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Resumen

La ablacion ocular es una técnica utilizada en la reproduccion de crustaceos, siendo a su
vez perjudicial para los organismos. Se han investigado técnicas alternativas para estimular
la maduracion sexual en especies comerciales. Este trabajo tiene como objetivo verificar el
uso combinado de la serotonina y la espiperona, como técnica efectiva para la maduracion
ovarica en hembras de Litopenaeus vannamei y evaluar su posible efecto en la liberacion de
feromonas sexuales inductoras a la maduracion ovéarica. Se utilizaron tres tanques
experimentales con reproductores hembras y machos. Cada tanque dispuso de 70
organismos: 20 hembras tratadas, 20 hembras control y 30 machos. Los tanques 1 (T1) y 2
(T2) presentaron 20 hembras inyectadas con serotonina y espiperona a dos concentraciones
y el tanque (T3) presentd 20 hembras ablacionadas. Con las hembras control, se observé el
efecto indirecto de los tres tratamientos en la induccion a la maduracion sexual. Se analiz6
el estado de madurez sexual de las hembras calculando el indice de maduracién ovarica
(IMO). Se evalud la calidad de desove de cada hembra fecundada por los machos
contabilizando el nimero total de huevos y nauplios y el porcentaje de eclosion. Se obtuvo
una maduracion sexual en las hembras de los tres tratamientos y sus controles. EI T2
obtuvo el valor médximo del IMO en las hembras control y el T3 obtuvo el valor minimo en
las hembras control. Los IMO promedio entre las hembras tratadas y las hembras control
del T2 y el T3 mostraron diferencias significativas (p<0.05). Para la calidad del desove, en
los T1 y T2 registraron la mayor cantidad de apareamientos en las hembras no inyectadas
(control). Se mostro la efectividad en la maduracion ovarica de las hembras control, lo que
da un primer paso a la aceptacidén de la presencia y liberacion de feromonas sexuales
inducidas por la inyeccion de serotonina y espiperona en esta especie.
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1. Introduccién
1.1. Antecedentes

1.1.1. Reproduccion en crustéceos y la ablacion ocular
La reproduccion de los crustaceos estd regulada por varias estructuras corporales

como el cerebro, los ganglios torécicos, el 6rgano mandibular, los pedinculos oculares,
entre otros (Pillai et al. 2010; Swetha et al. 2011; Prasad et al. 2014). En la reproduccion de
estos invertebrados intervienen dos hormonas importantes: la hormona inhibidora de las
gonadas (HIG) y la hormona estimulante de las gonadas (HEG). La primera hormona es
producida y secretada en el peddnculo ocular por el complejo 6rgano X - glandula sinusal,
la cual regula la maduracion gonadal de los camarones (Zapata et al. 2003; Chen et al.
2014; Diggles, 2019). La HEG es producida por el ganglio toracico y el cerebro (Cahansky
et al. 2011; Prasad et al. 2014).

La glandula sinusal y el 6rgano X ganglionar estan involucradas en la produccion de
la hormona inhibidora de la génada (HIG), la cual, como su nombre lo indica, regula la
maduracion gonadal de los camarones (Zapata et al. 2003; Pillai et al. 2010; Swetha et al.
2011). La ablacion ocular consiste en la extirpacién de uno o los dos pedunculos oculares
de los organismos adultos, para asi, disminuir la produccion de HIG y estimular la
maduracion de los ovarios en las hembras (Figura 1) (Kannan et al. 2015; Pillai et al. 2010;
Diggles, 2019).

A B




Figura 1: Ablacion del peddnculo ocular de un camardn blanco, Litopenaeus vannamei en una de las hembras
experimentales (A) y de otro estudio (B). Fuente: Kannan et al. 2015.

Los primeros registros de ablacion ocular en L. vannamei datan de 1976 como
técnica para promover la maduracion en hembras de camaréon (FAO, n.d.). Esta técnica
también ha sido utilizada en otros crustdceos braquiuros como Libinia emarginata,
Rhithropanopeus harrisii, Carcinus maenas, 0 especies de langostas como Homarus
americanus o cangrejos de rio como Faxonius virilis con la misma finalidad (Laufer et al.
1993). Sin embargo, existen registros de mediados del siglo XX, donde ya se estudiaban los
efectos de esta técnica en estos animales (Pannouse, 1943; Aoto y Nishida 1956; Swetha et
al. 2011).

Se ha demostrado que esta técnica acelera los procesos de maduracion en las
hembras influenciada por hormonas sexuales como la progesterona, impulsando asi la
produccién de larvas en los sistemas controlados (Benzie, 1998; Okumura, 2007; Swetha et
al. 2011; Uawisetwathana et al. 2011; Kannan et al. 2015; Uengwetwanit et al. 2018;
Diggles, 2019). Sin embargo, esta practica tiene efectos perjudiciales en los organismos, ya
que se ha visto que produce un dafio en la cantidad y calidad del desove, asi como una
reduccion en el nimero de eclosiones y otros parametros de salud de los camarones
(Swetha et al. 2011; Kannan et al. 2015).

1.1.2. Serotonina

La serotonina, 5-Hidroxitriptamina (5-HT) es un compuesto amino derivado del
triptofano, producido por organismos animales y vegetales, el cual tiene funcion tanto de
neurotransmisor, neurohormona y mensajero extracelular (Mohammad-Zadeh, 2008; Wu y
Cooper, 2012; Vleugels et al. 2015; Harlioglu et al. 2020; Marin et al. 2020). La 5-HT esta
presente en varios 6rganos en invertebrados como el sistema nervioso central, en el
pedunculo ocular y en el tejido gastrointestinal (Mohammad-Zadeh, 2008; Christie 2011;
Prasad et al. 2014; Vleugels et al. 2015; Dineshan y Sudha Devi, 2020). Junto a otros
compuestos como terpenoides, esteroides y péptidos, la serotonina estd involucrada en la

regulacion de procesos fisioldgicos (Christie 2011; Aprajita et al. 2014).

Similar a otros neurotransmisores como dopamina, melatonina y la octopamina, la

serotonina esta involucrado en la liberacion de hormonas relacionadas al crecimiento y



reproduccion de invertebrados como crustaceos (Swetha et al. 2011; Prasad et al. 2014;
Gopal y Devi, 2019). La serotonina actda activando la liberacion de la hormona HEG,
impulsando la maduracién de las gonadas y el desove en hembras (Vaca y Alfaro, 2000;
Meeratana et al. 2006; Wongprasert et al. 2006).

Varios estudios han demostrado la capacidad de la serotonina para acelerar los
procesos de maduracion gonadal en crustaceos (Prasad et al. 2014; Gopal y Devi, 2019;
Dineshan y Sudha Devi, 2020; Harlioglu et al. 2020). Por ejemplo, en un estudio realizado
con el cangrejo de agua dulce Barytelphusa guerini, se probd el efecto de tres sustancias: la
naloxena como antagonista de opioides, la serotonina como neurotransmisor y la dopamina
en su desarrollo reproductivo. Al inyectarse la serotonina, se observd un aumento en el
tamafio del didmetro del foliculo testicular, asi como en el tamafio del oocito en hembras.
Este resultado muestra el efecto estimulante de la serotonina en el crecimiento de las
gonadas de estos crustaceos (Prasad et al. 2014). En otro estudio, Gopal y Devi (2019)
determinaron el efecto de la serotonina en la maduracion testicular en otro cangrejo
Travancoriana schirnerae. Aqui también se observd un crecimiento de las gonadas de los
machos determinado mediante el indice testicular y el diametro acinar después del

suministro de la serotonina.

En otra investigacion realizada con esta misma especie de cangrejo, se demostro el
efecto estimulante de esta molécula en la maduracion ovarica en hembras. Mediante una
estimacién bioquimica, se obtuvo que los ovarios de las hembras tratadas con serotonina
presentaron una mayor cantidad de proteina, lipidos y polisacaridos que las hembras
control. Segun los autores, esto puede deberse a la actividad de la serotonina sobre los
receptores ovaricos, o bien, por un mecanismo indirecto, activando una reaccion en cadena
estimulando la liberacion de la HEG presente en el cerebro y bloqueando asi la produccion
de la hormona inhibidora de la gonada (HIG) (Dineshan y Sudha Devi, 2020).

El efecto de la serotonina enddgena, también se ha estudiado en otros invertebrados
como moluscos. En una investigacion realizada con el abulon Haliotis discus hannai se
observo, mediante un estudio molecular, un incremento de la maduracion de ovocitos y el

desove en hembras, causado por la 5-HT (Sharker et al. 2019).



1.1.3. Espiperona

La espiperona es una molécula perteneciente a la familia de los butirofenonas
utilizada en la industria farmacéutica como neuroléptico (Azibi et al. 1983; Glennon et al.
2002; Liang et al. 2009). Este compuesto tiene una funcion antagonista al neurotransmisor
dopamina, bloqueando su ruta de accion (Zapata et al. 2003; Mustard et al. 2005; Liang et
al. 2009; Cahansky et al. 2011). Por su parte, la dopamina tiene un rol tanto de
neurotransmisor como de neuromodulador en decapodos (Harlioglu et al. 2020), inhibiendo
la secrecion de la hormona hiperglicémica de crustaceos (HHC), la cual, al igual que la
HEG, tiene un efecto estimulante en el crecimiento de las gonadas (Harlioglu et al. 2020).
Debido a su efecto antagénico, la espiperona también tiene un efecto estimulante en el
desarrollo gonadal (Alfaro-Montoya et al. 2004; Cahansky et al. 2011; Swetha et al. 2011).

Para el caso de los crustaceos, en un estudio realizado por Prasad y colaboradores
(2014), se observo un efecto inhibidor de la dopamina en el desarrollo reproductivo tanto
en hembras como en machos del cangrejo de agua dulce, B. guerini. Esta reduccion del
tamafio de las gonadas puede estar relacionada al efecto regulatorio que este
neurotransmisor tiene sobre HEG, o la estimulacion en la liberacion de la hormona
inhibidora de la gonada (HIG) (Prasad et al. 2014). Este resultado es muy similar al
encontrado por Dineshan y Sudha Devi (2020), donde también se observo el efecto
inhibitorio de la dopamina en el desarrollo gonadal en el cangrejo Travancoriana

schirnerae.

Por otro lado, se ha visto que la espiperona tiene una accién contraria a la inhibicion
provocada por el pedunculo ocular en la maduracion ovarica del cangrejo Chasmagnathus
granulata, de manera que su suministro incrementa el tamafio de las gonadas tratadas
(Zapata et al. 2003). En otro estudio realizado con el langostino de rio Cherax
quadricarinatus, se estudio el efecto de la espiperona y la naloxona en las génadas de las
hembras de manera in vitro, es decir aplicandolos directamente sobre fragmentos de
ovarios. En presencia de un fragmento del ganglio torécico, los ovarios que se encontraban
en estadio de post reproduccién presentaron un aumento del tamafio al haber sido

inyectados con estos dos antagonistas. Este resultado muestra la interaccion que estos dos



Organos junto a la espiperona tienen en el desarrollo ovarico de esta especie (Cahansky et

al. 2011) y la utilidad de estos antagonistas en su reproduccion en cautiverio.

