http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673 @ 0SI0)

Accepted Manuscript / Manuscrito Aceptado

Tittle Paper/Titulo del articulo:

Cambios preliminares en la respuesta humoral y celular del camarén
Litopenaeus vannamei durante la aclimatacion a diferente salinidad

Preliminary changes in the humoral and cellular response of shrimp
Litopenaeus vannamei during the acclimatization to different salinity

Authors/Autores: Herndndez-Mendoza E.G., Lopez Sanchez, J. A., Gonzalez Hermoso, J.P., Pacheco Vega
J.M., Bautista-Covarrubias J.C.

ID: e1673

DOI: https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673

Received/Fecha de recepcion: May 14 2024
Accepted /Fecha de aceptacion: October 23 2024

Available online/Fecha de publicacién: November 13 2024

Please cite this article as/Como citar este articulo: Hernandez-Mendoza E.G., Lopez Sanchez, J. A,
Gonzalez Hermoso, J.P., Pacheco Vega J.M., Bautista-Covarrubias J.C. (2024). Preliminary changes in
the humoral and cellular response of shrimp Litopenaeus vannamei during the acclimatization to different
salinity. Revista Bio Ciencias, 11, e1673. https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673

This is a PDF file of an unedited manuscript that has been accepted for publication. As a service to our customers
we are providing this early version of the manuscript. The manuscript will undergo copyediting, typesetting,
and review of the resulting proof before it is published in its final form. Please note that during the production
process errors may be discovered which could affect the content, and all legal disclaimers that apply to the
journal pertain.

Este archivo PDF es un manuscrito no editado que ha sido aceptado para publicacion. Esto es parte de un
servicio de Revista Bio Ciencias para proveer a los autores de una version rapida del manuscrito. Sin
embargo, el manuscrito ingresara a proceso de edicidn y correccion de estilo antes de publicar la version final.
Por favor note que la version actual puede contener errores de forma.


about:blank
https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673
https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673
https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673

http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.11.e1673 @ OO

Articulo original

Cambios preliminares en la respuesta humoral y celular del camaréon
Litopenaeus vannamei durante la aclimatacion a diferente salinidad

Preliminary changes in the humoral and cellular response of shrimp
Litopenaeus vannamei during the acclimatization to different salinity

Respuesta del camarédn a la salinidad/

Shrimp response to salinity

Hernandez-Mendoza E.G.! (https://orcid.org/0000-0001-9368-7662""), Lépez Sanchez,
J. A2 (https://orcid.org/0000-0002-1414-2427'%), Gonzalez Hermoso, J.P.2
(https://orcid.org/0000-0001-9175-178X %), Pacheco Vega J.M.2 (https://orcid.org/0000-
0001-9443-6849'%), Bautista-Covarrubias J.C.3* (http://orcid.org/0000-0003-4790-9898

©)

1Posgrado en Ciencias Bioldgico Agropecuarias, Universidad Auténoma de Nayarit. Xalisco Nayarit, México. C.P.
63155.2Unidad Académica Escuela Nacional de Ingenieria Pesquera. Universidad Autonoma de Nayarit. Bahia de
Matanchén Km. 12, Carretera a los Cocos, San Blas Nayarit, México. C.P. 63740. *Laboratorio de Indicadores
Bioldgicos de Estrés Ambiental. Unidad Académica Escuela Nacional de Ingenieria Pesquera, Universidad
Auténoma de Nayarit. Bahia de Matanchén Km. 12, Carretera a los Cocos, San Blas Nayarit, México. C.P. 63740.

