



llevado a que desde 1996 las sociedades cooperativas incrementen su esfuerzo a
procesar la captura de manera que la mayor parte de esta se comercialice viva. La
exportacion de esta presentacién es posible gracias a que las langostas pueden
sobrevivir grandes periodos fuera del agua y de esta manera ser transportados
hasta mercados distantes. El mercado asiatico es el principal consumidor de esta
especie. La comercializacion se lleva a cabo por empresas privadas que compran
la captura a las sociedades cooperativas.

La langosta roja es capturada generalmente con trampas rectangulares de
alambre galvanizado recubierto de plastico. Las trampas de madera y de red son
menos comunes Yy sélo son usadas en la parte sur de la Peninsula. Normalmente
se usan pangas con motor fuera de borda y en el centro y norte de la Peninsula
estan equipadas con cabrestantes hidraulicos. Las trampas se colocan con
pescado 0 moluscos como carnada por la mafana y se recuperan hasta la
manana del dia siguiente o posteriormente. Una vez capturadas las langostas se
mantienen dentro de la embarcacién en recipientes de plastico de 50 o 100 litros
expuestas tanto al aire como a la luz solar hasta que son llevadas a contenedores
o jaulas submarinas llamadas “recibas” hasta que el transporte las recoge y las
lleva a centros de procesamiento. Este transporte desde las recibas hasta el
centro de procesamiento se lleva a cabo dependiendo de la captura y de los
recursos de la cooperativa, una o varias veces por semana (Briones-Fourzan y
Lozano-Alvarez, 2000; Ortiz-Rodriguez, 2002). Una vez que son procesados en la
cooperativa se llevan a centros de procesamiento de las empresas privadas que

se encuentran distribuidos en el norte de la Peninsula de Baja California. En este



transporte las langostas se llevan en cajones de madera yaciendo en y cubiertas
con costales de fibra vegetal humedecidos con agua de mar en camiones
refrigerados. Una vez que llegan hasta los centros de procesamiento de las
empresas privadas se distribuyen hasta el mercado de destino. Durante su
comercializacion y particularmente cuando son transportadas por avion, las
langostas se llevan en recipientes termo aislados sin agua (hieleras de poli
estireno) y llevan hielo en recipientes (de manera que no haya derrames de
liquidos) para mantener baja la temperatura. Sin embargo, durante estos
transportes las langostas se encuentran expuestas al aire. El aire ocasiona que los
organismos con branquias adaptadas para la respiracion acuatica no puedan
llevar a cabo esta funcion y el intercambio de gases y la excrecion de nitrégeno se
vean afectados, lo que amenaza la calidad y/o la sobrevivencia del producto. Esta
situacion se hace notoria cuando se observa la geografia de la peninsula y la
localizacion de las zonas de captura de las cooperativas que poseen la concesion
de este recurso. Estas se encuentran en la costa occidental, alejadas por decenas
de kildbmetros de caminos en malas condiciones de la carretera principal lo que
aumenta el tiempo de traslado de las zonas de captura a sus centros de
procesamiento. Por otro lado, hay cierto maltrato de los organismos por una
manipulacion inadecuada de los mismos en cada uno de los procesos y a la falta
de conocimiento acerca de las condiciones idoneas para el transporte expuestas
al aire. Con lo anterior se compromete la calidad y/o sobrevivencia del producto, lo
que a su vez compromete la comercializacién en funcion de la percepcion de

calidad en el mercado de destino.



Adaptaciones a la emersion.

Se han realizado numerosas investigaciones para determinar el efecto que tiene la
emersion en la fisiologia de los crustaceos ya que el agua y el aire son dos medios
muy diferentes. Es importante conocer el desempefo de un organismo que respira
y excreta a través de las branquias cuando es retirado del medio acuatico y
emergido o expuesto al aire. Aunque el oxigeno es muy abundante en el aire es
dificilmente tomado de éste por un organismo que no tenga d&rganos
especializados para este medio. Durante la emersion, la camara branquial se
encuentra limitada de un constante flujo de agua, las branquias pueden colapsarse
y reducir la superficie de intercambio gaseoso, o pueden perder humedad y con
esto imposibilitar la difusion del oxigeno al epitelio branquial. Asi mismo la
excrecion de diéxido de carbono y compuestos nitrogenados de desecho se
interrumpe debido a la falta de un gradiente de concentracion que permita la
difusion hacia el exterior. Esto provoca que durante la emersion la incorporacion
de oxigeno y la eliminacién de diéxido de carbono y compuestos nitrogenados se
tornen problematicas y los problemas fisiolégicos asociados sean acumulativos.
Los crustaceos intermareales, semi-terrestres y terrestres tienen ciertas
adaptaciones que les permiten continuar con la incorporacion de oxigeno y la
excrecion de desechos a diferencia de las submareales (Farrelly y Greenaway,
1993; Farrelly y Greenaway, 1994; Schmitt y Uglow, 1997b; Durand et al., 2000).
Existe una relacion directa entre la frecuencia de la exposicion aérea o emersion
en el medio natural y la capacidad fisiolégica de soportar largos periodos de

emersion.



Metabolismo energético y anaerobiosis.

La energia que necesitan las células para los procesos bioquimicos se encuentra
presente en la forma de moléculas de adenosin trifosfato (ATP) que generalmente
son producidas por la oxidacion de moléculas combustibles a CO, y H,0 por via
del ciclo del acido citrico o de la ruta Embden-Meyerhof (glucdlisis, anaerobia). En
los crustaceos, al igual que en los vertebrados, cuando existe una deficiencia de
oxigeno, la reoxidacion del NADH formado durante la glucdlisis se ve
imposibilitada y es en estas circunstancias en las que la reduccién de piruvato a
lactato se lleva a cabo para la reoxidacion del NADH, permitiendo que la glucdlisis
proceda. Sin embargo, la glucdlisis anaerobia no es un medio eficiente para la
produccion de ATP ya que solo genera 2 ATP por molécula de glucosa fermentada
a lactato, mientras que la oxidacién completa hasta CO, en conjunto con la
fosforilacién oxidativa genera 38. Como consecuencia, cuando los mecanismos
aerobicos se ven limitados por la deficiencia de oxigeno, mas glucosa debe ser
sometida a la glucdlisis para mantener la produccion energética. Cuando estas
condiciones de anaerobiosis se mantienen constantes en un periodo de tiempo y
el organismo no llega a una depresién metabdlica en la que la energia requerida
sea menor entonces ocurre un progresivo decremento de las reservas energéticas
directamente disponibles para la célula (fosfageno y ATP) (Gade, 1983). La
dindamica de los combustibles metabdlicos como parametros fisioldgicos ha sido
utilizada en las siguientes especies de Crustaceos: Jasus edwardsii (Taylor y
Waldron, 1997; Morris y Oliver, 1999ab), Nephrops norvegicus (Schmitt y Uglow,

1997b), Panulirus ornatus (Paterson et al., 1997), Panulirus cygnus (Spanoghe,



1996), Panulirus japonicus (Huang y Chen, 2001), Austrapotamobius pallipes
(Jackson et al., 2001), Niphargus virei (Hervant et al., 1999), Liocarcinus
depurator, Munida rugosa (Bergmann et al., 2001), Petrolisthes spp. (Stillman vy
Somero, 1996), Maia squinado (Durand et al., 2000), Callinectes sapidus,

Cardisoma guanhumi'y Geocarcinus lateralis (Henry et al., 1994).

Excrecion nitrogenada.

