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RESUMEN
En el presente estudio se evaluo el efecto de la suplementacién de harina de alga Ulva
clathrata en el calamar (20g de harina de Ulva por kg de calamar fresco) de una dieta
fresca para maduracién de reproductores Litopenaeus vannamei sobre el rendimiento
reproductivo, la histologia e histoquimica de la génada, la composicion bioquimica, el
perfil de &cidos grasos, los esteroles, el contenido de carotenoides y compuestos
fendlicos de goénadas, espermatdforos, hepatopancreas, musculos, huevos y nauplios.
Ademas, se evalu6 el agotamiento reproductivo en hembras y la melanizacion en
machos. El estudio se realizd en un laboratorio comercial (Larvas Granmar, La Paz,
Baja California Sur) donde se usaron hembras ablacionadas y marcadas con anillos
oculares para un seguimiento individual. La evaluacion sobre el rendimiento
reproductivo mostro que el consumo de Ulva aument6 17.9% la produccion de nauplios
por hembra, mejoro 13.3% la tasa de eclosion y disminuy6 significativamente la
mortalidad (1.11 vs. 2.25 hembras/dia/tanque, en comparacién con el control) y el
agotamiento reproductivo ocasionado por desoves multiples, al mantener la produccion
continua de nauplios en hembras con uno o mas desoves durante el periodo
experimental. Las hembras alimentadas con Ulva tuvieron ovocitos vitelogénicos
tardios y postvitelogénicos mas grandes (+7, +15%, respectivamente), y los ovocitos
presentaron un area ocupada barras corticales mayor. Las hembras alimentadas con
Ulva tuvieron 35% mas de lipidos en las gonadas, y 84% mas de 20:4n-6 en los
acilglicéridos de las gobnadas maduras y 30% mas de 18:3n-3, 13% de 20:4n-6 y 10% de
22:6n-3 en los fosfolipidos de las gonadas maduras en comparacion con los controles.
En hepatopancreas el 22:6n-3 aumentd 51% en los lipidos de reserva en hembras
alimentadas con Ulva en comparacion con los controles. Los carotenoides aumentaron
43% en las gonadas y cinco veces en el hepatopancreas en hembras maduras
alimentadas con Ulva. La proporcion de fucosterol e isofucosterol pasd de indetectable
en controles a 0.3 y 0.2%, respectivamente, en camarones alimentados con el alga. Los
compuestos fendlicos en la gonada fueron maés altos en las génadas maduras en
comparacion con los inmaduros, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en relacion con el consumo de Ulva. Los machos alimentados con Ulva

tuvieron menos espermatdforos melanizados en comparacion con los controles (120



machos 0 1.9% vs. 233 machos o 3.7%). Los machos alimentados con Ulva tuvieron
mayor actividad de cortejo (839 machos 13.2% vs. 689 machos o 10.8%) y mayor tasa
de fertilizacion durante el desarrollo embrionario (85.5% vs. 81.2%). No se observo una
diferencia significativa en la mortalidad machos como resultado de la dieta. Los machos
alimentados con Ulva tuvieron 50% menos de carbohidratos en hepatopancreas y 53%
menos de carbohidratos en el musculo, pero mas 20:4n-6 en la fraccion de acilglicéridos
en hepatopancreas (2.8+0.2 vs. 2.2+0.2, un aumento del 27%) y en el espermatoforo
(6.4+0.3 vs. 5.7£0.2%). Los huevos y nauplios desovados por reproductores
alimentados con Ulva tuvieron valores significativamente mayores de proteina (55%
mas proteina en huevos y 55% mas en nauplios) y carotenoides (122% mas en huevos y
36% en nauplios). El largo (+12%) y ancho (+22%) de los nauplios y el didmetro
(+14%) de los huevos fue significativamente mayor con el consumo del alga. En huevos
la concentracion de 18:3n-3 y 22:6n-3 de la fraccion polar aumentd significativamente
en 81% y 11% respectivamente. En los lipidos de reserva el 20:4n-6 aument6 18% y el
20:5n-3 19% con el consumo de Ulva. En nauplios el 18:3n-3, el 20:4n-6 y el 20:5n-3
de los acilglicéridos aumentaron 150%, 24% y 20% con el consumo de Ulva. En los
nauplios con Ulva, el deshidrocolesterol aument6 tres veces y el colesterol disminuy6
10%. Ulva clathrata es una fuente de compuestos funcionales (terpenos, esteroles,
acidos grasos, flavonoides, compuestos polifendlicos, pigmentos y polisacaridos
sulfatados) con diversas propiedades biologicas que actlian principalmente sobre la
acumulacion y el transporte de lipidos durante la vitelogénesis y como protectores
antioxidantes de moléculas claves en la fisiologia reproductiva. Se concluye que la
suplementacion con harina de Ulva clathrata en una dieta fresca para reproductores es
una estrategia viable e innovadora para mejorar el rendimiento reproductivo y la calidad

del desove de camarones bajo condiciones comerciales.