*Corresponding Author: Juan Carlos Bautista-Covarrubias. U.A. Escuela Nacional de Ingenieria Pesquera.
Universidad Autonoma de Nayarit. Bahia de Matanchén Km. 12, Carretera a los Cocos, San Blas Nayarit,
México. C.P. 63740. Teléfono: (311) 135-2092.E-mail: juanb@uan.edu.mx

RESUMEN

En Nayarit México, el camarén Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) es una de las especies
ampliamente utilizadas para el cultivo, por tolerar un intervalo amplio de salinidad, probablemente
debido a que el periodo de lluvias provoca que la salinidad disminuya de 35 a 5 g L1. El presente
trabajo evalud la respuesta de camarones al proceso de aclimatacién con la disminucién de la
salinidad (10, 7, 5y 2 g L1), asi como también con el incremento gradual (2,5, 7y 10 g L1). Las
variables determinadas fueron; la coagulacién de la hemolinfa (s), la concentracién de hemocianina
(mmol L), conteo total (10% hemocitos mL1) y diferencial (%) de hemocitos en camarones juveniles.
La coagulacién en los camarones no fue alterada en ambos experimentos. La hemocianina
incrementé significativamente (p < 0.05) al disminuir la salinidad, los hemocitos tendieron a disminuir
conforme disminuy0 la salinidad, mientras que, al aumentar la salinidad, la tendencia fue la de
aumentar. Los hemocitos hialinos presentaron un mayor porcentaje cuando se incrementd la
salinidad, mostrando diferencias significativas (p <0.05) en los camarones de ambos experimentos.
Finalmente, el proceso de aclimatacion no afectd la supervivencia, y las diferencias entre las
variables determinadas podrian estar relacionadas con la disminucién de la salinidad.

PALABRAS CLAVE: aclimatacion, camarén, coagulacion, hemocianina, hemocitos.
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ABSTRACT

In Nayarit Mexico, the shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) is one of the most widely
used species grown on farms, due to its tolerance to a wide salinity range, probably caused by salinity
decreased in the shrimp ponds during the rainy season from 35 to 5 g L'1. The purpose of this work
was to evaluate the response of shrimp to the acclimatization process during both decreasing salinity
(10, 7, 5, and 2 g L1) and its gradual increase (2, 5, 7, and 10 g L). The determined variables were,
clotting time (s), hemocyanin concentration (mmol L), total count (106 hemocytes mL?), and
differential count (%) of hemocytes in juvenile shrimp. Shrimp clotting time from both experiments
was not altered. Hemocyanin increased significantly (p <0.05) with the reduction of salinity while
hemocytes tended to decrease as salinity decreased and to increase when salinity increased. Hyaline
hemocytes showed a higher percentage when salinity increased, showing significant differences (p
<0.05) in shrimp from both experiments. Finally, the acclimatization process did not affect survival,
and the differences between the determined variables could be related to the decrease in salinity.

KEYWORDS: acclimatization, shrimp, coagulation, hemocyanin, hemocytes.

Introduccién

El cultivo tradicional de camarén se realiza desde hace décadas con fluctuaciones de salinidad
y con continuos cambios de agua, lo que provoca estrés en los organismos; ademas el gran volumen
de agua necesario para el cultivo, representa un gasto econémico excesivo debido al alto costo del
diésel necesario para bombearlo. En San Blas, Nayarit, México, las granjas camaroneras se ubican
a una altitud maxima de cinco metros sobre el nivel del mar; el clima es tropical, con mas lluvias en
verano que durante el invierno con una precipitacion anual aproximada de 1316 mm (Cossio-Vargas
et al., 2008) lo que baja la salinidad en los estanques.

El cultivo de camarén en aguas de baja salinidad es una actividad comudn y creciente en muchos
paises del mundo, incluidos Tailandia, China, Vietnam, Ecuador, Brasil, Estados Unidos y México
(Roy et al., 2010). ElI camar6én blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) es una de las especies
con mayor potencial para ser criada en granjas (Mansaray et al., 2018; Landsman et al., 2019) debido
a su tolerancia a un amplio rango de salinidades, que van desde 1 02 g L1, hasta 40 g L', a diferencia
de otros crustaceos. Ademas, L. vannamei es considerada la que mejor se adapta a aguas de baja
salinidad, mostrando una tasa de supervivencia favorable en condiciones de aclimatacién que
oscilan entre 1 y 4 g L1 (McGraw et al., 2002). Adicionalmente, Brito et al. (2000), sefiala que la
especie Farfantepenaeus brasiliensis no tolera bajos niveles de salinidad durante su crecimiento. En
Farfantepenaeus paulensis fue determinado que la respuesta humoral y celular fue afectada cuando
la salinidad disminuy6 de 22 a 13 g L* (Perazzolo et al., 2002).