La mayoria de los Crustaceos decapodos son organismos amoniotélicos aunque
excretan aminoacidos, urea y acido urico en muy pequefias cantidades (Regnault,
1987). La principal ruta de formacion de amonio es mediante el catabolismo de
aminoacidos provenientes de la dieta o del metabolismo. Se obtiene por oxidacion
directa o deaminacién de los aminoacidos o reacciones de transaminacion.
También se puede obtener por la deaminacion de adenilato siguiendo el ciclo de
degradacion de purinas y nucleétidos de Lowenstein (Tornheim y Lowenstein,
1973) por medio de la enzima AMP deaminasa lo que a su vez influye sobre la
carga energética de adenilatos con la consecuente formacién de inosina
monofosfato (IMP) (Chapman y Atkinson, 1973). El amonio se encuentra disuelto
en la hemolinfa en solucion como NHs y NH4", la proporcion de éstos depende del
pH y de la temperatura (Wright, 1993). Las branquias son el principal sitio de
excrecion de amonio y la glandula antenal también participa pero en menor
proporcion. Se han sugerido varios mecanismos de eliminaciéon del amonio como:
a) difusién pasiva a través del gradiente de presion parcial del NH3, b) difusion a

través de un gradiente electroquimico del ion NH;" y c¢) intercambio de NH;" por



Na® en la membrana apical o baso lateral del epitelio branquial (Varley y
Greenaway, 1994). Ya que la excrecién de amonio depende de un gradiente de
concentracion, la exposicion aérea imposibilita la eliminaciéon y por lo tanto se
acumula en la hemolinfa (Durand y Regnault, 1998). La toxicidad por la
acumulacién de esta molécula en crustaceos esta ligada al balance acido-base y
afecta varios procesos fisioloégicos que se reflejan principalmente en una
mortalidad incrementada y un bajo crecimiento (Schmitt y Uglow, 1997a; Racotta y
Hernandez-Herrera, 2000). Entre los compuestos nitrogenados que han sido
utilizados como indicadores de calidad postmortem en productos pesqueros esta
el amonio y la Trimetilamina (TMA). Este ultimo es el responsable del olor
caracteristico de los peces en descomposicion. La acumulacién de trimetilamina
en peces como resultado de la degradacién bacteriana de la colina y de la
reduccion del 6xido de trimetilamina (TMAO) ha sido eficientemente utilizada como
un indicador de descomposicion (Sadok, et al., 1996; Seibel y Walsh, 2002). Sin
embargo su uso en crustaceos ha sido muy limitado. El TMAO esta considerado
como un soluto estabilizador de proteinas, comun en animales marinos (Yancey,

et al., 1982).

Estrés oxidativo.
El descubrimiento del radical superdoxido por Gershman et al., (1954) y la enzima
superéxido dismutasa (SOD) por McCord y Fridovich (1969) abrié el camino a un

amplio campo de estudio que comprende la deteccién, caracterizacion y analisis



del papel que llevan a cabo los radicales libres de oxigeno en procesos normales y
patolégicos del metabolismo celular (Ortiz-Rodriguez, 2002).

Los radicales libres de oxigeno son especies quimicas que poseen un electrén no
apareado en su orbital mas externo que, como regla, hace que se incremente la
reactividad de un compuesto especialmente en reacciones de sustraccion de
atomos de hidrégeno y en la adicién de dobles enlaces de compuestos organicos
(Tovar, 1998). Estos se generan durante el transporte electrénico al oxigeno
molecular a través de la cadena respiratoria mitocondrial, asi como en diversas
reacciones de hidroxilacién y de oxigenacion (Lehninger, 1994). El concepto
conocido como estrés oxidativo, se considera como aquel estado fisiolégico donde
la tasa de generacion de especies oxigenadas reactivas (EOR) sobrepasa la
capacidad del sistema antioxidante para amortiguar esta oxidacion (Joanisse vy
Storey, 1996) que afecta principalmente biomoléculas como proteinas, lipidos
(principalmente acidos grasos poliinsaturados) y acidos nucleicos, quienes son
modificados en su estructura perdiendo funcionalidad. Las reacciones
ocasionadas por las EOR pueden dar como resultado productos citotoxicos de
bajo peso molecular, estos ocasionan dafo a nivel molecular, celular y tisular.
Pueden producir inactivacion de enzimas, dano al genoma por mutaciones,
despolimerizacion de polisacaridos y pérdida de funcion membranal debido al
dafio a lipidos de membrana (Beckman y Ames, 1997). La abundancia de
fosfolipidos en los sitios de formacion de radicales (membranas) provoca que sean
afectados en mayor proporcion por éstos, siendo asi la peroxidacion de lipidos el

proceso mediado por radicales libres mas estudiado. La oxidacién de estos lipidos



provoca a Su vez una cascada de reacciones que producen alquenos y
compuestos carbonados (Hermes-Lima et al., 1998). Entre estos compuestos
encontramos a algunos severamente toxicos como los hidroxialquenos. Por esta
razon los productos derivados de la peroxidacion de lipidos son parametros
eficaces para monitorear el dano por EOR, los mas usados son el malondialdehido
(MDA) y el 4-hidroxi-2(E)-nonenal (4-HNE) (Pannunzio y Storey, 1998; De Zwart et

al., 1999; Winterbourn et al., 2000; Downs et al., 2001).

Tratamientos postcaptura

Como hemos visto, cuando los crustaceos son expuestos al aire como resultado
de su comercializacidon en la presentaciéon viva sufren una desviacion detrimental
(estrés) de el equilibrio fisioldgico en el que se encuentran en su habitat natural. Al
observar las diferentes estrategias que se han utilizado para disminuir esta
desviacién encontramos una serie de tratamientos que se aplican después de que
el animal ha sido capturado y antes de ser empaquetado o procesado para su
transporte y/o comercializacion en vivo y que de esta manera tenga una buena
calidad y sobrevivencia y por lo tanto una buena aceptacion en el mercado. Entre
los tratamientos postcaptura o pre-emersion que se han utilizado y que son
reportados en la literatura para incrementar la calidad y/o la supervivencia de
crustaceos que son sometidos a emersion por transporte vivo podemos

mencionar:
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a) Inyecciones de soluciones amortiguadoras para disminuir los cambios en el
balance acido-base de la hemolinfa que ocurre por la acumulacién de NH4 y
CO; (Riley et al., 1996);

b) acondicionamiento en viveros previo al transporte, en donde la alimentacion
y la temperatura de aclimatacién son controladas estrictamente (Riley et al.,
1996);

c) disminuciones graduales de la temperatura (Gémez-Jiménez et al., 2000);

d) shock térmico en donde se reduce subitamente la temperatura del

organismo en agua marina previamente enfriada (Morris y Oliver, 1999a)

Estos procedimientos han demostrado variabilidad en su efectividad y en la
factibilidad técnica y/o econémica comercialmente. Debido a los factores técnicos
y economicos en la presente tesis se estudié el efecto del shock térmico como
tratamiento post-captura para optimizar la comercializacién viva de la langosta roja

Panulirus interruptus.

Antecedentes

Se han utilizado una gran variedad de parametros para describir las respuestas
fisiologicas de los crustaceos sometidos a la emersién, entre ellos los mas
pertinentes han sido: a) el estudio del metabolismo energético y proteico que
incluye, la utilizacion del sustrato energético (MacMillen y Greenaway, 1978;
Furusho et al., 1988; Paterson, 1993; Stillman y Somero, 1996; Morris y Oliver,

1999a; Paterson et al., 1999a; Bergmann et al., 2001; Hsing-Chen et al., 2002)
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formacion de desechos metabdlicos (Greenaway y Morris, 1989; Linton y
Greenaway, 1995; Paterson et al., 1997; Paterson y Spanoghe, 1997; Schmitt y
Uglow, 1997ab; Chen y Chen, 1998; Durand y Regnault, 1998; Huang y Chen,
2001; Danford et al., 2002) y la actividad enzimatica (Stillman y Somero, 2001); b)
la fisiologia respiratoria (Samet et al., 1996; Luquet et al., 1998; circulatoria
(Kuramoto, 1994; Airries y McMahon, 1996;) y el balance acido-base (Varley y
Greenaway, 1992; Chen y Chen, 1998; Morris y Oliver 1999b); c) la regulacién
osmotica e idnica (Schmitt y Santos, 1993; Morris, 2001), d) la regulacion
endocrina (Spanoghe, 1996; Webster, 1996) y e) el sistema inmune (Jussila et al.,
1997; Gomez-Jiménez et al., 2000; Fotedar et al., 2001; Jussila et al., 2001; Ortiz-
Rodriguez, 2002).