Este antagonista junto con la serotonina, tienen un efecto estimulante en la
maduracion y desove en hembras de crustaceos (Alfaro-Montoya et al. 2004; Tinikul et al.
2009). Se ha registrado que el uso combinado de estos dos compuestos estimula la
maduracion ovarica en dos especies de camardn, Litopenaeus stylirostris y L. vannamei
(Alfaro-Montoya et al. 2004). Sin embargo, Harlioglu et al. (2020) sefialan la importancia
de realizar nuevas investigaciones que estudien el efecto que este neurotransmisor tiene en

la liberacién de otros compuestos al medio como las feromonas sexuales.

1.1.4. Feromonas sexuales

Las feromonas son moléculas involucradas en la comunicacion y comportamiento
de organismos de una misma especie (Wyatt, 2003; Wyatt, 2010; Hardege y Terschak,
2011). Estan clasificadas en diferentes grupos moleculares como péptidos, nucleotidos,
pequefias moléculas polares y no polares, asi como lipidos como las ceramidas (Thiel y
Breithaupt, 2010). Estas juegan un papel importante en los procesos de reproduccion y

apareamiento en invertebrados (Hardege et al. 2011; Ottaviani, 2014).

Desde los afios 70, se han hecho numerosas investigaciones en insectos sobre el uso
de las feromonas sexuales como controlador de plagas, para el monitoreo de poblaciones o
la identificacidn de especies invasoras (Baker, 2011; Ottaviani, 2014). En crustaceos como
los decapodos, el olfato y quimiorreceptores de contacto resultan uno de los mecanismos
mas comunes para la comunicacién (Bauer, 2011; Okamura et al. 2017). Sin embargo,
existe poco conocimiento sobre las caracteristicas quimicas de las feromonas sexuales en
este grupo, informacion que tendria gran utilidad para los procesos de captura y
reproduccion en sistemas controlados como en la acuicultura (Bauer, 2011; Thiel y
Breithaupt, 2010).

Varios estudios se han enfocado en comprender como las feromonas sexuales
facilitan las interacciones en los procesos de apareamiento (Bublitz et al. 2008; Bauer,
2011; Hardege et al. 2011; Ottaviani, 2014). Se ha visto en varias especies de crustaceos,
que ciertos compuestos con funciones fisiologicas especificas tienen un efecto indirecto en

la comunicacion y comportamiento de los organismos. Por ejemplo, la uridina difosfato es
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una feromona sexual presente en cangrejos como Carcinus maenas, que es excretada por la
hembra en los procesos de muda y es detectada por los machos como una sefial para la
copula (Bublitz et al. 2008; Hardege y Terschak, 2010; Hardege et al. 2011).

Estas sefiales quimicas son emitidas al medio, ya sea de manera directa como
feromonas volatiles o solubles, o de un organismo a otro, como feromonas de contacto
(Thiel y Breithaupt, 2010; Gutiérrez-Vera, 2022). Para el caso de los camarones, debido a
que viven en grupos numerosos, sus feromonas no requieren recorrer grandes distancias. En
este caso las feromonas se encuentran recubriendo el cuerpo de los organismos (Bauer,
2011; Hardege y Terschak, 2010). Por el contrario, en especies menos gregarias como los
ermitafios (Vaghela y Kundu, 2012), se ha visto que las feromonas de estos animales

pueden permanecer activas despueés de seis dias en el agua (Okamura et al. 2017).

Recientemente, se establecié un protocolo de bioensayo para la deteccion de
feromonas sexuales de contacto en L. vannamei, y se descubri6 una asociacion significativa
entre el comportamiento de apareamiento de los machos y cuatro diferentes extractos
cuticulares de hembras a los que fueron expuestos (Gutiérrez-Vera, 2022). Sin embargo, la
identificacion y caracterizacion de las feromonas sexuales en camarones es poco conocida
(Alfaro-Montoya et al. 2019; Harlioglu et al. 2020, Gutiérrez-Vera, 2022).

1.2.  Justificacion

La ablacion ocular es una técnica ampliamente utilizada en el campo de la
acuicultura, como método de induccion a la maduracion ovarica de camarones (Almeida et
al. 2004; Okumura, 2007; Pillai et al. 2010; Kannan et al. 2015; Diggles, 2019). Varios
estudios han confirmado que la ablacién de uno o ambos pedinculos oculares tiene un
efecto promotor tanto en los procesos de muda como en los de reproduccion de crustaceos
(Stella et al. 2000). Se ha registrado que, al no realizarse la ablacion ocular, especies como
P. monodon presentan niveles de desove muy bajos, o en algunos casos casi nulos (Diggles,
2019).

No obstante, esta técnica también tiene efectos perjudiciales en los organismos
ablacionados (Morales Covarrubias et al. 2006; Sainz-Hernandez et al. 2008; Pillai et al.
2010; Magana-Gallegos et al. 2021). En otra investigacion, realizada con L. vannamei, se

observd como la ablacion ocular incide en la probabilidad de contraer enfermedades



infecciosas en las hembras (Morales Covarrubias et al. 2006). En este trabajo se obtuvo un
mayor nimero de hembras infectadas por la enfermedad bacteriana de hepatopancreatitis
necrotizante, al ser sometidas a la ablacion ocular, en comparacion con aquellas que habian
sido inyectadas con esteroides hormonales y las hembras control. Por lo que se concluye
que la ablacién ocular aumenta la posibilidad de contagio de ciertas enfermedades y pone
en riesgo a los individuos manipulados (Morales Covarrubias et al. 2006).

Por otra parte, de acuerdo con Sainz-Hernandez y colaboradores (2008), se evalud el
efecto de la ablacion ocular en las concentraciones de metabolitos y enzimas como la
fenoloxidasa relacionadas al sistema de defensa en crustaceos. Se obtuvo una disminucion
de las concentraciones de estas enzimas en las hembras sometidas a la ablacion bilateral
ocular, lo cual refleja el efecto de la ablacion a nivel del sistema inmune. En este trabajo
también se observé que esta técnica aumenta significativamente el deceso de los
organismos. Los individuos sometidos a la ablacion bilateral ocular presentaron una
mortalidad del 68 % en comparacion a una mortalidad del 2 % en organismos no tratados
en condiciones de cultivo. Este aumento en la mortalidad de las hembras esté relacionado a
un cambio en la distribucion energética de las hembras ablacionadas, ya que estas invierten
mayor energia en los 6rganos reproductivos en lugar del mantenimiento integral del
organismo (Magafa-Gallegos et al. 2021).

Otras investigaciones también sefialan la incomodidad o estrés que los camarones
perciben cuando se les realiza la extraccion de uno de sus peddnculos. Movimientos
bruscos de escape, desorientacion y cambios en la alimentacion fueron algunas de las
alteraciones que los organismos manipulados expresaron en sus comportamientos. Sin
embargo, los organismos tratados con Xxilocaina como anestésico expresaron menor

afectacion en su comportamiento (Diarte-Plata et al. 2012).

Se ha visto que la ablacion ocular también afecta el tamafio de los huevos
desovados. Se observé que hembras ablacionadas producen una mayor cantidad de huevos
por desove, pero a su vez, producen huevos de menor tamafio. Hembras del camardn blanco
L. vannamei sometidas a esta practica tuvieron huevos de tamafio promedio de 231.2 + 1.9
um mientras que las hembras intactas obtuvieron tuvieron huevos de mayor tamafio

(P<0.001) de 2425 £+ 1.9 um. Esta diferencia en el tamafio de huevos puede estar



relacionado con la cantidad de huevos que se produzcan por desove, lo cual puede influir

también en su calidad (Magafia-Gallegos et al. 2021).

Las feromonas son otros compuestos importantes en el comportamiento y la
comunicacion de los crustaceos (Bublitz et al. 2008; Bauer, 2011; Okamura et al. 2017). Se
han realizado varios estudios de caracterizacion de feromonas sexuales en algunos
decapodos como el cangrejo verde Carcinus maenas (Bublitz et al. 2008) o el cangrejo
ermitafio Pagurus filholi (Okamura et al. 2017). Se ha observado que la feromona sexual de
C. maenas, la uridina difosfato, produce cambios en el comportamiento de crustaceos sin
cercania filogenética como Chionoecetes opilio y Stenorhynchus seticornis (Bublitz et al.
2008). Sin embargo, las feromonas sexuales son compuestos quimicos complejos,
especificos para cada especie (Ottaviani, 2014), por lo que resulta necesario una
identificacion y caracterizacion propia para cada grupo taxonomico. Por otra parte,
Harlioglu et al. (2020) sostienen la importancia de realizar méas investigaciones
relacionadas con las feromonas sexuales de camarones para su posible aplicacion en
sistemas productivos como la acuicultura.

La produccion de camarones presenta actualmente un crecimiento importante a
nivel mundial, por lo que surge la necesidad de investigar una técnica de induccion a la
maduracion ovarica, mas eficiente y menos perjudicial para los organismos de la que se
realiza en la actualidad e identificar nuevas posibles técnicas con sustancias naturales como
las feromonas (Almeida et al. 2004; Sainz-Hernandez et al. 2008; Harlioglu et al. 2020).
Por estas razones, surge la interrogante de cdmo mejorar el uso combinado de la serotonina
y la espiperona como método no perjudicial, efectivo y alternativo a la ablacién ocular, para
la estimulacion a la maduracion ovarica y liberacion de feromonas sexuales en Litopenaeus
vannamei.

Este trabajo forma parte del proyecto de investigacion interdisciplinario SIA 0413-
20, mediante un enfoque bioldgico, molecular y bioguimico, del uso combinado de
serotonina y espiperona y la posible liberacion de feromonas sexuales para la maduracién
ovarica en hembras de camaron blanco, Litopenaeus vannamei.

En esta investigacion solo se evaluara la efectividad de estos dos compuestos en las
hembras inyectadas y su efecto en las hembras no tratadas. Sin embargo, el proyecto

también pretende identificar la presencia de feromonas sexuales en el medio mediante un



analisis de transcriptomica comparativa y un analisis de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y espectrometria de masas (EM), que no forman parte del presente
trabajo escrito.