El cultivo de camaron continental con el uso de agua de baja salinidad se originé a principios de
la década de 1990 en Tailandia con el camardn tigre (Penaeus monodon); esta actividad se introdujo
como una estrategia para contrarrestar el efecto de enfermedades virales como la mancha blanca
(WSSV) y el virus de la cabeza amarilla (YHV), asi como una respuesta a la saturacion de tierras
para el establecimiento de granjas en zonas costeras (Flaherty et al., 2000). El cultivo de camarén
utilizando agua de pozo de baja salinidad representa una opcién importante para evitar
enfermedades del camardn causadas por microorganismos patégenos, constituye una alternativa
productiva en zonas de alta marginacién (Valenzuela Quifionez et al., 2010) y se esta volviendo méas
popular en muchas regiones del mundo (Boyd & Thunjai, 2003; Mariscal-Lagarda et al., 2012).

Los estados mexicanos de Baja California, Jalisco y Colima obtienen rendimientos cercanos a
las 10 toneladas de camarén por hectarea en sistemas intensivos en agua con 0.5 g L* (Godinez-
Siordia et al., 2011), debido principalmente a la experiencia en el cultivo y la tecnologia utilizada. La
experiencia y el conocimiento han demostrado que el cultivo de camarones de baja salinidad es
técnicamente factible, considerando que el proceso de aclimatacion es de gran importancia para la
supervivencia de los organismos en el cultivo (Davis et al., 2002).
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La aclimatacion de los camarones a aguas de baja salinidad es fundamental para la adecuada
adaptacion de los organismos a las nuevas condiciones de cultivo, ya que puede estresarlos durante
gran parte del tiempo de cultivo, aunado a que la cantidad de iones de agua puede ser menor que la
cantidad requerida por su organismo, provocando una alteracion del proceso natural de muda, lento
crecimiento y alteracion de los componentes celulares y humorales. El presente trabajo evalud la
respuesta humoral y celular de L. vannamei a periodos cortos (dos horas) de aclimatacion
disminuyendo la salinidad de 10gL*a7,5ya2gL!eincrementandolade2glL'ab5,7,y10gL-
1 en condiciones controladas en el laboratorio.

Material y Métodos

Juveniles de camardn blanco (L. vannamei) fueron donados por la granja camaronera "Los
Sauces" ubicada a 21° 35'N, y 105° 18"W, en el municipio de San Blas, Nayarit, y utilizados en los
dos experimentos. Fueron transportados a corta distancia con aireacidon constante hasta el
Laboratorio de Indicadores Biolégicos de Estrés Ambiental, de la Unidad Académica Escuela
Nacional de Ingenieria Pesquera de la Universidad Auténoma de Nayarit, a 28 g L1 y 30 °C con agua
de estanque. Los estadios de muda (postmuda, intermuda y premuda) se identificaron observando
el grado de retraccion epidérmica de los conos de las setas y la cuticula en los urépodos internos
con un microscopio segun lo propuesto por Robertson et al. (1987).

Aclimatacién

Una vez en el laboratorio, 50 organismos (longitud promedio total 12.70 + 1.17 cm y peso
promedio 12.63 + 3.94 g) fueron colocados en un tanque circular con capacidad de 267. 32 litros.
Posteriormente, la salinidad inicial (28 g L'1) se disminuy6 gradualmente 2 g L'* cada dos horas hasta
llegar a 10 g L't (con la formula de dilucién de soluciones), que fue la salinidad experimental utilizada.
16 organismos tomados al azar fueron colocados en un acuario de vidrio con capacidad de 60 litros,
y fueron aclimatados al espacio y a 10 g L durante tres dias, siendo alimentados tres veces al dia
al 8 % de la biomasa con alimento comercial (Api-Camarén, 30 % proteina). Las variables
ambientales del agua fueron las siguientes: oxigeno (5.81 £ 0.5 mg L-1), temperatura (24 + 1.0 °C) y
pH (7.63 £ 0.20).