En particular la langosta roja P. interruptus ha sido objeto de varios estudios
poblacionales (Vega et al., 1996; Vargas-Romero, 1999; Briones-Fourzan y
Lozano-Alvarez, 2000; Pérez-Enriquez et al., 2001), de habitos alimenticios (Diaz-
Arredondo y Guzman del Proo, 1995), del sistema nervioso (Sullivan et al., 1977,
Russell y Hartline, 1982), el sistema inmune (Hernandez-Lépez, et al., 2003),
produccion de fuerza durante el escape (Nauen y Shadwick, 2001) y fisiologia
(Patifio-Gutiérrez, 2002; Ramirez-Aburto, 2002; Ocampo et al., 2003). En relacién
al transporte vivo fue estudiada en el 2000 por Gomez-Jiménez et al. en el que
determiné el efecto de la tasa de enfriamiento pre-emersion en los conteos totales
de hemocitos y la actividad fenoloxidasa, encontrando elevadas concentraciones
de ambas variables por efecto de la emersién, Ortiz-Rodriguez (2002) estudia el

efecto de varios tiempos de emersién y dos temperaturas de aclimatacion (20 y
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27°C) en simulaciones de transporte vivo sobre los conteos totales de hemocitos,
actividad de fenoloxidasa, de enzimas antioxidantes y la peroxidacion de lipidos en
las fases humoral y celular de la hemolinfa determinando que en extractos lisados
de hemocitos la concentracién de productos derivados de la peroxidacion de
lipidos tiene una relacioén directa con el periodo de emersidén y que es mas elevada
en organismos aclimatados a 20°C. Sifuentes-Romero (2002) determina la
morfologia de las branquias durante periodos de emersion hasta de 24h,
encontrando que el area de la lamela branquial no sufre cambios durante

emersion lo que sugiere que la branquia no se colapsa con la exposicion aérea.
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Hipotesis
El periodo de emersion ocasionara una desviacion de las concentraciones basales
o de referencia de metabolitos (parametros fisiolégicos) asociados con la
anaerobiosis, excrecion nitrogenada y estrés oxidativo. La aplicacion del

tratamiento postcaptura antes del periodo de emersion disminuira esta desviacion.
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Objetivo
Evaluar el desempefio durante emersion por 24 y 48 horas por medio de la
determinacién de parametros fisiologicos y
Evaluar el efecto de un tratamiento postcaptura en estos parametros

fisioloégicos durante estos periodos de emersion

Objetivos especificos

. Determinar la concentracion de glucosa, lactato, glucégeno, carbohidratos
totales y proteina (combustibles metabdlicos) en muestras de hemolinfa,
musculo y hepatopancreas de langosta roja sometida a dos periodos de
transporte vivo y a un tratamiento postcaptura.

. Determinar la concentracién de amonio, trimetilamina y malondialdehido en
muestras de hemolinfa y musculo de langosta roja sometida a dos periodos

de transporte vivo y a un tratamiento postcaptura.
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Materiales y métodos

Origen de las langostas

Se utilizaron 120 langostas roja de talla comercial (82.5 cm. CL) y de peso
promedio 614.93 + 121.05 g que fueron capturadas por la Sociedad Cooperativa
Pesquera Punta Abreojos. Las langostas fueron mantenidas en ayuno en recibas
de madera por 3 dias. La temperatura superficial del mar donde se encontraban
las recibas fue de 21°C. Después de este periodo las langostas fueron
transportadas a las instalaciones de la cooperativa en recipientes plasticos sin

agua.

Tratamientos experimentales.

En la cooperativa se seleccionaron al azar 120 langostas. Los cajones que se
utilizaron como recipientes de las langostas estan elaborados de madera y son los
que se utilizan normalmente por la cooperativa para el traslado de las langostas
hasta los centros de procesamiento de las empresas privadas que compran la
captura. Dos grupos de 30 langostas fueron colocados directamente en cada
cajon. Los dos grupos de 30 langostas restantes se le sometié a un tratamiento
postcaptura que consistié en la inmersiéon por 1 minuto en agua de mar (35%o) a
5°C previamente enfriada en los congeladores de la planta procesadora.
Inmediatamente después de este tratamiento se les coloc6 en otro cajon de
manera similar al primer grupo de langostas. Los cuatro cajones fueron

transportados al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste via terrestre.
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Al transcurrir 24 horas se abrieron dos cajones y se tomaron 15 langostas al azar
a las cuales se les obtuvo muestras de hemolinfa y tejido de acuerdo a los
procedimientos que se describen en el apartado de obtencién y preservacion de
las muestras. Al transcurrir 48h se abrieron los dos cajones restantes y se
procedié a tomar las muestras de la misma manera. Un tercer grupo de 15
langostas fue seleccionado al azar del grupo de langostas recién desembarcadas
en la cooperativa. Estas langostas tenian aproximadamente una hora de haber
sido obtenidas de las recibas. De este grupo de langostas se obtuvieron muestras
de la misma manera que los dos grupos anteriores y se consideraron como
langostas de referencia, los datos provenientes de este grupo se encuentran en

los resultados agrupados con la etiqueta de 1 hora de emersion.

Obtencidén de la muestra.

Después de haber tomado el peso, sexo y observaciones generales de cada
langosta se le extrajeron 9 mL de hemolinfa de la camara pericardica con 3
jeringas hipodérmicas de 3 mL introducidas a través de la membrana dorsal que
se encuentra entre el abdomen y el cefalotérax. Se utilizaron tres anticoagulantes,
uno para cada jeringa, el primero fue EDTA al 5% en proporcion 1:5 (EDTA:
hemolinfa) con la hemolinfa, otro fue agua destilada en proporcion 1:1 y otro fue
solucién isotonica de crustaceos (SIC) con oxalato de potasio al 10%. El contenido
de las jeringas fue depositado en tubos para microcentrifuga y en el caso de las
muestras extraidas con EDTA fueron centrifugadas a 840 x g por 5 minutos en una

microcentrifuga VWR, posteriormente se separoé el precipitado y el sobrenadante y



17

ambas fueron congeladas inmediatamente en nitrogeno liquido. Posteriormente se
separé la cabeza del abdomen por torsion y fue removido una porcion del
musculo, el hepatopancreas y un pedazo de urépodo y fueron colocados en tubos
para microcentrifuga (excepto el hepatopancreas que fue almacenado en bolsas
de plastico) y congelados en nitrégeno liquido. Posteriormente estas muestras

fueron almacenadas a —80°C para analisis posterior.

Procesamiento y homogeneizacion de las muestras.

Las muestras de hemolinfa fueron deproteinizadas con acido perclérico (PCA) al
6% para la determinacion de glucosa y lactato, para la determinacion de proteina,
hemocianina, amonio y trimetilamina no se les aplicé ningun tratamiento previo
excepto la centrifugacion al momento de ser extraidas.

Una porcion de las muestras de musculo fue pesada vy liofilizada por 44 horas, al
cabo del cual se volvieron a pesar para obtener el peso del tejido seco y del agua
perdida. Una fraccién del tejido liofilizado (100mg) fue homogenizado mediante
una espatula en 1mL de PCA al 6%. Después se dejaron reposar las muestras por
17 horas a 4°C, se agitaron y se centrifugaron en una centrifuga refrigerada
Sorvall Legend RT a 2294 x g por 10 minutos. Las muestras de hepatopancreas
no fueron liofilizadas y fueron sometidas al mismo proceso de homogeneizacion y
solo se dejaron reposar por una hora, al cabo del cual se sometieron al mismo
proceso de centrifugacién. Se determinaron las concentraciones de glucosa,
lactato, glucégeno, y carbohidratos totales en el sobrenadante. Para el caso de la

determinacién de malondialdehido en musculo se homogenizaron 100 mg de este
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tejido liofilizado en 1.75 mL de solucidon isoténica de crustaceos (composicion:

NaCl 450mM, KCI 10mM, Hepes 10mM, EDTA, 10mM, oxalato 5%).

Glucosa.

La concentracion de glucosa se determiné mediante el kit Boehringer Mannheim
Cat No. 1099 558 en un lector de microplaca a 490nm (Racotta y Palacios, 1998)
utilizando glucosa como estandar. Dicha técnica consiste en la oxidaciéon de la
glucosa por la enzima glucosa oxidasa, con la liberacion del peroxido de
hidrogeno. Este reacciona con fenol y 4 amino fenazona en presencia de una
peroxidasa, dando un colorante rojo violeta de antipiriiquinonimina, que es

proporcional a la cantidad de glucosa presente de la muestra.

Lactato

La concentracién de lactato se determind mediante el kit RANDOX Cat No.
LC2389 en un lector de microplaca a 540nm (Racotta y Palacios, 1998) utilizando
lactato como estandar. Dicha técnica se basa en que el acido lactico es convertido
en piruvato con formacion de peréxido de hidrégeno por la enzima lactato oxidasa,
el cual es oxidado por una peroxidasa formando un compuesto colorido,

directamente proporcional a la concentraciéon de lactato en la muestra.