1.3. Planeamiento del problema
Pregunta: ¢Puede mejorarse el uso combinado de la serotonina y la espiperona como
método no perjudicial, efectivo y alternativo a la ablacion ocular, para la estimulacion a la
maduracion ovarica y liberacion de feromonas sexuales en el camarédn blanco del Pacifico,

Litopenaeus vannamei?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general
Verificar el uso combinado de serotonina y espiperona como técnica efectiva para la
estimulacion a la maduracion ovarica en hembras de camarén blanco del Pacifico Oriental

Litopenaeus vannamei, y evaluar la posible liberacion de feromonas sexuales al medio.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Comparar el nivel de maduracion ovérica con dos técnicas de induccion a la
maduracion ovérica: la ablacién ocular y el uso combinado de la serotonina y
espiperona.

2. Comparar la maduracion ovérica con dos concentraciones distintas de la
combinacion de la serotonina y la espiperona en camaron blanco.

3. Determinar la posible liberacion de feromonas sexuales de hembras inyectadas con

serotonina y espiperona al medio.



2. Marco teorico

2.1. La acuiculturay el cultivo de camaroén
Los primeros registros de la acuicultura datan de hace mas de cuatro mil afios antes
de la era comdn (a. e. ¢.) en China, donde por mas de mil afios las principales especies
cultivadas fueron peces como Mugil cephalus y Cyprinus carpio (Stickney y Treece, 2012).
En otros paises como la India, se tiene informacion sobre cultivos en la acuicultura hace
unos 1127 afios a. e. ¢. (Salunke et al. 2020). Sin embargo, segun Stickney y Treece
(2012), el auge de la acuicultura, como el resultado de una mezcla de investigaciones

multidisciplinarias, se da a mediados del siglo XX.

Para el caso del camardn, se cree que las primeras especies cultivadas pertenecian a
la familia Penaeidae, hace unos 730 afios a. e. c. (Stickney y Treece, 2012). No obstante,
estos autores mencionan que la primera investigacion cientifica documentada de este grupo
de crustaceos fue realizada en Japon, con la especie de camarén actualmente conocida
como Marsupenaeus japonicus. Este estudio se enfocO principalmente en caracteristicas
morfologicas, taxondmicas y de ciclo de vida de esta especie. M. japonicus fue introducida
posteriormente a nivel mundial en regiones como el este de Africa, el sur de Europa, el sur

de Estados Unidos, en Centroamerica y Suramérica (Pillay y Kutty, 2005).

2.2. Cultivo de camarones
En la década de los 1980, se empez6 a popularizar el cultivo de camarones, como

una alternativa a la sobreexplotacién de las poblaciones naturales (Arquitt et al. 2005;
FAO, n.d; Amelia et al. 2021). A finales de los 80, especies como Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) y Penaeus monodon fueron seleccionadas como buenos candidatos para su
cultivo intensivo, por presentar un rapido y homogéneo crecimiento, asi como una baja
mortalidad en condiciones de cautiverio (Wyban y Sweeney, 1989; Amelia et al. 2021). Sin
embargo, fue hasta el 2002, que el cultivo de L. vannamei se popularizé como solucién a la
propagacion de la enfermedad de mancha blanca en P. monodon en el continente asiatico
(Flegel, 2009; Fernandez de Alaiza Garcia Madrigal et al. 2018; Amelia et al. 2021).

Entre los grupos mas utilizados para cultivo de camarones se encuentran las familias
Penaeidae, Solenoceridae y Pandalidae (Ortea et al. 2010). Segun datos de la Organizacion
de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2000), la especie de
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camardn con mas produccion por toneladas fue la especie asiatica P. monodon, con 571 mil
toneladas, seguidas por P. chinensis (orientalis), L. vannamei y Macrobrachium
rosenbergii (FAO, 2002; Pillay y Kutty, 2005). Para el 2013, L. vannamei constituia el 64%
de la produccion a nivel mundial (Fernandez de Alaiza Garcia Madrigal, et al. 2018).
Segun informacion de la FAO para el 2018, la produccion total de L. vannamei fue de
4. 966 millones de toneladas, lo que correspondia al 52.9 % de la produccion mundial de
crustaceos. La segunda especie mas producida para este afio fue Penaeus monodon, seguida
de M. nipponense y M. rosenbergii (FAO, 2020). El reporte de la FAO (2022), indica que
la produccion en cultivo de L. vannamei alcanza los 5.812 millones de toneladas, que

representa el 89% de la produccion mundial de camarones (Cuadro 1).

Cuadro 1: Produccion de principales especies de crustaceos a nivel mundial en el 2000,
2018 y el 2020

2000 2018 2020
Especie (M.T.) Especie (M.T.) Especie (M.T)
Penaeus monodon 571 Litopenaeus. vannamei 4966.2 Litopenaeus vannamei 5812.2
Penaeus orientalis 219 Penaeus monodon 750.6  Procambarus clarkii 2 469.0
Litopenaeus. vannamei 144 Macrobrachium nipponense 237.1  Eriocheir sinensis 775.9
Macrobrachium rosenbergii 119 Macrobrachium rosenbergii 234.4  Penaeus monodon 717.1

M.T.: Miles de toneladas
Fuente: FAO, 2002; Pillay y Kutty, 2005; FAO, 2020; FAO, 2022

2.3. Especies de interés comercial: Litopenaeus vannamei
La especie Penaeus vannamei, también conocida como Litopenaeus vannamei, fue

descrita por la carcinéloga Pearl Lee Boone por primera vez en 1931 y pertenece a la
familia de camarones y langostinos Penaeidae (ITIS, 2021). En 1997, la taxonomia de esta
familia fue mejor detallada por los investigadores Pérez Farfante y Kensley (Farfante y
Kensley 1997), quienes dividieron al género Penaeus en tres géneros diferentes:
Litopenaeus, Fenneropenaeus y Marsupenaeus (Tidwell, 2012). L. vannamei es una

especie de zonas tropicales con temperaturas superiores a los 20 °C, nativa del océano
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Pacifico Este y se distribuye desde el Golfo de California, hasta las costas de Peru (Baron-
Sevilla et al. 2004; FAO, nd).

El desarrollo de esta especie estd dividido en siete etapas principales; huevo, tres
etapas larvarias (nauplio, zoea, mysis), postlarva temprana, juvenil y adulto (Figura 2) (Wei
et al. 2014). Los adultos se distribuyen principalmente en aguas costeras mas abiertas,
donde realizan la reproduccion y el desove. Las primeras etapas larvarias pertenecen al
zooplancton costero y permanecen en la columna de agua. Posteriormente, la postlarva
temprana se traslada a aguas mas someras, cerca de estuarios, manglares o lagunas costeras,

donde se desarrolla y crece (FAO, nd).
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Figura 2: Estadios de desarrollo temprano de Litopenaeus vannamei (N: nauplio, Z: zoea, M: mysis, P:
postlarva). Fuente: Wei et al. 2014
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Los primeros registros de produccion de L. vannamei corresponden a cultivos
realizados en Ecuador en 1960 (Tidwell, 2012). Posteriormente, en 1973 en el estado de
Florida, Estados Unidos, se realizd la primera reproduccion artificial utilizando nauplios
originarios de poblaciones panamefias (FAO, nd). A inicios del siglo XXI, China se
convirtio en uno de los principales productores de L. vannamei, con un total de 272 980 y
300 000 toneladas métricas para el 2002 y 2003 respectivamente. En otros paises asiaticos
como Taiwén, Tailandia y Vietnam también se instalaron empresas productoras de esta
especie en estos afios (Briggs et al. 2004). Este aumento en la produccion se debio a la
proliferacion de ciertas enfermedades virales de crustaceos como el sindrome de la mancha
blanca (WSSV) y el virus de la cabeza amarilla. Estos patdgenos afectaron principalmente
especies asiaticas como P. monodon, lo cual generd la introduccién de esta especie
americana al sureste asiatico (Briggs, et al. 2004; Flegel, 2009; Amelia et al. 2021).
Adicional a lo anterior, L. vannamei es una de las especies con mayor demanda en el
mercado, siendo Estados Unidos uno de los principales paises consumidores (Briggs et al.
2004). Para el caso de América Latina, en la década del 2000, se produjo un aumento
importante en la produccién de camardn blanco en paises como México (Godinez-Siordia
et al. 2011), Honduras (Enriquez, 2003), Costa Rica (Valverde-Moya y Alfaro-Montoya,
2013), Venezuela (Miranda et al. 2010) y Ecuador (Alcivar y Mendoza Bravo, 2018).

2.4. Acuicultura en Costa Rica

En Costa Rica, la acuicultura inici6 en la década de 1960, con el cultivo de especies
de agua dulce como la trucha y la tilapia, mientras que la acuicultura marina se instal6 diez
afios mas tarde con cultivos iniciales de camardén como L. vannamei, L. stylirostris y L.
occidentalis (Pefia Navarro y Chacon Guzman, 2019). Sin embargo, su produccién se ha
visto restringida debido a la propagacion de varias enfermedades que afectan a este género,
por virus como Baculovirus penaei responsable de enfermedades como la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) (Valverde-Moya y Alfaro-Montoya,
2013; Pefia Navarro y Chacon Guzman, 2019) por mencionar un ejemplo. A pesar de estas
afectaciones, en el 2013, Costa Rica realizO exportaciones de camarén blanco a varias
partes del mundo como a Estados Unidos, Europa y Japén (Valverde-Moya y Alfaro-
Montoya, 2014).
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Segun datos del Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura (INCOPESCA) y la
Secretaria Ejecutiva de Planificacion Sectorial Agropecuaria (SEPSA), para el 2017, el
camaron blanco correspondia al tercer grupo méas cultivado en Costa Rica, precedido por
dos especies de peces: la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y la tilapia de agua dulce
(Oreochromis aureus y O. niloticus). Para ese afio, se estimd una produccion total de 3165
toneladas de camaron, correspondiente a un 14.8 % de la produccién total de especies
acuaticas comerciales (SEPSA, 2018).

2.3. Reproduccion controlada de camarones: técnicas de induccién a la
maduracién gonadal

2.3.1. Reproduccion en cautiverio
Para superar los desafios de las diferentes etapas de la acuicultura, es necesario

conocer aspectos generales de la biologia de las especies de interés, asi como las
herramientas biotecnoldgicas que ayuden en la resolucion de estos problemas (Wei et al.
2014; Alfaro-Montoya et al. 2019). La biotecnologia ha sido un instrumento importante en
la superacién de desafios en el desarrollo de la acuicultura de camarén, como en el control
de ciertas enfermedades o la identificacién de genes involucrados en el desarrollo y el
crecimiento de estos organismos (Benzie, 1998; Wei et al. 2014; Tomy et al. 2016;
Uengwetwanit et al. 2018). También ha permitido determinar las etapas de sus ciclos
reproductivos, para optimizar la produccion en los cultivos de camarones. En este sentido,
en los dltimos afios, se han realizado varios estudios enfocados en la endocrinologia y el
uso de distintas hormonas como mecanismo de mejora para su reproduccién (Okumura,
2004; Tinikul et al. 2009; Makkapan et al. 2011; Swetha et al. 2011; Jayasankar et al.
2020).