Primer experimento

Del acuario con 10 g L se capturaron camarones (n = 4) uno a uno con ayuda de una red tipo
pala, y se extrajo y analizé la hemolinfa (se contabilizé el tiempo de coagulacion, la hemocianina y
el namero total y diferencial de hemocitos). Posteriormente se disminuyd la salinidad con agua dulce
de 10 g L* a 7; dos horas después, se extrajeron de la misma forma cuatro camarones.
Posteriormente se redujo la salinidad a 5 g L1 y después de dos horas mas se capturaron cuatro
camarones. Finalmente se afiadi6 mas agua dulce hasta llegar a 2 g L, y al cabo de dos horas se
analizaron cuatro camarones.

Segundo experimento
Se utilizé otro lote de organismos (n = 50) provenientes de una granja camaronera con agua de
baja salinidad (2 g L) (longitud promedio 13.70 + 1.13 cm y peso promedio 16.50 + 3.30 g). La
salinidad inicial de 2 g L1, se increment6d agregando agua de mar (35 g L), hasta alcanzar las
salinidades experimentales (5 g L%, 7 y 10 g L1), y se analizaron cuatro organismos en cada
incremento de salinidad de la misma manera descrita anteriormente.

Tiempo de coagulacion
Se registré el tiempo de coagulacion de la hemolinfa en cada camarén y segun el método
establecido por Jussila et al. (2001), se colocaron 20 yL de la muestra inicial de hemolinfa (sin
anticoagulante) en un microtubo capilar para hematocrito de 1.55 mm de diametro (Corning Inc. SD
USA). Posteriormente, el microtubo se invirtié de un extremo al otro repetidamente hasta inmovilizar
la hemolinfa en la pared del tubo capilar. El tiempo de coagulacién (s) se conté desde el momento
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en que se insertd la aguja en la base del primer segmento abdominal del camarén hasta que la
hemolinfa dej6 de fluir en el microtubo.

Determinacion de la concentracion de Hemocianina

Para cuantificar la concentracion de hemocianina presente en la hemolinfa, se utilizé el método
descrito por Pascual et al. (2006); Se tomaron por duplicado 10 pL de la muestra sin anticoagulante,
se colocaron rapidamente en cubetas de 1.5 mL de capacidad y se diluyeron con 990 uL de agua
bidestilada. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro VIS UV-10 s (Thermo
Fisher Scientific, USA), a una longitud de onda de 335 nm y la concentracién de hemocianina (mmol
L) se calculd con el coeficiente de extincion molar € = 17. 26 (Nickerson & Van Holde, 1971)
utilizando la siguiente ecuacion:

Hc = FD (absorbancia * € 1)

FD = factor de dilucién

Conteo total de hemocitos

El conteo se realiz6 con un microscopio Optico; se mezclaron 50 pyL de hemolinfa con
anticoagulante (citrato trisddico 27 mmol, cloruro de sodio 385 mmol, glucosa 115 mmol, pH 6.6)
siguiendo a Huang et al. (2010); de esta muestra se extrajo una segunda muestra de 50 pL y se fijo
con el mismo volumen de formalina (37 % formalina, 0.45 mol NaCl) segun el procedimiento de Costa
et al. (2009). Los conteos se realizaron en una cdmara de Neubauer a 400X, localizando el nimero
total de hemocitos en los cuatro cuadrantes de las esquinas y un cuadrante adicional seleccionado
al azar (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007). Los conteos se reportan en 1X10% hemocitos mL1.

Conteo diferencial de hemocitos
Se utilizaron 20 yL de hemolinfa fijada y la muestra se observé en una camara de Neubauer a
400X (10 pL en cada cuadrante de 3 x 3 mm). Se diferenciaron los tres tipos de hemocitos; hialinos,
semigranulares y granulares, segin su morfologia y sélo se contaron los primeros 200 hemocitos
observados en cada cuadrante; los resultados se presentan en porcentajes segun los tres tipos de
hemocitos observados.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados con pruebas de normalidad y homocedasticidad (pruebas
de Kolmogorov-Smirnov y Bartlett); posteriormente se aplic6 ANOVA (de una via y dos vias) cuando
se cumplieron los supuestos estadisticos; en caso contrario se aplico la prueba de Kruskal-Wallis.
Para aislar las diferencias, fueron aplicadas las pruebas de comparaciéon de promedios de Holm-
Sidak y Tukey. El nivel de significancia fue P < 0.05 para todas las pruebas. El software SigmaStat
(version 3.0), fue utilizado para todas las pruebas estadisticas.