Proteina.
La concentracion de proteina soluble total extraida se determind mediante la

técnica propuesta por Bradford (1976) utilizando como estandar albumina sérica
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bovina. La técnica se basa en que los grupos aminos reaccionan con el azul
comassie, acido fosférico y metanol. EI compuesto colorido formado por la

reaccion es proporcional a la concentracion de proteina en la muestra. .

Hemocianina.
Esta determinacién se realizd en un espectrofotometro a una longitud de onda de
335nm. La absorbancia fue multiplicada por 10 y posteriormente por 2.83 para

obtener la concentracién en mg/mL de acuerdo a Racotta et al., (2002).

Glucégeno.

El glucdégeno se separd de carbohidratos totales mediante la accién del etanol y
posteriormente se le agregd anthrona y se determiné su absorbancia en un
espectrofotometro a 620nm (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000). Se obtuvo la

concentracion mediante una curva tipo utilizando glucégeno como estandar.

Carbohidratos totales.
Se determinaron mediante el método de anthrona y se determind su absorbancia
en un espectrofotometro a 620nm (Palacios et al., 2000). Se obtuvo la

concentracion mediante una curva tipo utilizando dextrosa como estandar.

Amonia y Bases volatiles totales (BVT).
Se determind mediante una técnica de flujo-inyeccion de acuerdo a Hunter y

Uglow (1993). Esta técnica cuantifica amonia total (NH4" + NH3). Se obtuvo la
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concentracion usando curva tipo con sulfato de amonio como estandar. Aplicada
esta técnica a las muestras de musculo los resultados se expresan en bases

volatiles totales.

Trimetil amina (TMA)
Se determiné mediante una técnica de flujo-inyeccién de acuerdo a Sadok et al.
(1996) Se obtuvo la concentracion usando una curva tipo utilizando TMA como

estandar (SIGMA T-7630).

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).

Se determiné de acuerdo al método propuesto por Persky et al., (2000). Este esta
basado en el ligamiento del MDA y otras sustancias con el acido tiobarbiturico y su
posterior lectura a 540nm. Los resultados se expresan en sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS). La concentracién fue calculada con una curva tipo

preparada con 1, 1,3, 3-tetraetoxipropano (SIGMA T9889) como estandar.

Determinacién del estado de muda.
La determinacion del estado de muda se realiz6 de acuerdo a Lyle y MacDonald
(1983). Esta se llevo a cabo colocando y humedeciendo una porcion del urépodo

en un portaobjetos y observando sus caracteristicas en un microscopio optico.
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Disefio experimental

Como se menciona en un apartado anterior se seleccionaron dos tiempos de
emersion (24 y 48h), para cada uno de estos tiempos se utilizaron dos cajones con
30 langostas cada uno, uno de ellos contenia langostas expuestas al shock
térmico y el otro no tenia ningun tratamiento previo. De tal manera el diseno
experimental consistio en 2 tiempos de emersion y 2 condiciones de transporte
(con shock térmico y sin shock) en el que se utilizaron 15 langostas por cada
tratamiento para un total de 60 langostas. El grupo de 15 langostas denominado

referencia sirvid para comparar los resultados obtenidos.

Analisis estadistico.

Los datos fueron sometidos al analisis exploratorio para determinar el
procedimiento estadistico a utilizar. Para determinar si existio diferencia por el
sexo, el efecto de la emersién y el shock térmico se procedio a realizar un analisis
de variancia (ANOVA) de 3 vias con un P<0.05 (emersion*shock*sexo). En los
casos en los cuales no se obtuvo un efecto significativo del sexo los datos de
hembras y machos se agruparon y fueron analizados por ANOVA bifactorial
(emersion*shock). En caso de haber diferencia significativa por algun factor se
realizd la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con un P<0.05.
Para comparar los resultados después de la emersion con y sin shock térmico con
los datos de las langostas de referencia (1h), se realizaron pruebas t de Student

con un P<0.05.
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En la seccion de resultados los datos se encuentran graficados como media *
error estandar. Los datos provenientes del musculo y el hepatopancreas se
encuentran expresados en peso humedo. Las columnas representan la media y

las lineas el error estandar.
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Resultados

La supervivencia en todos los tratamientos fue superior al 90%, incluyendo
durante la reinmersion y en dias posteriores a ésta.

Proveniente de los calculos realizado al liofilizar las muestras de musculo y
hepatopancreas se obtuvo el porcentaje de agua que contenian estos tejidos. El
promedio de estos datos del musculo es de 76.08% y del hepatopancreas es
67.36%. No hubo diferencia significativa en el porcentaje de agua de ambos
tejidos en ninguno de los tratamientos utilizados.

En esta seccidn se presentan las variables determinadas en la hemolinfa, seguida

por las determinadas en tejido muscular y después las del hepatopancreas.
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Hemolinfa

Glucosa

En la concentracion de glucosa hubo efecto significativo por el tratamiento
postcaptura (shock térmico) F(1, 35= 13.165, P=0.0009 siendo menor la
concentracion de langostas que fueron sometidas a este tratamiento, no hubo
efecto por el tiempo de emersion o el sexo. La concentracién de glucosa varié de
15.4 a 40.2mg/dL. Las langostas que no fueron sometidas al shock térmico tienen

concentraciones significativamente mayores que las de referencia (P<0.05).

| shock \ P=0.0009 |
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Figura 1. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracién de glucosa
(mg/dL) en hemolinfa de langostas con y sin shock térmico. A partir de la prueba a
posteriori Tukey (a<.05), las medias con letras diferentes son significativamente
diferentes entre si. En los casos en que los datos de los tratamientos fueron
diferentes significativamente (t de student, P<0.05) de los de las langostas de
referencia (1h) se indica con un asterisco en la columna.
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Lactato

En la concentracion de lactato hubo efecto significativo por el tratamiento
postcaptura F1, 37= 3.8172, P=0.049 siendo menor la concentracion de langostas
que fueron sometidas a este tratamiento, no hubo efecto por el tiempo de
emersion o el sexo. La concentracidon de lactato varié de 12.3 a 24.5mg/dL. Las
langostas que no recibieron el shock térmico tienen concentraciones

significativamente mayores que las de referencia (P<0.05).
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Figura 2. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de lactato (mg/dL)
en hemolinfa de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones en pie de
figura 1.
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Proteina

En la concentracion de proteina hubo efecto significativo por el sexo F,
37y=17.735, P= 0.0001 siendo mayor la concentracion de los machos, no hubo
efecto por el tiempo de emersion o el tratamiento postcaptura. La concentracion de
proteina en hembras varié6 de 88.1 a 101.2, y la de machos varié de 105.9 a
138.5mg/ml. En los machos, los tratamientos de 48h de emersion con y sin shock
térmico son significativamente menores que los de referencia (P<0.05). En las
hembras no hubo diferencia significativa entre la concentracion de referencia y la

de los tratamientos (P<0.05).
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Figura 3. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de proteina
(mg/mL) en hemolinfa de langostas con y sin shock térmico. Se indica con un
signo positivo cual fue el mayor valor significativamente entre hembras y machos.
Ver indicaciones en pie de figura 1.



27

Hemocianina

En la concentracion de hemocianina no hubo efecto significativo por el tiempo de
emersion, tratamiento postcaptura o sexo. La concentraciéon de hemocianina vario
de 8.3 a 10.8mg/ml. No hubo diferencia significativa entre la concentracién de

referencia y la de los tratamientos (P<0.05).
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Figura 4. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentraciéon de hemocianina
(mg/mL) en hemolinfa de langostas con y sin shock térmico.
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Amonio total

En la concentracion de amonio hubo efecto significativo por el tiempo de emersién
Fu, a0= 25.0266, P= 0.00001, siendo mayor la concentracion de langostas
expuestas a 48h de emersion, no hubo efecto por el tratamiento postcaptura o el
sexo. La concentracion de amonio total varié de 0.135 a 0.853mmol/L. Las

concentraciones provenientes de todos los tratamientos son mayores que los de

referencia (P<0.05).
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Figura 5. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentraciéon de amonio
(mmol/mL) en hemolinfa de langostas con y sin shock térmico. Se indica con un
signo positivo que los valores de 48h fueron significativamente mas altos que los

de 24 horas. Ver indicaciones en pie de figura 1.
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Trimetilamina (TMA)