ABSTRACT
In this study, we evaluated the effect of including Ulva clathrata meal in the squid (20 g
of Ulva meal per kg of fresh squid) of a fresh diet for maturation of Litopenaeus
vannamei broodstock, on the reproductive performance, histology and histochemistry of
the gonad, biochemistry composition, the profile of fatty acids, sterols, carotenoid
content and the phenolic compounds of gonads, spermatophores, hepatopancreas,
muscles, eggs and nauplii. Additionally, reproductive exhaustion in females and
melanization in males were assessed. The study was done in a commercial larvii
production laboratory (Larvas Granmar, La Paz, Baja California Sur, Mexico) using
ablated females with eye ring for individual follow-up. The evaluation on the
reproductive performance showed that the consumption of Ulva increased 18% the
production of nauplii per female and 13% the hatching rate, while significantly
decreasing mortality and reproductive exhaustion in ablated females. Females fed with
Ulva had bigger oocytes but only those in late vitellogenesis (+7%) and
postvitellogenesis (+15%); they also had a bigger area occupied by cortical rods in
postvitellogenic oocytes. Females fed Ulva had more lipids in gonads (+35%), and 84%
more 20:4n-6 in the acylglycerides of mature gonads. In the phospholipids of mature
gonads fed Ulva, there was a 30% increase of 18:3n-3, 13% increase of 20:4n-6 and
10% of 22:6n-3. In hepatopancreas, 22:6n-3 increased 51% in the reserves of Ulva-fed
shrimp compared to controls. Carotenoids increased by 43% in gonads and five-fold in
hepatopancreas of mature females fed with Ulva. The proportion of fucosterol and
isofucosterol went from undetectable in controls to 0.3 and 0.2%, respectively, in
shrimp fed with the algae. The phenolic compounds in the gonad were higher in the
mature gonads compared to the immature, however, no significant differences were
found in relation to the consumption of Ulva. Males fed with Ulva had less melanized
spermatophores compared to controls (120 males or 1.9% vs. 233 males or 3.7%,
P<0.01); Males fed with Ulva also had increased courtship activity (839 males 13.2%
vs. 689 males or 10.8%, P<0.01) and a higher proportion of viable eggs (85.5% vs.
81.2%, P<0.01). No significant difference in male mortality was observed as a result of
the diet. Males fed with Ulva had 50% less carbohydrates in hepatopancreas and 53%

less carbohydrates in muscle, but more 20:4n-6 in the acylglyceride fraction of the
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hepatopancreas (2.84+0.2 vs. 2.2+0.2, a 27% increase, P<0.05) and in the spermatophore
(6.4+0.3 vs. 5.7+0.2%, P<0.05). The eggs and nauplii spawned by broodstock fed with
Ulva had significantly higher protein values (55% more protein in eggs and 55% more
in nauplii) and carotenoids (122% more in eggs and 36% in nauplii). The length (+12%)
and width (+22%) of the nauplii and the diameter (+14%) of the eggs were significantly
bigger in Ulva fed shrimp. In eggs, 18:3n-3 and 22:6n-3 increased 100% and 11% in the
neutral fraction and 81% and 11% in the polar fraction, respectively. In lipid reserves,
20:4n-6 increased 18% and 20:5n-3 19% in shrimp fed Ulva. In nauplii, 18:3n-3, 20:4n-
6 and 20:5n-3 of acylglycerides increased 150%, 24% and 20% in shrimp fed Ulva. In
nauplii from shrimp fed with Ulva, dehydrocholesterol increased 3-fold and cholesterol
decreased 10%. Ulva clathrata is a source of functional compounds (terpenes, sterols,
fatty acids, flavonoids, polyphenolic compounds, pigments and sulphated
polysaccharides) with diverse biological properties that act mainly on accumulation and
transport of lipids during vitellogenesis and as antioxidants of important molecules in
reproductive physiology. The supplementation of Ulva clathrata meal in the diet for
broodstock is a viable and innovative strategy to improve the reproductive performance

and quality of shrimp under commercial conditions.
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Inclusion de Ulva clathrata y su efecto sobre desempeiio reproductivo y calidad del desove
en camar6n blanco en condiciones de produccion comercial
TESIS DOCTORAL 2019