El aumento en la demanda de estos crustaceos ha impulsado la generacion de
nuevos conocimientos para su reproduccion en cautiverio (Okumura 2004; Arquitt et al.
2005; Alfaro-Montoya et al. 2019). En los sistemas de cultivo, se han identificado tres
etapas importantes en el desarrollo de los organismos, las cuales deben ser controladas para
tener una produccién exitosa. Primero, se debe conocer los mecanismos de reproduccion de
la especie de interés (comportamientos de cortejo, copula o apareamiento, etc.) (Kamio et
al. 2022). En segundo lugar, es necesario determinar las condiciones de desarrollo de las

larvas o estadios juveniles, con el fin de garantizar su sobrevivencia, y por ultimo
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comprender las condiciones de crecimiento y de engorde de la especie (Vaz-Pires et al.
2004; Alfaro-Montoya et al. 2019).

En relaciéon con los procesos reproductivos, la maduracion gonadal es una etapa
bastante conocida y estudiada en crustaceos (FAO, n.d.; Tsukimura, 2001; Tinikul et al.
2009; Chen et al. 2014; Tomy et al. 2016; Uengwetwanit et al. 2018; Jayasankar et al.
2020). La maduracién ovérica en crustaceos estéa regulada por dos procesos: el desarrollo de
los huevos o la ovogeénesis y la acumulacién de vitelogenina por los huevos o vitelogénesis
(Tsukimura, 2001; Okumura, 2004; Swetha et al. 2011; Chen et al. 2014). Se ha estimado
que L. vannamei alcanza su madurez sexual entre los 6 a 7 meses a partir de un peso de 20
gramos (g) en machos y 28 g en hembras. Para el caso de las hembras, organismos con
pesos entre 30 y 45 g liberan entre 100 000 y 250 000 huevos de 0.22 mm de didmetro
(FAO, n.d.).

En conjunto con la ablacion ocular, varios métodos han sido investigados para
acelerar la maduracion gonadal de los crustaceos en condiciones de cautiverio. Varios
estudios se han enfocado en evaluar como el tipo de dieta suministrados a los organismos
reproductores, la calidad del agua, asi como la manipulacion hormonal, entre otras
practicas, juegan un rol importante en la maduracion sexual de estos organismos
(Chamberlain et al. 1981; Wouters et al. 2001; Swetha et al. 2011; Emerenciano et al.
2013; Sittikankaew et al. 2020; Magafia-Gallegos et al. 2021).

En una revisién realizada por Wouters y colaboradores (2001), se estudiaron los
requerimientos nutricionales de especies de camaron con interés comercial para mejorar la
formulacién de dietas artificiales para su reproduccion en cautiverio. Determinando las
concentraciones de algunos nutrientes en drganos reproductivos como ovarios Yy testiculos,
observaron que nutrientes como los &cidos grasos y proteinas se encuentran en altas
concentraciones en estos tejidos, lo que sugiere que estos son necesarios para las etapas de
maduracion y reproduccion. Otros compuestos como carotenoides y vitaminas también son
requeridos para su crecimiento y reproduccion, por lo que deberia tomarse en cuenta su

inclusion en la formulacion de una dieta artificial para estas especies (Wouters et al. 2001).

En otra investigacién realizada con el camar6n tigre Penaeus monodon, se

analizaron los efectos del tipo de alimentacion suministrado y de la ablacion ocular sobre la
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expresion geénica relacionada con la maduracion ovarica, donde se compararon hembras
alimentadas con alimento vivo (poliqueto) y hembras alimentadas con pellets. Luego de ser
sometidas a la ablacion ocular, se obtuvieron diferencias significativas en la maduracion
ovarica y su expresion genética entre los dos grupos de hembras, donde las hembras
alimentadas con poliqueto presentaron un mayor desarrollo ovarico. Este resultado muestra
un efecto en conjunto de estas dos practicas para la maduracion sexual en las hembras de
camardn tigre (Sittikankaew et al. 2020).

Otros investigadores se han centrado en comprender las relaciones endocrinas que
regulan los procesos fisioldgicos en los crustaceos (Okumura 2004; Tinikul et al. 2009;
Swetha et al. 2011). Se ha determinado que hormonas como la hormona liberadora de la
gonadotropina (HLGn), la hormona inhibidora de la muda (HIM), hormona inhibidora del
organo mandibular (HIOM) entre otras, tienen un efecto inductor en la maduracién ovarica
en varias especies de crustaceos (Tinikul et al. 2009; Swetha et al. 2011). Otros compuestos
como los ecdisteroides o el metil farnesoato tienen efecto en la maduracidn sexual pero
también estan involucradas en otras etapas de desarrollo inicial como la embrionaria o
larvaria, o bien, su efecto puede no ser el mismo en todas las especies (Okumura 2004;
Swetha et al. 2011). Estas investigaciones muestran la variedad de compuestos
involucrados en la maduracién sexual de los crustaceos y como el conocer su ruta de accion

permite intervenir en diferentes etapas de desarrollo.

2.3.2. Feromonas de crustaceos
Para estudiar las feromonas en crustaceos se deben enfrentar varios desafios

relacionados con estas moléculas. Debido a su rapida degradacion y la dificultad de
separacién con otros compuestos presentes en el medio, asi como los diferentes
comportamientos que tengan los organismos experimentales (cortejo, defensa, huida...), se
dificulta el disefio experimental para su identificacion (Hardege y Terschak 2010; Thiel y
Breithaupt, 2010).

En la mayoria de los crustaceos, la estructura encargada de excretar las feromonas
corresponde al nefroporo (Thiel y Breithaupt, 2010). La uridina difosfato es una feromona
sexual del cangrejo Carcinus maenas, involucrada en los procesos de muda y reproduccion
de esta especie (Hardege y Terschak, 2011; Hardege et al. 2011). También se ha realizado

la caracterizacion molecular de la feromona sexual en el cangrejo ermitafio, Pagurus filholi
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para estudiar su efecto en el comportamiento de cortejo de este crustaceo (Okamura et al.
2017). Por medio de bioensayos, utilizando agua condicionada con feromonas sexuales
femeninas, se estudio la influencia de estas moléculas en el comportamiento de los machos,
y mediante un proceso de ultrafiltracion, con un filtro de un kilodalton (1 kDa), se
separaron las feromonas sexuales del medio (Okamura et al. 2017). No obstante, para el
caso de especies comerciales como L. vannamei, estas moléculas han sido poco estudiadas
(Alfaro-Montoya et al. 2019; Harlioglu et al. 2020; Gutiérrez-Vera, 2022).

3. Marco metodoldgico

3.1. Disefio experimental:
El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo y Fisiologia Reproductiva de

Crustaceos de la Estacion de Biologia Marina (EBM), Puntarenas, Costa Rica, durante los
meses de mayo a septiembre del 2022. El experimento se llevé a cabo durante 18 semanas
y se dividio en tres fases: (1) de la semana 0 a la 8, donde las inyecciones se aplicaron de
semana por medio (semanas 0, 2, 4 y 6) y donde se realizd la ablacion ocular de las
hembras en la semana 0; (2) de la semana 9 a la 12, donde no se realizaron inyecciones; (3),

de la semana 13 a la 18, donde se retomaron las inyecciones cada dos semanas (Figura 3).

Semana |0 (1 (2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10|11 12|13 |14|(15 16|17 |18

Fase Fase 1 Fase 2 Fase 3

Inyeccion | e ® @ @ - @ ® S ®

Ablacion | e

Figura 3: Organizacién de las semanas experimentales. Los puntos rojos indican la aplicacion de los

tratamientos (inyeccién y ablacion ocular) y el guién indica la no aplicacion de la inyeccion en la semana 8.

Se utilizaron tres tanques experimentales de maduracion de un area de 18 m? con

una profundidad de 0.50 m y una reposicion de agua salada diaria de 25 al 30 %. Se
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compararon dos técnicas de induccién a la maduracién ovarica en camarén patiblanco L.
vannamei. La primera técnica correspondio a la inyeccion de serotonina y espiperona a dos
concentraciones distintas. La dosis 1, 25 pg/ g peso corporal de serotonina + 2 ug/ g peso
corporal de espiperona en el tanque 1 (T1) y la dosis 2, 40 pg/ g peso corporal de
serotonina + 4 pg/ g peso corporal de espiperona en el tanque 2 (T2). Como segunda
técnica de maduracién se realizd la ablacion de uno de los pedunculos oculares en las
hembras del tercer tanque experimental (T3). Asi mismo, cada tanque disponia de 20
hembras tratadas (inyectadas o ablacionadas), 20 hembras control y 30 machos adultos
(Figura 4).

20 hembras inyectadas
con dosis 2
(SER40 + ESP4.0) 03m

20 hembras inyectadas
con dosis 1

(SER25 + ESP2.0)
+ 20 hembras control

+ 30 machos
T1 £

18 m* _ 18 m?

+ 20 hembras control
+ 30 machos

20 hembras
ablacionadas
+ 20 hembras control

+ 30 machos g ,
T3

18 m?

Figura 4: Distribucion de los individuos en los tres tanques experimentales. Tanque 1 (T1): tratamiento con
dosis 1 de serotonina (25 ug/ g peso corporal) y espiperona (2 pg/ g peso corporal). Tanque 2 (T2):
tratamiento con dosis 2 de serotonina (40 pg/ g peso corporal) y espiperona (4 ug/ g peso corporal). Tanque 3

(T3) T3: tratamiento con hembras sometidas a la ablacién ocular.
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Cada dos semanas, en cada semana de inyeccion, se contabiliz6 manualmente el
namero de hembras para determinar la mortalidad de cada tanque por cada tratamiento.
Finalmente se determiné la tasa de mortalidad de las hembras de cada tanque y por cada
tratamiento dividiendo el nimero total de hembras muertas al final del experimento entre el

numero total de hembras inicial (Pinoargote et al. 2018).

3.2. Objeto de estudio:
En total se utilizaron 101 individuos machos y 120 individuos hembra de camarén

patiblanco, L. vannamei, crecidos en la EBM, a partir de individuos obtenidos de la Finca
ISLAMAR, ubicada en Canjelito, Nandayure, Guanacaste (10°01'44.3"N 85°13'36.5"0).
Esta investigacion estd respaldada por la resolucion R-CM-UNA-013-2021-OT-
CONAGEBIO, donde se otorga el acceso a recursos genéticos y bioquimicos para el
proyecto titulado “Neurotransmisores y feromonas de maduracion ovarica y desove en
reproduccion del camarén de cultivo mundial, Litopenaeus vannamei. PPAA 413-20”, de la

Universidad Nacional.