En la concentracion de TMA no hubo efecto significativo por el tiempo de
emersion, el tratamiento postcaptura o el sexo. La concentracién de TMA vari6 de
0.016 a 0.023umol/L. No hubo diferencia significativa entre la concentracién de

referencia y la de los tratamientos (P<0.05).
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Figura 6. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracidn de trimetilamina
(Mmol/mL) en hemolinfa de langostas con y sin shock térmico.
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Musculo

Glucosa

En la concentracion de glucosa hubo efecto significativo por el tiempo de emersion
F1,40=10.2862, P=.0026 siendo menor la concentracion de langostas expuestas a
48h, hubo efecto significativo por el tratamiento postcaptura F(1, 40)=4.3408,
P=0.043 siendo menor la concentracion de langostas sometidas a este
tratamiento, no hubo efecto por el sexo. La concentracion varié de 0.210 a
0.635mg/g. Las concentraciones provenientes de todos los tratamientos son

menores que la de referencia (P<0.05) excepto la de langostas sometidas a 24 h

de emersion sin shock térmico.
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Figura 7. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracién de glucosa (mg/g)
en musculo de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones en pie de figura
5.
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En la concentracion de lactato hubo efecto significativo por el tratamiento

poscaptura F, 41y= 5.6130, P=0.022 siendo menor la concentracion de langostas

sometidas a este tratamiento, no hubo efecto por el tiempo de emersién o el sexo.

La concentracion de lactato vari6 de 1.6 a 2.7mg/g. No hubo diferencia

significativa entre la concentracion de referencia y la de los tratamientos (P<0.05).
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Figura 8. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracién de lactato (mg/g)
en musculo de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones en pie de figura

1.
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Glucogeno

En la concentracion de glucégeno hubo efecto significativo por el tiempo de
emersion F1, 35=5.2840, P=0.027 siendo mayor la concentracion de langostas
expuestas a 48h de emersion, no hubo efecto por el tratamiento postcaptura o el
sexo. La concentracion de glucégeno varié de 1.4 a 2.1mg/g. La concentracién de
langostas expuestas a 48h con y sin shock térmico es significativamente mayor

que la de referencia (P<0.05).
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Figura 9. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de glucégeno
(mg/g) en musculo de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones de
figura 5.
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Carbohidratos totales

En la concentracidon de carbohidratos totales hubo efecto significativo por el sexo
Fu, 41=17.9557, P=.0001 siendo mayor la concentracion de los machos, no hubo
efecto por el tiempo de emersion o el tratamiento postcaptura. La concentracion de
carbohidratos totales en hembras varié de 4.8 a 7.1 y la de machos de 7.4 a
11.0mg/g. En ambos sexos no hubo diferencia significativa entre la concentracion

de referencia y la de los tratamientos (P<0.05).
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Figura 10. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de carbohidratos
totales (mg/g) en musculo de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones
en pie de figura 3.
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Bases volatiles totales (BVT)

En la concentracion de BVT hubo efecto por el tratamiento postcaptura F4,
14)=4.8389, P=0.045, siendo menor la concentracion de langostas sometidas a
este tratamiento, no hubo efecto por el tiempo de emersion o el sexo. La
concentracion de BVT varié de 686.5 a 925.9umol/g. La concentracién de BVT en
langostas sometidas al shock térmico es significativamente menor que la de

referencia (P<0.05).
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Figura 11. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de bases
volatiles totales (BVT) en musculo de langostas con y sin shock térmico. Ver
indicaciones en pie de figura 1.
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Trimetilamina (TMA)
En la concentracion de TMA no hubo efecto por el tiempo de emersion, el
tratamiento postcaptura o el sexo. La concentracion varié de 13.8 a 14.5umol/g.

No hubo diferencia significativa entre la concentracién de referencia y la de los

tratamientos (P<0.05).
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Figura 12. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de trimetilamina
(umol/g) en musculo de langostas con y sin shock térmico.
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Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).

En la concentracion de TBARS no hubo efecto significativo por el tiempo de
emersion, el tratamiento postcaptura o el sexo. La concentracion de TBARS vario
de 14.6 a 23.4nanomoles/g. No hubo diferencia significativa entre la concentracion
de los tratamientos y la de referencia excepto en la de langostas expuestas a 48 h

de emersion sin shock térmico que fue menor (P<0.05).
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Figura 13. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (nmol/g) en musculo de langostas con y sin shock
térmico. Ver indicaciones en pie de figura 1.
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Hepatopancreas

Glucosa

En la concentracion de glucosa hubo efecto significativo por el tiempo de emersién
F(1, 33)=4.90290, P=0.033, siendo menor la concentracién de langostas
expuestas a 48h de emersion, hubo efecto por el sexo F(1, 33)=15.85464,
P=0.0003 siendo menor la concentracién de las hembras, no hubo efecto por el
tratamiento postcaptura. La concentracién de glucosa en hembras varié de 0.2 a
2.2 y en machos de 04 a 1.8mg/g. En las hembras, las concentraciones
provenientes de las langostas sometidas a los tratamientos experimentales son
menores que aquella de referencia, en los machos no hubo diferencia significativa

entre la concentracion proveniente de la referencia y la de los tratamientos

(P<0.05).
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Figura 14. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de glucosa
(mg/g) en hepatopancreas de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones
en pie de figura 3.
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Lactato

En la concentracion de lactato hubo efecto por el tratamiento postcaptura F4,
32)=8.14059, P=0.007, hubo efecto por el sexo F(132=9.71162, P=0.003, hubo
efecto por la interaccién del tiempo de emersién y el tratamiento postcaptura
F1,32=10.22545, P=0.003 y hubo efecto por la interaccion del tiempo de emersion,
el tratamiento postcaptura y el sexo F132=21.06411, P=0.000, siendo menor la
concentracion de machos sometidos al shock térmico solo cuando han sido
expuestos a 24h de emersion, asi mismo es menor la concentracion proveniente
de hembras que de machos en los 4 tratamientos. La concentraciéon de lactato en
hembras varié de 0.05 a 0.16 y en machos de 0.05 a 0.45mg/g. En las hembras,
solo la concentracion de langostas expuestas a 48h de emersion es
significativamente mayor que la referencia, en los machos, no hubo diferencia

significativa entre la concentracion de referencia y la de los tratamientos (P<0.05).
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Figura 15. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de lactato (mg/g)
en hepatopancreas de langostas con y sin shock térmico. Indicaciones en pie de

figura 3.
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Glucogeno

En la concentracién de glucégeno hubo efecto por la interaccién entre el tiempo de
emersion y el sexo F(, 37=4.711, P=0.036 siendo mayor la concentracion de
langostas expuestas a 24h de emersion solo en hembras, no hubo efecto por el
tratamiento postcaptura. La concentracién de glucégeno varié de 2.5 a 3.5mg/g.
La concentracion de referencia es significativamente mayor que la proveniente de
los tratamientos excepto aquella de langostas expuestas a 24h de emersion con el

shock térmico (P<0.05).
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Figura 16. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracion de glucégeno
(mg/g) en hepatopancreas de langostas con y sin shock térmico. Ver indicaciones
en pie de figura 1.
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Carbohidratos totales.

En la concentracién de carbohidratos totales hubo efecto por el tiempo de
emersion F1, 37=10.3604, P=0.002 siendo menor la concentracion de langostas
expuestas a 48h de emersion, no hubo efecto por el tratamiento postcaptura o el
sexo. La concentracién de carbohidratos totales vario de 4.8 a 10.1mg/g. La
concentracion de referencia es significativamente mayor que la de los tratamientos

excepto la de langostas expuestas a 24h de emersion con el shock térmico.
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Figura 17. Efecto del tiempo de emersion sobre la concentracidon de carbohidratos
totales (mg/g) en hepatopancreas de langostas con y sin shock térmico. Ver
indicaciones en pie de figura 5.
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Discusién
Las variables fisiologicas utilizadas en este estudio comprenden una amplia gama
de respuestas que intervienen en diversas funciones fisiolégicas de la langosta
roja. La discusion de estas variables primero se hace de manera aislada para
posteriormente relacionarlas en el contexto de los demas resultados y la

importancia de éstas en el contexto de la comercializacidn viva de P. interruptus.