Resultados y Discusion

Tiempo de coagulacion

El tiempo mayor de coagulacion de hemolinfa fue de 141 s, en camarones a 5 g L durante el
proceso de disminucién de salinidad, mientras que el valor mayor de coagulacién de hemolinfa fue
de 126 s, cuando fue incrementada la salinidad. Los valores minimos fueron 33 sy 61 s, durante la
disminucién e incremento de las salinidades, respectivamente. Sin embargo, el analisis estadistico
realizado mostré que no existen diferencias significativas (p >0.05) entre los valores maximos y
minimos de coagulacién de la hemolinfa del camarén con la disminucién y con el incremento de la
salinidad de los diferentes tratamientos (Tabla 1). Es importante sefialar que la temperatura ambiente
fue 24 £ 1 °C, lo que significa que el tiempo de coagulacién puede variar si se realiza a una
temperatura inferior o superior a la que aqui se realiz4. El proceso de coagulacién en los crustaceos
es una respuesta humoral que cierra las heridas para impedir la entrada de bacterias y particulas
téxicas al organismo (lwanaga & Lee, 2005; Maningas et al., 2013). Los tiempos de coagulacion de
la hemolinfa en organismos sanos se mantienen entre 30 y 40 s (Lightner & Redman, 1998), pero si
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las bacterias en la hemolinfa son abundantes, el tiempo de coagulacién aumenta. Se ha considerado
que el aumento del tiempo de coagulacién puede utilizarse como indicador de estrés. (Fotedar et al.,
2001); también se ha documentado que el tiempo de coagulacién de la hemolinfa de L. vannamei se
incrementa por el estrés causado por el sulfato de cobre (Bautista-Covarrubias et al., 2015), y por el
desafio a infecciones virales (Yoganandhan et al., 2003; Song et al., 2003). Por tanto, un aumento
del tiempo de coagulacién puede utilizarse como indicador de estrés. Sin embargo, el presente
trabajo no demostré que el tiempo de coagulacion fuera alterado por la disminucién o el incremento
de la salinidad durante el corto periodo de aclimatacion.

Tabla 1. Valores medios (+ S.D.) de tiempo de coagulacion de la hemolinfa (s) en juveniles de L.
vannamei en diferentes tratamientos con disminucion e incremento de salinidades (n = 4).

10gL? 7glL? 5¢gL1 2gL? Valor de P
Primer experimento 42.66+8.73 72.20£11.76 94.13+42.52 76.00£11.23 0.130

2gL? 5gL? 7glL? 10glL? Valor de P
Segundo experimento  73.5+4.31 93.20+22.88 73.35+10.16 78.60+6.21 0.102

Concentracion de hemocianina

Durante el primer experimento de disminucién de salinidad, el 75 % de los camarones
se encontraban en estadio de postmuda "B" y el 25 % en estadio de intermuda "C". Cuando la
salinidad disminuyd, el valor de hemocianina mas alto fue de 4.92 mmol L* en camarones del
tratamiento de 7 g L, mientras que el valor mas bajo fue de 0.60 mmol L registrado en
camarones a 10 g L. El andlisis de varianza aplicado mostré diferencias significativas (p <
0.001) entre los valores de concentracion de hemocianina en camarones de los diferentes
tratamientos de g L. El analisis de comparacién de promedios (Holm-Sidak) de la
concentracién de hemocianina en camarones de los tratamientosde 7 gL, 5gL'y2gL'no
fue diferente, mientras que el valor mas bajo de hemocianina fue en camarones del tratamiento
de 10 g L' y fue estadisticamente diferente (p < 0.05) comparado con lo determinado en
camarones de los tres tratamientos indicados. Es posible que con base en el analisis estadistico
realizado, la concentraciébn de hemocianina en los camarones aumente en funcién de la
disminucién de la salinidad.