Al inicio del experimento, a excepcion de las hembras ablacionadas, todas las
hembras fueron marcadas con un anillo en el pedinculo ocular de color diferente segun su
tratamiento. Para el T1, las hembras fueron anilladas con los colores naranja y amarillo
(tratamiento y control), en el T2, las hembras fueron anilladas con los colores rojo y
morado (tratamiento y control), y en el T3 las hembras ablacionadas no presentaron anillo
(hembras tratadas) y las hembras control fueron anilladas con color amarillo (Figura 5). A
todos los organismos experimentales, se les determind inicialmente su sexo y fueron

pesados para determinar la cantidad de alimentacion a ser suministrada diariamente.

18



N )

Dosis 2 Ablacién ocular

Tratamiento

Control

Figura 5: Marcaje de hembras tratadas y controles de los tres tanques experimentales. Las hembras tratadas
fueron marcadas con un anillo naranja (T1), un anillo rojo (T2) o ablacionadas sin anillo (T3) segln el tanque

experimental. Las hembras control fueron marcadas con un anillo amarillos 0 morado segun cada tanque.

Durante las 18 semanas experimentales, los tanques experimentales fueron
limpiados y alimentados diariamente. Inicialmente los organismos fueron alimentados con
alimento balanceado y extrusado para camaron EXIA Perform 35 (1.8mm x 3.5mm),
Biomar para su crecimiento y engorde. Posteriormente, para estimular su maduracion
sexual, los organismos experimentales fueron alimentados con alimento fresco congelado:
calamar (Loliginidae), poliqueto (Americonuphis reesei) y sardina (Opisthonema libertate)

(Figura 6).

Figura 6: Alimento congelado para tanques experimentales: calamar (Loliginidae), poliqueto
(Americonuphus reesi) y sardina (Opisthonema libertate)
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3.3. Preparacion de inyecciones:

Las inyecciones para cada tratamiento fueron preparadas utilizando serotonina
creatinina sulfato monohidratado (Sigma-Aldrich) en polvo disuelta en una solucion salina
de 0.85 % NaCl y espiperona (Sigma-Aldrich) en polvo disuelta en etanol al 90 % acorde a

las cantidades y volimenes plasmados en los cuadros 2 y 3.

Cuadro 2: Cantidad de serotonina y espiperona utilizadas en los tratamientos de los tanques
1y2(T1yT2)

Peso de serotonina (g) Peso de la espiperona (g)
Tanque Total Ind. Total Ind.
T1 0.03 0.001 0.0032 0.00008
T2 0.048 0.0016 0.0064 0.00016

Total: cantidad total de compuesto para solucion;

Ind: cantidad suministrada a cada organismo por cada inyeccion:

T1: tanque 1, donde la dosis aplicada fue de 25 pg/g de peso corporal de serotonina y 2.0 pg/g peso corporal de espiperona;
T2: tanque 2, donde la dosis aplicada fue de 40 pg/g de peso corporal de serotonina y 4.0 pg/g peso corporal de espiperona

Cuadro 3: Volumen de solventes utilizados para la preparacion de las inyecciones

VVolumen de solucion salina 0.85% Volumen de Etanol
(ml) (ml)
Tanque Total Ind. Total Ind.
TlyT2 3.0 0.1 2.0 0.05

Total: cantidad total de compuesto para solucién
Ind: cantidad suministrada a cada organismo por cada inyeccion

3.4. Determinacion de nivel de maduracién ovarica:
Para cuantificar el nivel de maduracién ovéarica de las hembras, se realiz6 un

monitoreo tres veces a la semana (dia de por medio), donde se anot6 el nivel de maduracion
de cada hembra marcada. El nivel de maduracion ovarica o estadio de madurez ovarica fue
definido bajo los siguientes criterios (Tinikul et al. 2011) (Figura 7):

Estadio I. El ovario no es observable y presenta una coloracion transparente.
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Estadio Il. El ovario se distingue como una delgada linea opaca a lo largo del eje central en
el dorso de la hembra.

Estadio I11. Se observa una banda amarilla y gruesa que corresponde al ovario casi maduro.

Estadio IV. El ovario es turgente, ancho y de color rojo oscuro o naranja

El indice de maduracion ovarica (IMO) se calculé semanalmente utilizando la siguiente

férmula:

numero de hembras con estadio de madurez Il y IV

numero total de hembras

Figura 7: Vista dorsal de hembras de camardn blanco, Litopenaeus vannamei, en estadio | (b), estadio Il (c),
estadio 111 (d) y estadio IV (e) de maduracién ovérica (flechas negras y amarillas indican el ovario). Fuente:
Tinikul et al. 2011

Las hembras identificadas como fecundadas fueron transferidas y aisladas en
tanques de 100 litros (l) durante la noche para la determinacion de la calidad del desove de
cada hembra. Esta variable fue estimada segin el nimero de huevos obtenidos por cada
desove, el nimero de nauplios por desove y el porcentaje de eclosion (Magafia-Gallegos et

al. 2021). De cada tanque de 100 I, se extrajeron tres muestras homogéneas de agua de 50
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ml y se contabiliz6 el nGmero de huevos. Para estimar el nimero total de huevos por desove

en los 100 I, se realizo el siguiente calculo:

_100n
~0.05
donde: n: numero de huevos contabilizados en cada muestra de 50 mli

X: numero total de huevos por desove (en 100 I)

Posteriormente, los huevos restantes se dejaron eclosionar durante el dia (23-24
horas). En la tarde, se tomaron nuevamente tres muestras de agua de 50 ml para estimar el
numero de nauplios por cada desove y se realizd nuevamente la estimacion para los 100 I.
Se calcul6 el porcentaje de eclosion dividiendo el nimero total de nauplios entre el nimero
total de huevos. Finalmente, se estimo el porcentaje de hembras que desovaron, asi como el

porcentaje de mortalidad de las hembras (Magafia-Gallegos et al. 2021).

En los dias de toma de datos, se midieron las variables de salinidad y temperatura
como parametros de calidad de agua. La liberacién de feromonas inductoras de maduracién
ovaérica se evalud indirectamente comparando los indices de maduracion de las hembras

control con las hembras tratadas.

Al final de la fase experimental, se tomaron muestras de ovarios en las diversas
fases del proceso de maduracion para su interpretacion histoldgica. Las secciones de
ovarios se removieron mediante cirugia de hembras anestesiadas en hielo a temperaturas de
10-12 °C y se preservaron en el fijador de Davidson durante 24 h y almacenados en 50 %
etanol, segun Bell y Lightner (1988). Los tejidos fueron incluidos en parafina, seccionados
y teflidos con hematoxilina-eosina por la Empresa Del Cruz Laboratorios, San José, Costa

Rica.
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3.5. Analisis estadisticos de datos:
Se realizd un histograma del peso inicial por sexo de los organismos experimentales

y se calcularon las medidas de tendencia central (promedio, la moda y la mediana) de esta
variable de las hembras y los machos.

Para los pardmetros de calidad de agua, se determiné el valor minimo, maximo, el
promedio y la desviacién estdndar de las variables de temperatura y salinidad.

Se calcul6 el promedio y la desviacion estandar del indice de maduracion ovarica
(IMO) semanal y se realiz6 una grafica de serie de tiempo con los valores de las 18
semanas experimentales de los seis tratamientos. Se analiz6 la normalidad de los datos del
IMO vy se calcul6 el promedio y la desviacion estandar del IMO global. Por tratarse de
datos no paramétricos, se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis para determinar las
diferencias significativas de esta variable entre el tratamiento y el control de cada tanque
con un nivel de significancias de a= 0.05. Posteriormente, se realizé una prueba post-hoc
Wilcoxon por pares para comparar los valores entre todos los tratamientos y controles. Se
calcul6 el promedio y la desviacion estandar del indice de maduracion ovarica (IMO) para

las tres fases experimentales establecidas.

En cuanto a los pardmetros de calidad de desove, se calcul6 el nimero promedio de
huevos por desove, el niumero promedio de nauplios por desove y el porcentaje promedio

de eclosion con sus respectivas desviaciones estandares.

Finalmente, se realizaron tres andlisis de correlacion: el primero entre el nimero de
huevos y numero de nauplios por desove, el segundo entre el nimero de huevos vy el
parametro de temperatura y el tercero entre nimero de huevos y la variable de salinidad.
Todas las visualizaciones de los datos y los analisis estadisticos de cada variable se

realizaron mediante el lenguaje de programacion R version 4.1.0.
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4. Resultados

4.1. Condiciones iniciales del experimento

4.1.1. Peso inicial de organismos experimentales

El peso inicial de los organismos utilizados para este experimento vario entre los 26
gy 58 g para las hembras y 23.5 g y 49.5 g para el caso de los machos seleccionados
(Figura 8).

117 Hembras
19 n= 129 A
8,
7_
6.
5.
4.
E T 8
L o | Lo el EEEENE SRERDRNNN HHT ollin I 11
2 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58
< Peso (g)
[}
3
o 9] Machos
& 8 n= 101 B
£ 7
z 6
5.
4.
: ‘
S | N [ulll 11
22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Peso (g)

Figura 8: Histograma del peso inicial de los organismos experimentales: hembras (A) y machos (B)
utilizados; n: nimero de individuos totales

El peso promedio de las hembras y los machos fue de 40.40 £ 5.84 g y 34.25 + 4.68
g respectivamente. Se obtuvo una moda de 43.5 g y una mediana de 41 g para el peso
inicial de las hembras mientras que los machos presentaron valores mas bajos de 34.5 gy

34 g respectivamente para estos parametros (Figura 9).
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Figura 9: Histograma del peso inicial y medidas de tendencia central del peso inicial de los organismos
experimentales; hembras (A) y machos (B) utilizados. La linea continua azul indica el valor promedio, la
linea punteada verde indica la mediana y la linea punteada naranja indica la moda

4.1.2. Calidad de agua
La temperatura registrada en los tanques experimentales fue de 26 a 28.3 °C con un

valor promedio de 27.36 *+ 0.53 °C de las tres fases experimentales. La salinidad rondo los

26 a 35 PSU, pero a diferencia de la temperatura, esta fue mayor en la primera fase de toma

de datos y menor en la segunda fase (31.71 £ 1.58 para la fase 1 y 29.91 + 1.61 para la fase
2) (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Rango de temperatura y salinidad registrados durante las tres fases
experimentales

Temperatura
Fase 1 Fase 2 Fase 3
Min. 26 27 27
Max. 28.3 28 28
Prom. + d.e. 27.38 = 0.62 27.29+ 0.49 27.42 +0.49
Salinidad
Fase 1 Fase 2 Fase 3
Min. 28 26 26
Max. 35 32 32
Prom. = d.e. 31.71+ 158 2991+161 30.25+1.59