Variables metabdlicas

La concentracion de glucosa (Figura 1) y lactato (Figura 2) en hemolinfa se
incrementan por la emersion implicada en el transporte. Sin embargo el shock
térmico atenud esta respuesta dado que ya no se observan diferencias
significativas con los valores de referencia y que si existen diferencias entre
organismos con y sin shock térmico. Las langostas que no fueron sometidas al
shock térmico sufrieron una hiperglicemia de 1.81 y 1.96 veces (24 y 48h
respectivamente) comparadas con la referencia y las que si fueron sometidas al
shock térmico de 1.2 veces cuando fueron emergidas por 24h y a 48h se observa
un decremento del 25%. Este patron, mas no la magnitud, concuerda con lo
encontrado por Morris y Oliver (1999a) en J. edwardsii en donde utilizan un shock
térmico similar (2 minutos en agua de mar a 5°C) y encuentran que las
concentraciones de lactato y glucosa en hemolinfa durante 30h de emersion tienen
un incremento de 0.07 a 1.5mmol/L (21.42 veces) de lactato y de 0.37 a

0.9mmol/L (2.43 veces) de glucosa, mientras que las langostas que no fueron
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sometidas al tratamiento postcaptura no sobrevivieron mas de 10h de emersion
teniendo al término de este periodo una concentracion promedio de lactato de
4mmol/L (57.14 veces) y de glucosa 1.3mmol/L (3.51 veces). Cabe sefalar que J.
edwardsii es una langosta espinosa muy similar en sus aspectos bioldgicos a P.
interruptus. Los incrementos de glucosa en hemolinfa que se observan en los
resultados (Fig. 1) sometidos a 24 y 48h emersion sin tratamiento postcaptura
concuerdan con la hiperglicemia reportada en la literatura como consecuencia de
la emersion y/o la manipulaciéon o estrés para las especies de decapodos P.
ornatus (Paterson et al., 1997), P. cygnus (Paterson y Spanoghe, 1997), N.
norvegicus (Schmitt y Uglow, 1997b), J. edwardsii (Morris y Oliver, 1999a), Maia
squinado (Durand et al., 2000), Liocarcinus depurator y Munida rugosa (Bergmann
et al.,, 2001). Webster (1996) reporta niveles elevados de la hormona
hiperglicémica (CHH) en respuesta a la emersién en hemolinfa de Cancer
pagurus, excepto en aquellos animales previamente ablacionados y sugiere al
igual que otros autores (Racotta y Palacios, 1998; Hall y Van Ham, 1998) la
determinacién de glucosa como un indicador de estrés. Durand et al., (2000)
reportan que la hiperglicemia que se presenta en Maia squinado no es afectada
por el sexo, la condicion previa a la emersion, o la duracion del periodo de
emersion, y sugieren el uso de este metabolito como un buen indicador de estrés.
Dentro de este contexto y a partir de las concentraciones de glucosa obtenidas en
la hemolinfa en esta tesis se plantea que la hiperglicemia registrada en la
hemolinfa de P. interruptus puede ser utilizada como un indicador de estrés por

emersion y al tratamiento postcaptura como un método de minimizarlo. La
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concentracion de lactato en hemolinfa ha sido utilizada como un buen indicador de
estrés o de emersion en una serie de crustaceos (Figura 18). Paterson et al.,
(1999a) relacionaron la concentracion de lactato en hemolinfa con la supervivencia
posterior de Panulirus cygnus después de haber sido sometidas a una simulacién
de transporte vivo encontrando que las langostas con concentraciones por arriba
de 14mmol/L morian invariablemente, y que la mayoria de las sobrevivientes
tenian concentraciones por debajo de los 4mmol/L. En esta tesis soélo se
encontraron 5 langostas con una concentracién por arriba de este valor (4mmol/L),
de estas 2 fueron hembras en el tratamiento de 24h de emersion, otras 2 hembras
en el de 48h y un macho en el de 48h, y no corresponden a animales que
murieron posteriormente. Henry et al., (1994) mencionan que la concentracion de
lactato en hemolinfa de crustaceos “en descanso” es de 1mmol/L y que va de 2 a
25mmol/L cuando han sido ejercitados. Taylor y Waldron (1997) encuentran
1mmol/L de lactato en la hemolinfa de la langosta espinosa Jasus edwardsii a
17°C, dato que fue utilizado como control, elevandose este valor hasta 4.21mmol/L
cuando han sido emergidas por 8 horas, siendo la mayor tasa de incremento de
este metabolito entre 4 y 8h. Schmitt y Uglow (1997b) encontraron una mayor
concentracion de amonia, glucosa y lactato en la hemolinfa de Nephrops
norvegicus cuando ha sido sometida a emersioén y encontraron que el lactato y la
amonia eran todavia mayores en aquellos organismos emergidos con baja
humedad relativa durante 8 horas (lactato de 0.12 a 12.54mmol/L, 104.5 veces).
La concentracion de lactato en hemolinfa de P. interruptus disminuyé

significativamente por efecto del shock térmico pero no se incrementé de manera
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significativa por efecto del tiempo de emersién. Esto coincide con lo reportado por
Morris y Oliver (1999a) en relacion al efecto del shock térmico en este metabolito
pero contrasta con el efecto debido a la emersidén reportado para una serie de
crustaceos (Figura 18). Las concentraciones de lactato encontradas en esta tesis
son menores a la mayoria de los valores reportados para diferentes especies de
langostas y para una serie de crustaceos bajo diversas condiciones
experimentales. Esto indica que la langosta roja tiene la capacidad fisioldgica para
soportar mayores periodos de emersion que otras especies de langostas por lo
que el uso de la concentracién de lactato en hemolinfa como un indicador de
estrés por emersién no es representativo para esta especie. En la Figura 18 se
puede observar como la concentracion de lactato en hemolinfa de Panulirus
interruptus durante hipoxia progresiva (Ocampo et al., 2003) es mayor que la que
se encontr6 en langostas con 48h de emersién en esta tesis y puede sugerir que
la langosta roja posee algunos mecanismos y estrategias que le permiten
sobrellevar el estrés mejor fuera del agua que en agua hipdxica. En el musculo
(Figura 8) el efecto del shock térmico se puede apreciar claramente mostrando el
mismo patrén que en la hemolinfa, esto es, el tratamiento postcaptura tiende a
contrarrestar el incremento producido por la emersion. La acumulacion de lactato
puede ser muy variable entre especies muy parecidas filogenéticamente, por
ejemplo, Petrolisthes eriormerus acumula lactato con 5h de emersion sin embargo
Petrolisthes cinctipes decrece su lactato en el mismo periodo de tiempo, la
diferencia radica en que en el habitat de P. eriormerus solo es expuesto al aire

durante las mareas mas bajas de primavera y P. cinctipes se encuentra en la zona
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intermareal en donde es expuesto cada marea baja (en ambas especies la
concentracion de lactato fue determinada en homogenizados de cuerpo completo)
(Stillman y Somero, 1996). Morris y Oliver (1999a) mencionan que la tasa de
incremento de lactato esta inversamente relacionada con la capacidad de tolerar la
exposicion aérea, sin embargo contrasta con los resultados encontrados en esta
tesis ya que P. interruptus siendo un organismo submareal que no se encuentra
expuesto al aire en su habitat natural en su fase adulta, no acumulé lactato
significativamente en el musculo ni el hepatopancreas, incluso con 48h de
emersion. Varley y Greenaway (1992) sometieron al portunido Scylla serrata a 7
dias de emersién y no encontraron incremento en la concentracién de lactato por
lo que sugieren que el animal mantuvo el metabolismo aerébico. EI mantenimiento
de una concentracion de lactato a pesar de la exposicion aérea en P. interruptus
se puede dar debido a diferentes razones: a que las langostas mantuvieron un
intercambio de oxigeno en el aire y por lo tanto el metabolismo anaerobio no fue
requerido para satisfacer sus necesidades energéticas; a que fue reciclado como
sustrato gluconeogénico; a un secuestramiento de esta molécula por el
exoesqueleto como en Austropotamobius pallipes (Jackson et al., 2001); o que la
acumulacion de éste se haya dado en algun tejido en alguna region de tejido no
muestreada. Esto sugiere una movilizacién de glucosa que se observa en la
concentracion a 24h de emersion en el hepatopancreas y posteriormente a 48h en
el musculo. Henry et al., (1994) sugieren multiples destinos metabdlicos del lactato
producido por el metabolismo anaerobio, menciona la gluconeogénesis a partir del