1. INTRODUCCION

Meéxico se encuentra entre los diez principales productores de alimentos pesqueros y
acuicolas de alto valor en el mundo, ocupando el séptimo lugar a nivel mundial y el
segundo lugar en el continente americano después de Ecuador. En el 2017, la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), a
través de la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) report6 que la
produccion de camarén fue de 146,835 toneladas por acuacultura, siendo una de las
mayores industrias acuicolas en México (CONAPESCA, 2017). La actividad comercial
de la camaronicultura inicié en México en los afios 80s; en aquel entonces, el cultivo
estaba basado en la captura estacional de postlarvas silvestres de camardn blanco del
Pacifico, Litopenaeus vannamei (Villalon y Preis, 1993; Pérez-Castanieda et al., 2015).
Pronto la necesidad de un aprovisionamiento predecible, constante y programado
origind el desarrollo de laboratorios de maduracion y produccion de postlarvas. Sin
embargo, en los afios 90s las enfermedades virales produjeron cambios importantes en
las operaciones de maduracidén, ya que se identific6 que el uso de reproductores
maduros capturados en medio silvestre y cultivados bajo condiciones de cautiverio, eran
vectores potenciales de enfermedades (Chang et al., 1998; Lotz, 1997; Walker y
Winton, 2010). Debido a esto se promovié el uso de reproductores domesticados a ciclo
cerrado como una alternativa a los reproductores silvestres. En México, los pioneros en
el uso de esta tecnologia fueron la empresa Acuacultores de la Paz (APSA) en conjunto
con el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), quienes lograron
producir varias generaciones de reproductores (Ibarra et al., 1997). Con el tiempo, la
utilizacion de reproductores domesticados bajo ciclo cerrado es una de las mejores
alternativas para producir postlarvas de camar6n, romper con las desventajas de los
reproductores silvestres y permitir programas de mejoramiento genético.

Uno de los problemas criticos durante la reproduccion en cautiverio es la alimentacion,
cuya calidad promueve la maduracion sexual e influye en la fecundidad y la viabilidad
de las larvas (Pérez, 2005). Sin embargo, siendo la alimentacién un factor decisivo, los
avances en el desarrollo de dietas para reproductores penaeidos han sido lentos.
Actualmente, en la mayoria de los criaderos comerciales usan como alimento

organismos marinos sin procesar, ya sean frescos o congelados. Estos incluyen
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calamares, diversos moluscos (mejillones, ostras y almejas), poliquetos marinos,
crustaceos como el langostino (Coman et al., 2007) y la biomasa de Artemia (Hoa et al.,
2008). El éxito nutricional de estos ingredientes sobre los reproductores no ha sido del
todo estudiado, pero se cree que estd basado en su alto contenido de aminoacidos,
acidos grasos altamente insaturados (HUFA), esteroles y posiblemente la presencia de
sustancias con actividad hormonal (Wouters et al., 2002). Estos ingredientes son
necesarios para asegurar la maduracion y reproduccion, pero presentan varias
desventajas: son costosos, su disponibilidad es impredecible, deterioran la calidad del
agua y su calidad nutricional puede variar con la especie, edad, época y lugar de
captura. Por lo anterior, estos alimentos suelen ser complementados con dietas
peletizadas o aditivos nutricionales como vitaminas, minerales y HUFA (Hoa et al.,
2009). Actualmente, las dietas peletizadas utilizadas para reproduccién de camarones a
nivel comercial son utilizadas inicamente para sustituir s6lo del 5 al 20% del alimento
fresco, considerandose como ideal que el porcentaje de sustitucion sea de al menos 50%
de la dieta para obtener un impacto significativo sobre la disminuciéon del costo
(Wouters, 2000). Por otro parte, se ha demostrado que la suplementacion de la dieta
fresca con algas como Spirulina incluida dentro del calamar para reproductores
Fenneropenaeus indicus (Regunathan y Wesley, 2006), o derivados de algas como
alginato de sodio inyectado en el poliqueto en alimento para Penaeus monodon (Chung
et al., 2011) mejoran algunos parametros reproductivos como el nimero de nauplios por
desove y la viabilidad. Sin embargo, ain se pueden realizar mejoras y proponer
soluciones a la dieta fresca para maduracion de L. vannamei, que es la principal especie
de peneido cultivada en México (CONAPESCA, 2017).