Min.: minimo; max.: maximo; prom: promedio; d. e.: desviacién estandar

4.2. Maduracion ovarica

4.2.1. Analisis histoldgico
El estudio permitio evaluar las etapas de la maduracion ovérica de L. vannamei

segun el disefio experimental propuesto. La figura 10 presenta las fases de maduracion
ovarica observadas a nivel macroscopico (Figura 10 A, B, E y F) y a nivel histoldgico
(Figura 10 C, D, G y H) durante el estudio. En las hembras, los ovarios estan localizados en
la parte dorsal del cefalotérax, cercano al hepatopancreas. A medida que avanza el estado
de madurez ovérica, los I6bulos de los ovarios aumentan su tamafio y se tornan més visibles
(Figura 10 A, B, E y F). El ciclo ovarico presenta cuatro etapas principales segun el estado
de las células germinales u oocitos (Figura 10 C, D, G y H): el Estado | o Pre-vitelogénesis,
el Estado Il o Vitelogénesis Primaria, el Estado Il o Vitelogénesis Secundaria y el Estado

IV o Pre-Maduracion.
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Figura 10: Estados de maduracion ovarica de Litopenaeus vannamei a nivel macroscépico y microscopico.
A) Estado inmaduro (1), B) Estado desarrollo temprano (I1), C) Estado I, Pre-vitelogénesis, D) Estado I,
Vitelogénesis Primaria, E) Estado madurando (I11), F) Estado maduro avanzado (I1V), G) Estado I,
Vitelogénesis Secundaria, H) Estado 1V, Pre-Maduracion. Barra de escala = 50 um (Alfaro-Montoya, sin
publicar).

4.2.2. Indice de maduracion ovarica
El indice de maduracién ovarica ronda los valores entre 0 y 1, donde O se traduce

como que ninguna de las hembras del tratamiento se encuentra en estado de madurez Il o
IV, mientras que 1 significa que la totalidad de las hembras del tratamiento se encuentran
en estos estados avanzados de madurez sexual. Los valores promedios semanales obtenidos
del IMO van desde 0 hasta cifras cercanas a 0.75. En el andlisis semanal se observa la
efectividad de las inyecciones en el T1 y el T2 al observarse un aumento en los valores del
IMO promedio despueés de aplicada la inyeccion (puntos rojos) (Figura 11 Ay B).

Para el caso del T3, se registraron valores mas altos del indice cerca de la semana 5
después de realizada la ablacion ocular (Figura 11 C). El tratamiento con valores mas altos
de este indice fue el tratamiento control del T2 (condicionado con las hembras con la mayor

concentracion de serotonina y espiperona) con cifras cercanas al 0.75 (Figuras 11 B).
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Figura 11: indice de maduracion ovérica promedio semanal en los tres tanques durante las 18 semanas
experimentales. Los puntos rojos indican la aplicacion de los tratamientos (inyeccién y ablacién ocular para el
tanque 3) y las lineas negras muestran la desviacion estandar

La figura 12 corresponde a los promedios de indices de maduracion para cada
tratamiento por fase. Los tres tanques presentaron valores del IMO mas altos en las fases 1
y 2 del experimento, siendo en su mayoria mayores a 0.12 (hasta 0.32 para el control del
T2). Para el caso de la fase 3, las seis categorias presentaron valores cercanos o menores al

0.1. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas del indice con este analisis.
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Figura 12: Comparacion del indice de maduracion ovérica de hembras control y hembras tratadas durante las
tres fases realizadas en los tres tanques experimentales: tanque 1 (A), tanque 2 (B) y tanque 3 (C). Los valores
en negro indican los valores promedio y los valores en azul muestran la desviacion estandar.

La figura 13 corresponde a los promedios de indices de maduracion para cada
tratamiento durante el periodo total del estudio. Para este pardmetro, T1 obtuvo un valor
promedio del IMO de 0.18 + 0.16 en las hembras tratadas y un valor de 0.15 *+ 0.16 para las
hembras control sin diferencias significativas. En el T2 si se observaron diferencias
significativas y se obtuvo un promedio mayor de este parametro en las hembras no
inyectadas (control, 0.25 + 0.19) y un valor de 0.17 + 0.19 para las hembras inyectadas
(p<0.05). Para el caso del T3, las hembras ablacionadas presentaron valores mas altos del
IMO que las hembras control con promedios de 0.17 + 0.14 y 0.10 £ 0.12 respectivamente
(p<0.05) (Figura 13).
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Figura 13: Comparacion del indice de maduracion ovérica promedio segin el tanque y el tratamiento
aplicado. Los valores en negro indican los valores promedio y los valores en azul muestran la desviacion
estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los dos tratamientos de cada tanque segln la
prueba de Kruskal-Wallis.

Adicionalmente, por medio del analisis de pares de Wilcoxon se obtuvieron
diferencias significativas entre los controles del tanque 1 y del tanque 2 y los controles del
tanque 2 y el tanque 3 (p< 0.05) (Cuadro 5).

Cuadro 5: Prueba post-hoc Wilcoxon por pares de los seis tratamientos experimentales

T1 - Control T1-SER25 + ESP2.0 T2 — Control T2 - SER40 + ESP4.0 T3 — Control

T1 - SER25 + ESP2.0 1.000 - - - -
T2 - Control 0.024** 0.625 - - -
T2 - SER40 + ESP4.0 1.000 1.000 0.100 - -
T3 - Control 1.000 0.143 5.8e-05** 0.794 -
T3 - E_ABLATION 1.000 1.000 0.288 1.000 0.089

**: diferencias significativa p < 0.05
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4.4. Mortalidad
Al finalizar el experimento se obtuvo una mortalidad de 80 % y 75 % para las
hembras control y las hembras tratadas del T1 respectivamente. En el T2 se obtuvieron
valores de 50 % y 65 % respectivamente y el T3 registr6 una mortalidad de 85 % para las
hembras control y de 75 % para las hembras ablacionadas. La mortalidad natural registrada

durante el estudio se observa en la figura 14.
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Figura 14: Namero de hembras presentes en los tanques segun el tratamiento aplicado durante las semanas 18
experimentales. Los datos se registraron cada dos semanas y la semana 10 no se realizé un conteo de las

hembras por lo que no se registra ningan valor.

4.5. Calidad del desove
En total, se obtuvieron 34 hembras fecundadas durante las 18 semanas del
experimento. El 67.6 % de las hembras fecundadas fueron encontradas durante la fase 1,

n=23. Durante la fase 2 se obtuvieron 7 hembras fecundadas (20.6 %) y en la fase 3 se

31



obtuvieron 4 hembras en total (11.8 %). El tanque con mayor namero de hembras
fecundadas fue el T2, con un total de 15 hembras (20.6 % de hembras tratadas con la dosis
2, n=7, y 23.5 % con hembras control, n=8). EI T1 present6 12 hembras fecundadas: 3
tratadas con la dosis 1 (8.8 %) y 9 hembras control (26.5 %). El T3 obtuvo un total de 7
hembras fecundadas: 4 hembras ablacionadas y 3 hembras control (11.8 % y 8.8 %

respectivamente) (Figura 15).
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Figura 15: Porcentaje y nimero de hembras apareadas segln la fase y el tratamiento aplicado

De las 34 hembras apareadas, se contabilizaron huevos de 26 organismos. Las ocho
hembras restantes no registraron desove (Cuadro 7). Para el caso de los tanques de los
tratamientos con serotonina y espiperona (T1 y T2), las hembras no inyectadas (control)
registraron la mayor cantidad de apareamientos (9 y 8 para las hembras control
respectivamente contra 3 y 7 de las hembras inyectadas). En el T3 se obtuvieron 3
apareamientos de hembras control y 4 desoves de hembras ablacionadas (tratamiento)
(Figura 16).
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Figura 16: Nimero de hembras apareadas con desove o sin desove segun el tanque y el tratamiento aplicado.

En cuanto a la calidad de desove, las hembras control del T2 mostraron el mayor
namero de huevos desovados con un promedio de 27 111 + 20 287. Las hembras control
del T3 presentaron un promedio minimo de nimero de huevos por desove de 13 583 + 17
060. Con respecto a la cantidad de nauplios y el porcentaje de eclosion, las hembras
control del T1 registraron un promedio maximo de ndmero de nauplios con un valor de 17
467 = 25 976 lo que equivale a un porcentaje de eclosion de 87.92 + 7.97 %. El tratamiento
con menor porcentaje de eclosion correspondid a las hembras control del tanque 2 con un
promedio de 10 370 + 10 807 nauplios por desove, es decir un 38.25 + 39.67 % de eclosion
(Cuadro 6).

33



Cuadro 6: Numero de huevos, nauplios y porcentaje de eclosion promedio de hembras
fecundadas segun cada tratamiento

Total de hembras apareadas: 34
Total de hembras fecundadas (con huevos): 26

Porcentaje de fecundidad: 76.5 %

Tanque Tratamiento # Hembras # Huevos # Nauplios % Eclosion
apareadas prom. + ds prom. + ds prom. + ds
T1 SER25+ESP2.0 3 14 967 + 20513 8800 + 19677 58.79 +51.32
Control 9 19 867 + 28489 17 467 + 25976 87.92+ 7.97
T2 SER40+ESP4.0 7 15556 + 31686 8444 +17622 54.29 + 30.57
Control 8 27 111 £ 20287 10370 +10807 38.25 + 39.67
T3 Ablacién 4 17033 £22622 7800+ 17163 45.79 +46.77
Control 3 13583+ 17060 5417 +10178 39.88 + 25.50

prom.: promedio
ds.: desviacion estandar

El nimero maximo de huevos contabilizados fue cercano a los 80 000 y el maximo
de nauplios contabilizados rond6 los 60 000 individuos (Figura 17 A). El analisis de
correlacion entre el nimero total de huevos y el nimero total de nauplios mostr6 una

correlacion positiva fuerte entre estas dos variables (r=0.71, p < 0.05) (Figura 17 B).
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Figura 17: Correlacion por tratamiento (A) y de los datos totales (B) del nimero de huevos y
numero de nauplios por desove de todas las muestras tomadas utilizando el método de Pearson

(r=0.71, p < 0.05).