lactato lo que es ventajoso funcionalmente pues reutiliza los esqueletos
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carbonados ricos en energia para sintetizar glucosa, sin embargo el papel de esta
ruta metabdlica en el reciclamiento de lactato en crustaceos aun no es claro
(Phillips et al., 1977; Oliveira y Da Silva, 1997; Hervant et al., 1999). Las reservas
de glucdgeno en el hepatopancreas (Figura 16) disminuyen por efecto del periodo
de emersion en relacién a la referencia (31% de disminucion en aquellas sin
tratamiento postcaptura y 28% en aquellas con tratamiento postcaptura), sin
embargo en musculo se observa el patron inverso aumentando estas reservas
(Figura 9). Cabe sefalar que incluso en los datos provenientes de las
concentraciones de glucosa en la hemolinfa de langostas sometidas al shock
térmico y posteriormente al periodo de emersién en las que no hubo una
hiperglicemia, también se observa un decremento de glucosa en el
hepatopancreas y el musculo de la misma magnitud que aquellas que no fueron
sometidas al shock térmico previa emersidén y que tuvieron una hiperglicemia.
Paralelamente a la hiperglicemia encontrada en hemolinfa podemos observar un
decremento significativo en la concentracion de glucosa en musculo por efecto del
tratamiento postcaptura y por el tiempo de emersidbn siendo menor la
concentracion a 48h. La concentracion de proteina en la hemolinfa de P.
interruptus no sufrio un efecto significativo por el periodo de emersién ni por el
tratamiento postcaptura. En Panulirus japonicus se demostrd un incremento en la
concentracion de proteinas por efecto de la emersion, independientemente de la
temperatura a la que se lleva a cabo (Huang y Chen, 2001). En esta tesis se
observa una diferencia significativa entre los machos y hembras que se atribuye a

que cuando se realizd el experimento acababa de finalizar la temporada de
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reproducciéon por lo que es de suponerse que las hembras no se encontraban en
la misma condicién nutricional que los machos debido al gasto energético
reproductivo, considerando en este sentido a la concentracion de proteina como
un indicador de estado nutricional como se ha manejado en Panulirus cygnus y
Jasus edwardsii (Paterson et al., 1999b; Musgrove, 2001). Sin embargo las
concentraciones de proteina son elevadas (machos 119.55 % 20.62mg/mL,
hembras 92.93 + 11.81mg/mL,) en comparaciéon con Jasus edwardsii (57.06 *
0.747mg/mL) y Panulirus japonicus (60mg/mL) y de la misma magnitud que
Panulirus cygnus (93.2 £ 5.5mg/mL) (Huang y Chen, 2001; Jussila et al., 2001;
Musgrove, 2001). Jussila et al., (2001) correlaciona el tiempo de coagulacién y la
concentracion de proteina en la hemolinfa de Panulirus cygnus con el estrés
(ejercicio provocado por manipulaciéon en un tanque de agua) encontrando que a
mayor estrés la concentracion de proteina disminuye y el tiempo de coagulacién
aumenta. En ese estudio la concentracion promedio de proteina en organismos
cuya hemolinfa si coagulé en un periodo menor de 120 segundos fue de 92.93 +
11.81mg/mL y aquellos cuya hemolinfa no coagul6 fue de 48.2 + 3.4mg/mL. En
este caso y en aquel de Panulirus japonicus (Huang y Chen, 2001) en el que la
concentracion de proteina aumenta se puede observar un efecto por la
manipulacion o emersion, sin embargo esto contrasta con lo reportado en
camarones penéidos por Pascual et al., (2003) en el que concluye que los niveles
de proteina en hemolinfa son afectados por el estado nutricional y no por la
manipulacion. En este sentido, los resultados obtenidos en P. interruptus en esta

tesis apoyan la conclusién de Pascual et al., (2003) ya que no se encontré un
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efecto significativo por ningun tratamiento en los niveles de proteina en la
hemolinfa. Asi mismo no se determin6 ningun efecto sobre la concentracion de
hemocianina. En cuanto a los carbohidratos totales no se determiné un efecto o

patrén significativo en ningun tejido.
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Figura 18. Concentracion de lactato (mmol/L) en hemolinfa de decapodos
sometidos a diferentes tratamientos. Se especifica la especie, el tiempo de
emersion (h) y/o temperatura (°C). Panulirus interruptus (1)(este trabajo); Panulirus
interruptus (2) (Ocampo et al., 2003); Jasus edwardsii (1) (Morris y Oliver, 1999a);
Jasus edwardsii (2) (Taylor y Waldron, 1997); Panulirus cygnus (1) (Spanoghe y
Bourne, 1999); Panulirus cygnus (2) (Paterson et al., 1999a); Nephrops norvegicus
(Schmitt y Uglow, 1997b); Litopenaeus vannamei (Racotta et al., 2002);
Austropotamobius pallipes (Jackson et al., 2001).

Excrecion nitrogenada
La concentracion de amonio en la hemolinfa de P. interruptus esta directamente
relacionada con el periodo de emersion, esto es, al aumentar el tiempo de

emersion se incrementa la concentracion de amonio en hemolinfa. Esta relacion
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ha sido observada en varias especies de crustaceos submareales que con fines
de comercializarlos vivos son transportados sin agua. Este incremento se debe
principalmente a la limitacidon en la excrecién de amonio que sufren las branquias
cuando son expuestas al aire. Esta limitante no se afectd por el tratamiento
postcaptura ni por efecto del sexo lo que indica que la acumulacion de este
metabolito en hemolinfa esta relacionado con la incapacidad que tiene la langosta
roja para excretarlo consecuencia de la emersion y apoya su uso como un
indicador fisiologico del estrés por efecto de emersion. La tasa de incremento en la
acumulaciéon de este metabolito para las langostas que no fueron sometidos al
shock térmico fue de 10.97umol/L/h (periodo de 0 a 24h) y de 19.29umol/L/h
(periodo entre las 24 y 48h). La tasa de incremento en las langostas que si fueron
sometidas al shock térmico fue de 11.86umol/L/h (periodo de 0 a 24h) y de
15.23umol/L/h para el segundo periodo. Las concentraciones de NH4 encontradas
en hemolinfa de P. interruptus son similares en magnitud y tendencias a las que se
reportan para una serie de crustaceos que han sido expuestos al aire bajo
diferentes condiciones (Figura 19). Se puede observar que aquellas especies
como Carcinus maenas que en su habitat natural se encuentran expuestos
periddicamente a la emersion no acumulan amonio. En cambio, existen otras
especies de la zona submareal como Necora puber que cuando es emergida
acumula elevadas cantidades de amonio de manera significativa, alcanzando
tasas de acumulacion hasta de 136umol/L/h entre 4 y 8h de emersion (Durand y
Regnault, 1998). Si bien ambas especies son portunidos muy similares, excepto

en su distribucién vertical dentro de la zona costera, cabe sefialar que C. maenas
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sobrevive a periodos de 72h en emersion, mientras que N. puber no sobrepasa las
18h. Otra especie submareal que presenta tasas similares y que tiene una
estrecha relacion con la temperatura es el cangrejo arafia Maia squinado. Este
cangrejo submareal que es comercializado vivo tiene una tasa de acumulacion de
amonio en hemolinfa de 146umol/L/h de 0 a 12h a 20°C llegando hasta a una
concentracion de 1850umol/L. Sin embargo la acumulacion de amonio es
practicamente suprimida (tasa de 5umol/L/h) al disminuir la temperatura a 10°C en
el mismo periodo de 12h de emersion, lo que le permite sobrevivir hasta 48h en
emersion con una concentraciéon de amonio menor de 1100umol/L al término de
ese periodo y una tasa de acumulacion entre 12 y 48h de 23umol/L/h (Durand et
al., 2000). Con esto podemos pensar que la tasa de incremento de amonio esta
inversamente relacionada con la capacidad de tolerar la exposicion aérea, excepto
en aquellos cangrejos terrestres que tienen una alta tolerancia al amonio como
estrategia adaptativa para sobrevivir en ese medio. Hay que considerar que la
cantidad de amonio que pueda estar presente en la forma tdéxica depende de la
temperatura y del pH. La acidosis metabdlica que se reporta para una serie de
crustaceos consecuencia de la emersion puede tener efecto en la acumulacion de
esta téxica molécula en la hemolinfa y por lo tanto influir en la supervivencia
posterior del animal (Scmitt y Uglow, 1997a). En el caso de P. interruptus no se
observa una disminucién en la acumulacion amonio a lo largo de los periodos de
emersion lo que indica que probablemente no se formen otros compuestos
nitrogenados como estrategia de desintoxicacion por amonio, como puede ser

urea, urato o acido urico (Regnault, 1987). Este ultimo proviene de la reaccién
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catalizada por la enzima xantina oxidasa que no se encuentra presente en la

hemolinfa de P. interruptus (Ortiz-Rodriguez, 2002).
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Figura 19. Concentraciéon de amonio (mmol/L) en hemolinfa de especies de
decapodos sometidos a diferentes tratamientos. Se especifica la especie, el
tiempo de emersioén (h) y/o la temperatura (°C) Panulirus interruptus (este trabajo);
Nephrops norvegicus (Schmitt y Uglow, 1997b); Penaeus japonicus (Chen y Chen,
1998); Maia squinado (Durand et al., 2000); Necora puber y Carcinus maenas
(Durand y Regnault, 1998).