En el segundo experimento con el incremento de la salinidad, el 81 % de los camarones
se encontraban en estadio “C”, el 13 % en estadio “D” y el 6 % en el estadio “B”. No fue posible
detectar una amplia variabilidad en los valores de hemocianina en camarones de los diferentes
tratamientos (Figura 1). Aunque el valor més alto estuvo presente en camarones del tratamiento
de 5 g L (5.71 mmol L) y el valor mas bajo de 3.88 mmol L estuvo en camarones del
tratamiento inicial (2 g L), los valores no mostraron variabilidad significativa (p = 0.114), como
si sucedio en el experimento (1) de disminucion de la salinidad. La hemocianina es una proteina
plasmatica que se disuelve en la hemolinfa y se encarga de distribuir y transportar el 90 % del
oxigeno a todos los tejidos; se ha documentado que esta proteina corresponde a una alta
proporcién del total de proteinas en la sangre (58 % a 98 %). Ademas, se sabe que la
hemocianina tiene una funcién anti fingica y es considerada una de las proteinas inmunoldgicas
de gran importancia, la cual actia como barrera de defensa y permite conocer el estado de
salud del camaron, por lo que juega un papel importante en resistir a infecciones por virus,
bacterias y hongos (Destoumieux-Garzén et al., 2001; Lei et al., 2008; Li et al., 2019). En los
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camarones del primer experimento observamos un aumento en la concentracion de
hemocianina, quizas porque la fecha del experimento fue en la fase lunar de luna nueva, lo que
significa que el 75 % de los camarones se encontraban en estadio de postmuda “B”, y el 25 %
de los camarones se encontraban en estadio de intermuda “C”, lo cual coincide con lo reportado
por Orellana et al. (2000), pues indican que el 80 % de los organismos analizados han liberado
el exoesqueleto con la fase de luna nueva. El aumento en la concentracién de hemocianina
cuando disminuye la concentracion de la salinidad, coincide con lo mencionado por Li et al.
(2019) cuando el camarén L. vannamei estuvo expuesto a 3.3 y 6.6 mmol de nitrito, la
hemocianina aumento6 a las 12 horas de exposicion. Sin embargo, cuando L. vannamei fue
expuesto a 5.3 mmol de nitrato en agua de baja salinidad (3 g L1), la concentracién de
hemocianina disminuy6 después de 12 horas de exposicion (Valencia-Castafieda et al., 2020).
El aumento de la concentracién de hemocianina también se ha observado en el cangrejo
Carcinus maenas en condiciones de estrés hipoosmético (Boone & Schoffeniels, 1979).
También se ha observado una variacién en la concentracion de hemocianina en camarones
cultivados en estanques al aire libre en comparaciéon con camarones cultivados en interiores
(Pascual et al., 2003). El aumento en la concentracion de hemocianina en el primer experimento
puede deberse a que los organismos experimentales llevaron a cabo sintesis de proteinas para
aumentar la presencia de oxigeno en la hemolinfa (El-Gendy et al., 2019). En el segundo
experimento, la concentracion de hemocianina no mostré diferencias significativas.

Concentracion (mmol L )
Concentracion (mmol L ™)

04 . - : . 0
10gL’ el SgL’ 2gL" 2gL’ S5gL' 7gL 10gL’

Salinidad Salinidad

Figura 1. Valores medios (+ D.E.) de concentracion de hemocianina en L. vannamei en diferente
tratamiento A) con disminucion y B) con incremento de salinidades. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0.05) prueba Holm-Sidak.