Con respecto a los parametros fisicoquimicos registrados, se obtuvo una correlacién

despreciable entre el numero de huevos por desove y la temperatura con un indice de

correlacion r de -0.07 (Figura 18 A) y una correlacion baja entre el nimero de huevos por

desove y la salinidad de los tanques experimentales con un valor del indice de 0.12 (Figura

18 B).
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huevos utilizando el método de correlacion de Pearson.

36



5. Discusion

5.1. Efecto de inyecciones

La maduracion ovarica y la diferenciacion de las células germinales u oocitos en
crustaceos, esta determinada por la sintesis de vitelogenina o la proteina de la yema la cual
estd regulada por hormonas como la hormona liberadora de la gonadotropina (HLGn) o la
hormona inductora al desove (HID) (Tinikul et al. 2011; Soonklang et al. 2012; Chen et al.
2014). La serotonina también ha sido identificada en intervenir en el sistema nervioso
central, asi como en los ovarios, para la maduracion de los oocitos (Jayasankar et al. 2020).
Tanto la diseccion realizada de los érganos reproductivos de las hembras, como los cortes
histologicos de la presente investigacion, mostraron el desarrollo y la maduracion de los
ovarios, por lo que estos resultados reflejan la capacidad inductora a la maduracion de la

serotonina y el antagonista de la dopamina, espiperona.

Las inyecciones de serotonina y espiperona generaron un estado de letargo en las
hembras, caracterizado por una postura volteada en el fondo del tanque con flexion
continua de pereidpodos y pledpodos, durante varios minutos. Inicialmente para el
tratamiento del T2, se habia definido una concentracion de serotonina de 50 pg/g de peso
corporal, como en investigaciones anteriores (Alfaro et al. 2004; Wongprasert et al. 2006;
Tomy et al. 2016). Sin embargo, debido a los efectos mencionados, se utilizd la
concentracion de 40 ug/g de peso corporal de serotonina y de 4.0 pg/g peso corporal de

espiperona para el desarrollo del experimento.

El andlisis semanal indica la efectiva induccion a la maduracion ovarica a estados
I11'y IV en los tres tratamientos y grupos control, con una mayor actividad de induccion en
el tanque 2, con la mayor concentracién de serotonina y espiperona evaluadas. En el T1y
en el T2 se observan valores mas altos del IMO la semana siguiente de la aplicacion de la
inyeccion (semana 1, 3, 5, 7, 13 y 15). Este resultado es semejante al obtenido en la
investigacion realizada con la especie L. stylirostris por Alfaro et al. (2004) donde también
se utiliza la serotonina y espiperona como tratamiento inductor a la maduracién ovarica y se

observa un aumento en los valores de IMO después de realizada la inyeccion.
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Un estudio realizado con el camaron blanco de la India Penaeus indicus evaluo el
efecto de la serotonina en la maduracién ovarica comparando la expresion génica del tejido
ovarico de hembras ablacionadas, hembras ablacionadas e inyectadas con serotonina al 50
ug/g de peso corporal y hembras control (no tratadas). Se analizaron cinco genes
principales: dos genes involucrados en la vitelogénesis (vg y vgr) y tres involucrados en la
maduracion meidtica (cdc2, ciclina B and tsp). Se detectaron aumentos en la expresion
génica de estos genes en las hembras ablacionadas y las hembras ablacionadas e inyectadas.
Los genes cdc2 y ciclina B aumentaron su expresion durante el estadio 1V, es decir en la
etapa mas avanzada de la maduracién ovarica, mostrando el efecto estimulante de la
serotonina en la maduracion sexual en esta especie. Adicional a esto, en estudios anteriores
se registraron altos niveles del gen hepéatico vg transcrito en las etapas iniciales de
vitelogénesis, pero una disminucion de esta expresion durante la maduracion ovarica, lo
que sugiere una primera produccion de la vitelogenina por el hepatopancreas, y una
posterior retencion de este material de reserva por los oocitos para su desarrollo (Tomy et
al 2016). Genes como el cdc2 y la ciclina B también han aumentado su expresién en
presencia de otras hormonas estimulantes a la maduracidén ovarica como la progesterona

(Uengwetwanit et al. 2018).

5.2. Diferencias entre tanques

Las hembras expuestas a las inyecciones de serotonina y espiperona (T1 y T2)
mostraron valores mas altos en el indice de maduracion ovarica y en la cantidad de huevos
y nauplios producidos que las hembras sometidas a la ablacién ocular, similar a lo
reportado por Wongprasert et al. (2006). Wongprasert y colaboradores (2006) sugieren que
esta diferencia en la maduracion sexual puede deberse a que la eliminacion del pedinculo
ocular interrumpe otros procesos fisiologicos de las hembras. No asi, cuando se aplica la
inyeccion de serotonina y espiperona, al tratarse de una técnica menos invasiva y mas
especializada. En este estudio, realizado con hembras del camardn tigre Penaeus monodon
inyectadas con serotonina al 50 pg/g de peso corporal, se detectd un aumento en la
concentracion de serotonina en el tejido ovarico entre la etapa vitelogénica y la etapa
madura pasando de 3.53 + 0.26 ng/mg de proteina a 17.03 £ 0.57 ng/mg de proteina
después de la inyeccion, lo que sugiere una funcion importante de la serotonina en la

maduracion del tejido ovérico, asi como en el oviducto (Wongprasert et al. 2006).
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5.3. Diferencias entre hembras tratadas y control

En el 2004, Alfaro y colaboradores proponen la hipotesis de la liberacion de
feromonas al medio, provocado por las inyecciones de serotonina y espiperona. El estudio
de Alfaro et al. (2004), por primera vez, reporto el efecto inductor positivo de la inyeccién
directa de serotonina y espiperona sobre dos especies de Litopenaeus. Este efecto se midio
a concentraciones de 25 pg/g peso corporal (p.c.) de serotonina y 1.5 pg/g p.c. de
espiperona en L. stylirostris, y 25 pg/g p.c. de serotonina y 5.0 pg/g p.c. espiperona, en L.
vannamei. El efecto inductor sobre la madurez ovérica se observo también en las hembras
control de ambas especies; sin embargo, el apareamiento y desove fueron mejores en la
especie silvestre L. stylirostris. Varios autores sefialan la relevancia de esta hipétesis, sin
llegar a verificarla (Farhadi et al. 2020; Harlioglu et al. 2020).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican una clara induccién de la madurez
ovarica en funcidn de las concentraciones de serotonina y espiperona evaluadas. Si bien no
se encontraron diferencias significativas en el andlisis del IMO segin las fases
experimentales definidas, en la comparacion de esta variable con la totalidad de los datos si
se registraron diferencias significativas. El analisis muestra una diferencia significativa de
la maduracion ovarica entre las hembras control del T2 con hembras inyectadas con la dosis
2 y las hembras control del T3 con hembras ablacionadas (Figura 13, Cuadro 5). Este
resultado indica que las hembras control del T2 tuvieron una mayor maduracion ovarica en
comparacion a las hembras control del T3, mostrando que el tratamiento de inyeccién de
serotonina (40 ug/g de peso corporal) y de espiperona (4.0 ug/g peso corporal) fue mas

efectivo para estimular la maduracion sexual de las hembras no tratadas.

El presente estudio, evaluando dos concentraciones de ambas moléculas y siguiendo
un disefio experimental mas robusto estadisticamente, refuerza claramente el efecto
inductor directo de esta técnica de maduracion sexual en las hembras inyectadas, e
indirecto, en las hembras control. Ademas, se logré observar una intensa actividad de
cortejo y apareamiento, principalmente en el T2, que en el reporte de Alfaro et al. (2004)
no fue registrado para la especie L. vannamei. Esta fuerte actividad de cortejo y
apareamiento se refleja con los resultados del nimero de hembras apareadas con desove y

sin desove segun el tanque y el tratamiento en la Figura 16. Estos aportes refuerzan la
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hipdtesis de la liberacion de feromonas sexuales por las hembras inyectadas con serotonina
y espiperona. Este estudio es un paso méas en la basqueda de alternativas a la ablacion
ocular y en la caracterizacion de las feromonas sexuales del camardn blanco del Pacifico L.

vannamei, las cuales nos han sido identificadas hasta el momento.

5.4. Interaccion de las inyecciones con otras moléculas
Ademas de su influencia directa en el tejido ovarico, la serotonina también influye

en la produccion directa o indirecta de otras moléculas como la hormona concentradora del
pigmento rojo (RPCH), la hormona inhibidora de la muda (HIM), el metil farnesoato (MF),
la hormona liberadora de la gonadotropoina (HLGnN) entre otras (Powell et al. 2015;
Harlioglu et al. 2020; Jayasankar et al. 2020).

Para el caso del MF, la serotonina tiene un efecto estimulante en su liberacion (MF),
el cual estimula la maduracion ovarica en varias especies de camarones (Makkapan et al.
2011; Swetha et al. 2011; Farhadi et al. 2020). Makkapan et al. (2011) determinaron un
aumento en la concentracion de MF presente en la hemolinfa de Fenneropenaeus
merguiensis al realizar una inyeccién de serotonina al 1 pg/g de peso corporal, alcanzando
una concentracion de 1.1 + 0.05 ng/mL cinco dias después de aplicada la inyeccion. Sin
embargo, la serotonina también puede tener un efecto contrario al mencionado,
dependiendo de la especie con la que se trabaje. Farhadi y colaboradores (2020) registraron
un efecto estimulante de la serotonina en los niveles del MF en machos del cangrejo de rio
Pontastacus leptodactylus, pero un efecto inhibitorio para el caso de las hembras, estando
en este caso relacionado con el sexo del organismo tratado. Estos autores también
mencionan que en otras especies como Procambarus clarkii o Portunus trituberculatus, se
ha determinado la influencia de la serotonina en el desarrollo gonadal teniendo un efecto

positivo en su madurez sexual.

Con respecto a la dopamina, este neurotransmisor parece inhibir la liberacion
de la hormona estimuladora de las gonadas (HEG) y activar la liberacion de la hormona
inhibidora de las génadas (HIG), por lo que su blogueo con la espiperona, tiene un efecto
directo sobre la activacion de la maduracion ovarica (Zapata et al. 2003; Alfaro et al. 2004;
Cahansky et al. 2008).
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5.5. Efecto de variables fisicoquimicas
Ademas de los procesos fisioldgicos internos de cada organismo, los factores

ambientales también influyen en la reproduccion de los crustaceos (Alfaro-Montoya y Vega
2011; Harlioglu y Farhadi 2017; Jayasankar et al. 2020). Variables fisicas como la
temperatura, la presion del agua, la cantidad de horas luz o variables quimicas como la
salinidad o disponibilidad de alimento tienen un efecto en tejidos involucrados en la
reproduccion como el 6rgano X o el sistema nervioso central (Harlioglu y Farhadi 2017;
Jayasankar et al. 2020). Los resultados obtenidos de las correlaciones del nimero de
huevos por desove con la salinidad y la temperatura no mostraron una relacion
significativa, por lo que para la presente investigacion no fueron determinantes para la
maduracion ovaérica y el desove de las hembras. Para el caso de la temperatura, esto puede
deberse a que el rango al que las hembras fueron expuestas no fue tan amplio para poder
distinguir alguna tendencia o relacion entre las dos variables. En cuanto a la salinidad, los
valores obtenidos se distribuyen en un rango mayor, ya que en las semanas de toma de
datos hubo dias de fuertes lluvias, disminuyendo los valores de salinidad registrados. Esto
podria explicar el valor mas alto de coeficiente de correlacion, no obstante, no se obtuvo
ningun resultado concluyente que relacione la salinidad con la calidad del desove de las

hembras.