A diferencia del comportamiento del amonio en la hemolinfa, la concentracién de
bases volatiles totales en musculo no tuvo un efecto por el tiempo de emersion sin
embargo si sufrid un efecto debido al shock térmico siendo menor la concentracion
de las langostas sometidas a éste. Considerando que las BVT son consideradas
como un indicador de frescura en mariscos, estos resultados apoyan el uso del
tratamiento postcaptura. Las concentraciones de TMA tanto en musculo como en
hemolinfa no estan afectadas por los tratamientos experimentales. Esta molécula
ha sido un indicador de calidad ampliamente utilizado en peces ya que tiene una

relacion directa con la descomposicion ademas de ser la que provee un mal olor al

producto. Su principal ruta de formaciéon es mediante la accion de la TMAOasa
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que no ha sido detectada en langostas, camarones o0 moluscos pectinidos
(Shenouda, 1980), por lo que al menos su formacion por esta ruta no es

favorecida.

Estrés oxidativo

Las concentraciones de TBARS en el musculo no sufrieron un efecto ni por el
periodo de emersion ni por el tratamiento postcaptura. Se puede observar un
ligero decremento con respecto al periodo de emersion, sin embargo no
estadisticamente significativo. Estos resultados no apoyan el uso de esta variable
en musculo como un indicador de los tratamientos utilizados y concuerda con la
correlacién encontrada entre el tiempo de emersidén y la concentracion de esta
molécula en extractos lisados de hemocitos de langostas rojas que fueron
aclimatadas a 26°C antes de ser expuestas a 24h de emersion (Ortiz-Rodriguez,
2002). Las concentraciones encontradas en tejido muscular en esta tesis son
relativamente bajas (media: 0.017nmol/mg) cuando son comparadas con aquellas
provenientes de camarones (L. vannamei) que oscilan entre 26.93 + 11.48
nmol/mg en condiciones normales y 60.63 + 22.46nmol/mg en condiciones de

hipoxia (Ahuejote, comm. Pers).

Tratamiento postcaptura y desempeno fisiolégico
En este estudio se determind el efecto de un tratamiento postcaptura en el
desempeno fisiolégico determinado a partir de la supervivencia y variables

metabdlicas, de compuestos nitrogenados y de estrés oxidativo. A partir de los
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resultados podemos observar que el tratamiento postcaptura que se utilizé
permiti® mantener algunas variables cercanas a los valores de referencia, lo que
indicaria un menor grado de alteraciones fisiolégicas que eventualmente se
pueden traducir en menor deterioro de los sistemas biolégicos del animal. Si
consideramos al estrés como una alteracion de la homeostasis fisioldgica ejercida
por algun factor entonces podemos considerar que el tratamiento postcaptura
atenudé esta alteracion y por lo tanto el estrés. Sin embargo el tratamiento
postcaptura no incremento la supervivencia de manera significativa como se habia
planteado. Esto puede indicar que la langosta roja posee algunos mecanismos
fisiolégicos que le permiten tolerar estas alteraciones en su homeostasis y poder
soportar el estrés provocado por largos periodos de emersion. A partir de los
resultados obtenidos en esta tesis podemos afirmar que la langosta roja Panulirus
interruptus tiene la capacidad de soportar la exposicidon de aérea de manera
eficiente. Sifuentes-Romero (2002) sefala que la langosta roja puede mantener el
equilibrio acido-base en hemolinfa independientemente de la temperatura vy
sobrevivir periodos de emersién de por lo menos 24h sin dafios irreversibles
evidentes en branquias. Reiber y McMahon (1998) encontraron que la langosta
Homarus americanus puede mantener el suministro de oxigeno durante
condiciones de estrés como la hipoxia bombeando la hemolinfa exclusivamente a
organos vitales y disminuyendo el ritmo cardiaco y la actividad. Bouchet y Truchot
(1985) plantean que el lactato puede funcionar como un modulador fisiolégico para
incrementar la afinidad de la hemocianina por el oxigeno en langostas bajo

condiciones de hipoxia y Morris et al. (1985) sefalan que existen factores de bajo
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peso molecular que incrementan la afinidad de oxigeno independientemente de la
concentracion de lactato. En este trabajo no se observaron cambios en la
concentracion de hemocianina de la langosta roja, aunque se requiere determinar
si cambios en la afinidad de este pigmento representan una estrategia para poder
soportar largos periodos de emersion.

Acerca de la relacion que tuvieron las diferentes variables estudiadas con el
desempefo durante emersion y el efecto del tratamiento postcaptura podemos
resumir que los efectos de estos factores tienen una incidencia marcada en
algunas variables y que estas variables pueden ser utilizadas como indicadores de
estos factores, ya sea de manera cualitativa o cuantitativa. Bajo el contexto del
desempenio fisioldgico podemos decir que este fue bueno ya que existi6 mas del
90% de supervivencia de los organismos incluso en la reinmersion lo que nos dice
que al menos pueden sobrevivir los tratamientos aplicados. Dentro del contexto de
la comercializacion en vivo estos parametros pueden representar un mejor manejo
de los organismos y por ende una mejor calidad y/o supervivencia que se puede
ver reflejado en mayores divisas. El tratamiento postcaptura disminuye en un
100% el movimiento de las langostas de manera instantéanea lo que favorece su
manipulacion para el embarque. Este tipo de tratamiento postcaptura es facil y
econdmicamente viable realizarlo en las cooperativas, ya que en sus instalaciones
poseen cuartos frios que les permiten enfriar el agua a 5°C, por lo que su uso es
recomendado. Cabe sefialar que algunas cooperativas ya manejan un tratamiento
postcaptura que consiste en la inmersién por 3-5 segundos en agua a 5°C, sin

embargo el agua utilizada no es marina por lo que es posible que exista un efecto
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osmotico. Este estudio marca la pauta para el desarrollo de parametros
adecuados para realizar investigacién acerca de diferentes técnicas de captura,
almacenamiento en el mar, manejo, aclimatacion, tratamientos postcaptura o pre-

emersion, empaquetamiento, reinmersion.
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Conclusiones

La concentraciéon de amonio en hemolinfa, la de glucosa y de lactato en
hemolinfa y musculo son buenos indicadores del desempenio fisioldgico
bajo estas condiciones experimentales y se recomienda su aplicacion a
nivel comercial en el contexto de mejorar la calidad

La concentracion de glucosa, lactato y amonio en hemolinfa son buenos
indicadores de estrés por emersion. El tratamiento postcaptura suprime por
completo la hiperglicemia inducida por la emersion. En el caso del lactato la
supresion se observd a las 24h pero no a las 48h. La concentracion de
amonio tiene una relacion muy estrecha con el periodo de emersién. Sin
embargo la concentracion de amonio no fue afectada por el tratamiento
postcaptura.

La concentracion de trimetilamina, hemocianina, proteina y TBARS no son
buenos indicadores fisiolégicos bajo las condiciones experimentales
manejadas.

La langosta roja no sufre un incremento en sustancias relacionadas con la
peroxidaciéon de lipidos (TBARS) en mdusculo bajo las condiciones
experimentales a las cuales se le sometio en este trabajo.

El shock térmico como tratamiento postcaptura es recomendado para
disminuir la desviacioén de las concentraciones basales o estrés ocasionado

por el transporte vivo y para facilitar el empaquetamiento.
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Figura 20. Colocacién de langostas en “recibas” después de la captura.

Figura 21. Inmersion de langostas por 1 minuto en agua marina a 5°C (Shock
térmico)

Figura 22. Cajones de madera utilizados para la simulacién del transporte
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