Conteo total de hemocitos

En el primer experimento, el nimero de hemocitos fue menor a medida que disminuyo
la salinidad; el andlisis de varianza realizado mostré diferencias significativas (p < 0.001). El valor
promedio mas bajo fue de 4.20 X 10% hemocitos mL?, registrado en camarones del tratamiento de 2
g L1, fue estadisticamente diferente (p < 0.05) de los valores promedio de camarones del tratamiento
de 10 g L1, donde el valor promedio mas alto de hemocitos totales fue 9.32 X 10% hemocitos mL1.
La tendencia de hemocitos mostrada fue disminuir a medida que disminuia la salinidad, contrario a
la tendencia mencionada anteriormente para la concentracién de hemocianina en L. vannamei en
los diferentes tratamientos de g L.

En el segundo experimento, la tendencia de los hemacitos totales fue aumentar con el incremento
de la salinidad. El valor promedio mas alto fue de 4.55 X 10% hemocitos mL-1 en camarones a 10 g
L1, el cual fue 4.77 X 10% hemocitos mL? menor que el encontrado en camarones del primer
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experimento en el mismo tratamiento (Figura 2). Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05)
entre el valor promedio de hemocitos de camarén del tratamiento de 10 g L1, respecto a los valores
promedio de hemocitos de camarén de los demas tratamientos (2 g L1, 5g Lty 7 g L1). El valor
promedio de hemocitos mas bajo fue de 0.78 X 108 hemocitos mL-1 en camarones del tratamiento
inicial (2 g L1). En el presente trabajo fue observado un menor numero de hemocitos con la
disminucién de la salinidad del agua. Los cambios en el nimero total y/o diferencial de hemocitos
circulantes en la hemolinfa pueden deberse a diversos factores, como la exposicion a contaminantes
y el estrés fisiologico (Giulianini et al., 2007; Kaoud & Rezk, 2011). Perazzolo et al. (2002) informaron
una disminucion en el ndmero de hemocitos totales (40 %) en el grupo control de camarén
Farfantepenaeus paulensis cuando la salinidad se disminuyé de 22 g L't a 13 g LL. Por otro lado,
Lu-Qing et al. (2005) sefialaron que en L. vannamei el nimero de hemocitos disminuyé cuando el
estrés estuvo condicionado por la reduccién de la salinidad (30 g Lt a 5 g L ). Esto coincide con el
presente trabajo donde la salinidad disminuyé de 10 g Lt a 2 g L* en un corto periodo de tiempo, y
los hemocitos en camarones fueron menores. Sin embargo, en el segundo experimento fue
observada una tendencia de aumento de hemocitos en L. vannamei, la cual coincide con lo reportado
para Macrobrachium rosenbergii cuando la salinidad aumenté de0a5gL?*,5a1l0glLtyde10a
15 g L? (Cheng & Chen, 2000). Por otro lado, en Penaeus monodon se observé una disminucion de
hemocitos cuando aumento la salinidad (5 a 15y 35 g L) y cuando fueron desafiados con la bacteria
Vibrio harveyi (Joseph & Philip, 2020). Los hemocitos son responsables de eliminar materiales
exogenos mediante fagocitosis, encapsulacion y formacion de nddulos (Qiu et al., 2011). Por lo tanto,
los hemocitos juegan un papel importante en el mecanismo de defensa, una disminucién en su
namero puede hacer que los camarones sean susceptibles a los microorganismos patégenos. Liu et
al. (2004) registraron el mayor nimero de hemocitos en L. vannamei en estadio "C" desafiado con
la bacteria Vibrio alginolyticus y en menor nimero en camarones en estadios "A"y "B", contrario a lo
reportado en este estudio.
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Figura 2. Valores medios (+ D.E.) de concentracion total de hemocitos (10 hemocitos mL™) de L.
vannamei en diferentes tratamientos: A) con disminucién y B) con incremento de salinidades. Diferentes
letras indican diferencias estadisticas (p <0.05) prueba Tukey.

Conteo diferencial de hemocitos
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Se contaron los diferentes tipos de hemocitos; hialinos (H), semigranulares (SG) y granulares (G).
El analisis estadistico realizado (ANOVA una via) no mostrd diferencias significativas para cada tipo
de hemocito, H (p = 0.754), SG (p = 0.441) y G (p = 0.449) y para cada tratamiento de salinidad. Sin
embargo, al aplicar el analisis de varianza (ANOVA de dos vias), no se determinaron diferencias
significativas (p = 0.991) entre los tratamientos (g L), ni en la interaccion (p = 0.341), solo diferencias
estadisticas (p = 0.001) se obtuvieron entre los diferentes tipos de hemocitos para cada tratamiento.
Posteriormente, la comparacion de medias mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre los
porcentajes promedio de los tres hemaocitos diferentes en cada tratamiento.