Sin embargo, en un estudio realizado con el cangrejo Procambarus llamasi, se
analizo el efecto de la temperatura a tres condiciones diferentes (16, 21 y 26 °C) en los
valores de los indices gonadosomatico y de maduracion, los cuales fueron
significativamente diferentes entre los tratamientos. En otra investigacion, se obtuvo un
aumento en la tasa de desove del langostino Cherax quadricarinatus con forme se
aumentaba la temperatura, teniendo un desove mas alto a los 30 °C (Harlioglu y Farhadi
2017). Por lo que evaluar la influencia de estas variables en la reproduccion de L.

vannamei podria tomarse en consideracion para futuras investigaciones.

5.6. Agotamiento reproductivo

Ciertas caracteristicas morfologicas como el tamario de los reproductores, el tipo de
estructuras reproductoras, particularidades reproductivas como el numero total de huevos y
larvas por desove, asi como andlisis bioquimicos de tejidos, han sido utilizadas para

conocer el rendimiento reproductivo en crustaceos (Palacios et al. 1999; Arcos et al. 2003;
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Wassick et al. 2017; Magafia-Gallegos et al. 2021). En los tres tanques experimentales del
presente trabajo, se obtuvo un valor maximo de maduracion ovérica en la semana 5, y
posterior a esta semana, se observa un decaimiento de los valores de esta variable (Figura
11). Esta disminucion en la maduracion puede deberse a un agotamiento de material de
reserva necesario para la produccion de huevos. Un resultado similar fue registrado por
Palacios y colaboradores quienes registraron en L. vannamei una reduccién en el nimero de

desoves a partir de los 45 dias (seis semanas) de realizada la ablacion (Palacios et al. 1999).

La calidad de la produccion de huevos en camaron esta asociada a los nutrientes de
reserva que dispongan las hembras antes del desove (Magafia-Gallegos et al. 2021). En un
estudio realizado con hembras de esta misma especie, se compard el rendimiento
reproductivo y la calidad de los huevos de hembras reproducidas en un medio de cultivo
con nutrientes y un medio con agua fresca y habiendo sido sometidas o0 no a la ablacién
ocular. Se obtuvo una mayor liberacion de huevos en las hembras de los tanques
enriquecidos con nutrientes, por lo que su disponibilidad afecta directamente en la calidad
del desove (Magaria-Gallegos et al. 2021).

El agotamiento reproductivo también ha sido observado en otras especies marinas
relacionado a factores como cambios estacionales, cambios en la temperatura o en la
disponibilidad de alimentos (Donelson et al. 2010; Gruenthal et al. 2014).

5.7. Calidad de desove

Los valores registrados en el presente trabajo para determinar la calidad de desove
fueron mucho menores a los obtenidos en investigaciones previas. Estudios anteriores
estimaron que hembras de entre 36 g y 45 g desovaron cerca 130 000 huevos (Ogle, 1992)
mientras que hembras ablacionadas registran valores entre 101 000 y 116 000 huevos por
desove (Palacios et al. 1999). Alfaro y Vaca (2000) reportaron entre 160 000 y 230 000
huevos por desove de hembras ablacionadas y hembras inyectadas con serotonina. Para
hembras de L. vannamei de entre 30 g y 52 g, se ha registrado desoves de 150 000 hasta
400 000 huevos por hembra (Kannan et al. 2015).
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Una de las posibles explicaciones de los bajos valores registrados en esta
investigacion, es la metodologia empleada para la recoleccion de estas muestras. El conteo
de huevos se basa en la toma de tres muestras de 50 ml de agua del tanque de desove, los
huevos se sedimentan en el fondo del tanque y una adecuada homogenizacion es
indispensable para lograr cifras representativas (Emerenciano et al. 2013; Magafa-Gallegos
et al. 2021). De no realizarse esta homogenizacion del agua de los tanques de desove,

podrian obtenerse muestra con valores sub o sobrestimados.

Adicionalmente, en un trabajo realizado en un criadero comercial del sureste de la
India, el tiempo de espera para la eclosion y, por consiguiente, para la recoleccion de las
muestras de nauplios, fue de 36 horas (Kannan et al. 2015). En el caso del presente trabajo,
las muestras de agua de los tanques de desove fueron analizadas transcurridas entre 20 y 23
horas, por lo que los valores obtenidos pueden ser una subestimacion de la cantidad real de

nauplios.

El estudio de Alfaro et al. (2004), utilizando una sola concentracién de serotonina y
espiperona, reportdé valores de numero de huevos para L. stylirostris y L. vannamei
inyectados y controles entre 100 000 y 200 000 huevos por desove, similares a los
registrados en otras investigaciones (Ogle, 1992; Alfaro y Vaca, 2000; Palacios et al. 1999;
Emerenciano et al. 2013; Magaria-Gallegos et al. 2021). Este reporte previo apoya la idea

de un error técnico en las estimaciones del nimero de huevos de la presente investigacion.

Por otra parte, el coeficiente de correlacion del nimero de huevos y nimero de
nauplios por desove muestra una correlacion positiva con un valor de 0.71. Esto indica que
a pesar de los bajos valores obtenidos, si existe una relacion entre estas dos variables y que,
a mayor nimero de huevos, mayor nimero de nauplios por desove. Esto supone que los
datos fueron tomados bajo un mismo método y respalda la posibilidad de un error de
muestreo. Por lo que, pese a la baja estimacion de las muestras, se obtuvo una adecuada

fertilizacion y eclosion de larvas.
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6. Conclusion
La presente investigacion permitié comparar, a nivel reproductivo, el efecto de dos

técnicas de induccion a la maduracidén ovarica en una de las especies de camardén mas
cultivadas a nivel mundial, el camarén blanco del Pacifico Oriental L. vannamei. A
diferencia de estudios anteriores, la maduracién ovérica en las hembras sometidas a la
ablacion ocular fue similar a la maduraciéon de las hembras tratadas con la técnica de
inyeccion serotonina-espiperona, demostrando que el uso combinado de serotonina y
espiperona es una técnica efectiva para estimular la maduracion ovarica en hembras de esta
especie. Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que, hasta el momento,

estas dos técnicas resultan equivalentes para la reproduccion de esta especie en cautiverio.

Sin embargo, los tanques donde se aplicaron las inyecciones obtuvieron un mayor
namero de hembras apareadas y un mayor numero de desoves, lo que sugiere que el uso
combinado de serotonina y espiperona es una técnica mas eficiente para la reproduccion de
este camardn. Por otra parte, los resultados mostraron una aceleracion en la maduracién
ovéarica en las hembras tratadas con las inyecciones de serotonina y espiperona en
comparacion con las hembras ablacionadas, lo que refuerza la efectividad de esta técnica.
Asi mismo, el tratamiento de inyeccion con una concentracion menor a las utilizadas en
investigaciones previas de serotonina (40 pg/g de peso corporal) y de espiperona (4.0 pg/g
peso corporal) fue favorable en la induccion a la maduracion ovarica de las hembras de L.

vannamei.

A pesar de no obtener diferencias significativas de la maduracion sexual de las
hembras inyectadas entre las dos concentraciones utilizadas en este estudio, si se
observaron diferencias significativas entre las hembras tratadas del tanque con la
concentracion mas alta y las hembras control, quienes a su vez obtuvieron la mayor
cantidad de hembras maduras. Esto respalda la hipétesis de la liberacion de feromonas

sexuales inducidas por la inyeccién de serotonina y espiperona.

Si bien, se logré demostrar la efectividad del uso combinado de la serotonina y el
antagonista de la dopamina, la espiperona, es importante sefialar que existen otros factores

que influencian el éxito reproductivo de los camarones en cautiverio como el tipo de
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alimentacion suministrado a los organismos reproductores, asi como la calidad de agua y

nivel de nutrientes presentes en los tanques de cultivo.

En cuanto a la reproduccion, los tanques con las hembras sometidas a la inyeccion
obtuvieron un mayor nimero de hembras apareadas y un mayor nimero de desoves, lo que
sugiere que adicional a los efectos ya mencionados sobre las hembras, esta técnica de
maduracion también podria estar afectando a los camarones machos. En este sentido surge
la pregunta de si esta técnica también tiene un efecto en ejes endocrinos masculinos y si

mejoraria la calidad sexual de los machos de esta especie de camaron.

Por otra parte, surge la pregunta de si esta técnica produce la liberacion de derivados
metabolicos que puedan ser caracterizados molecularmente y que eventualmente puedan ser
considerados como contaminantes emergentes. Para abordar estas interrogantes es
necesario disponer de recursos genéticos y bioquimicos de la especie que permitan la
caracterizacion de las feromonas sexuales del camaron blanco del Pacifico. En este sentido
las siguientes etapas de la investigacion permitirdn dar un siguiente paso para acercarse a
esta caracterizacién molecular, y que en un futuro, las feromonas sexuales puedan ser
implementadas como una técnica no invasiva y menos perjudicial que la ablacion ocular

para ser utilizada en la reproduccion controlada de esta especie.

7. Recomendaciones

e Debido a las diversas tareas de mantenimiento y limpieza del laboratorio, la
alimentacion de los organismos experimentales y de reserva, la toma y
procesamiento de datos, para futuras investigaciones es recomendable la
participacion de otro u otra estudiante para facilitar la realizacion de las tareas
semanales.

e En las etapas iniciales del experimento, es aconsejable establecer un cronograma
semanal con la distribucion de las tareas diarias a realizar.

e Realizar varias observaciones de identificacion de los estados de madurez ovarica
previas a la toma de datos, con el fin de distinguir a simple vista los cuatro niveles

de maduracion sexual de las hembras de camaron.
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e Para facilitar la de toma de datos, preparar con antelacion los cuadros u hojas de
recoleccion de datos para agilizar el proceso.

e Realizar una bitacora con las tareas realizadas durante el dia y observaciones que se
consideren necesarias de sefialar al menos una o dos veces por semana.

e En cuanto a las variables para determinar la calidad de desove, identificar la
morfologia de los huevos y nauplios previo a su conteo, para disminuir la
posibilidad de errores de muestreo.

e Después de homogenizar el agua de desove de las hembras apareadas, realizar
sifoneo para la toma de muestras.

e Etiquetar los tanques de toma de muestra para facilitar su uso y su limpieza.
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