En el segundo experimento, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en el promedio
de hemocitos H de camarones del tratamiento 5 g L1, con respecto al nimero de hemocitos
encontrados en camarones del tratamiento 2 g Lty 7 g L (Figura 3). Sin embargo, cuando la
salinidad incrementd, el nimero de hemocitos hialinos se mantuvo constante y no mostrg diferencias
significativas en los camarones de los tratamientos de 7 g L* y 10 g L1. Finalmente, no hubo
mortalidad de ningin camarén juvenil durante los dos experimentos realizados, quizas porque los
cambios de salinidad no fueron drasticos y porque los tiempos de aclimataciéon fueron lo
suficientemente largos como para no afectar la supervivencia. La defensa celular de los
invertebrados implica una respuesta mediada por diferentes tipos de hemocitos (presencia o
ausencia de granulos dispersos en el citoplasma, asi como por el tamafio del hemocito) que circulan
libremente en la hemolinfa (Correia, 2008; Xian et al., 2017). Nuestros resultados demuestran la
identificacién de hemocitos H, SG y G en crustaceos, al igual que Johansson et al. (2000). El conteo
realizado muestra que el mayor porcentaje de hemocitos H (84 %) estuvo presente en camarones
del segundo experimentoy a 7 g L1, 40 % de SG en camarones del primer experimento (2 g L?), y
6 % de G, en camarones de 5 g L1. Estrada et al. (2016) identificaron 45 % hemocitos H, 27 % SG
y 28 % G en L. vannamei al utilizar hematoxilina eosina para tefiir los hemocitos, porcentajes
similares a los reportados en este trabajo, con la diferencia de que los autores no ejercieron estrés
sobre los organismos. También en el crustdceo Sicyonia ingentis se identificaron los siguientes
porcentajes; 50-60 % hemocitos H, 30 % SG y 10 % G (Hose et al., 1992), valores diferentes a los
registrados en los dos experimentos aqui realizados. En la hemolinfa circulan los diferentes tipos de
hemocitos y mantienen la homeostasis como el principal mecanismo fisioldgico y de defensa
(Lorenzon et al., 2001; Thabet et al., 2017) frente al estrés provocado por los cambios de salinidad
en cortos periodos de tiempo como ocurrid con L. vannamei aqui reportado. No hubo eventos de
mortalidad en ninguno de los dos experimentos de aclimatacion. Sin embargo, Jayasankar et al.
(2009) encontraron eventos de mortalidad (25 %) de postlarvas (PL15) cuando fueron aclimatadas
por un dia y siete diasa 1 g L1y 5 g L1, el mayor porcentaje de supervivencia fue a5 g L en el
periodo de tres a siete dias de aclimatacion.
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Figura 3. Porcentajes medios (+ D.E.) de hemocitos presentes en la hemolinfa de L. vannamei en
diferentes tratamientos. A) con disminucién y B) con incremento de salinidades. ANOVA de dos vias
detecto diferencias estadisticas (P <0.05) en cada tratamiento. Para aislar las diferencias la prueba Holm-Sidak
fue aplicada.

Conclusion

El proceso de aclimatacién representa un factor de gran importancia y debe realizarse de forma
gradual para que los camarones puedan adaptarse a las nuevas condiciones del agua sin estresarse
cuando son introducidos a los estanques de crecimiento. El cambio en la salinidad representa un
factor de estrés que se refleja en algunas variables de respuesta, volviéndose los camarones mas
susceptibles a las bacterias oportunistas. La concentracion de hemocianina y el nimero total de
hemocitos en los camarones variaron debido a la disminucién y aumento de la salinidad, y finalmente,
la supervivencia no se vio afectada por esos cambios.
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