Por otra parte, la macroalga Ulva chlathrata presenta una serie de caracteristicas
atractivas al tener una composicion bioquimica de macronutrientes, pero principalmente
micronutrientes como: [-caroteno, xantofilas, luteina, zeaxantina, esteroles como
isofucosterol y fucosterol, acidos grasos n-3, compuestos fendlicos, polisacaridos
sulfatados (ulvan), vitaminas: A, C, E y minerales quelados altamente biodisponibles
(Pena-Rodriguez, 2011). Se ha propuesto que el incremento en crecimiento,
pigmentacion y respuesta inmune de los camarones en cultivo se deben a estos

nutrientes (Cruz-Suarez et al., 2009b). El consumo de esta alga por juveniles de L.
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vanamei modifica el perfil de lipidos y pigmentos corporales y produce una
sobreexpresion de genes del hepatopancreas involucrados en el metabolismo de lipidos
y en procesos de oxidacion (Elizondo-Reyna et al., 2016). En 2013, Corral-Rosales
evaluo el efecto de incluir Ulva en la dieta fresca para maduracion de reproductores de
L. vannamei sin ablacion peduncular y encontré que mejord la calidad del agua e
incrementd el nimero de nauplios por hembra y la tasa de eclosion y disminuy6 la
mortalidad, deformidad y los tiempos de metamorfosis en nauplios, mysis y protozoea.
En el presente trabajo, se propone evaluar el efecto de la suplementacion de Ulva en la
dieta fresca para maduracion sobre la capacidad reproductiva de reproductores
ablacionados de L. vannamei bajo condiciones comerciales sobre criterios
reproductivos, bioquimicos y morfoldgicos en reproductores, huevos y nauplios como
parte de una estrategia viable de alimentacion que mejore la dieta fresca para

maduracion de camarén blanco Litopenaeus vannamei.

2. MARCO TEORICO

2.1. Biologia general de peneidos

2.1.1. Taxonomia

Los camarones peneidos pertenecen al filo mds numeroso en el reino animal, el
Artropodo. El grupo es caracterizado por la presencia de apéndices pareados y una
cuticula o exoesqueleto que cubre el cuerpo de todo el animal. El subfilo de los
crustdceos estd formado de 42,000 especies, predominantemente acuaticas, que
pertenecen a 10 Clases; dentro de la clase malacostraca, los camarones, junto con

cangrejos, langostas y jaibas pertenecen al orden de los decapodos.
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Phylum: Arthropoda
Subphylum: Crustacea (Briinnich, 1772)
Clase: Malacostraca (Latreille, 1802)
Orden: Decapada (Latreille, 1802)

Superfamilia: Penacoidae (Rafinesque, 1815)

Familia: Penacidae (Rafinesque, 1815)
Género: Litopenaeus (Pérez Farfante, 1969)
Especie: Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Taxonomia de los camarones peneidos (ITIS Report)

2.1.2. Morfologia

Los camarones peneidos presentan las siguientes caracteristicas morfologicas: tienen el
cuerpo alargado y comprimido lateralmente. El cuerpo se divide en cefalotérax,
abdomen vy telson; en el cefalotérax se observan un par de pedunculos oculares y un
rostro de longitud variable con espinas que permiten diferenciar distintas especies.
Ademads, en las partes laterales del caparazén, se encuentran surcos y carenas. El
Cefalotérax y el abdomen llevan distintos tipos de apéndices articulados, formados por
dos ramas: exopodito y endopodito (Boschi y Angelescu, 1962). La mayoria de los
organos, como son las branquias, hepatopancreas y corazon, estdn localizados en el
cefalotorax, mientras en el abdomen se concentran musculos, gonadas e intestino. Los
apéndices del cefalotérax varian en apariencia y funcion: En la regioén cefalica,
anténulas y antenas realizan funciones sensoriales. Las mandibulas y los dos pares de
maxilares forman la estructura mandibular que estan involucradas en la alimentacion
(Solis, 1988). En la region torécica, los maxilipedos son los tres primeros pares de
apéndices, modificados para manipular la alimentacion, y los restantes cinco pares son
los apéndices caminadores (pereidopodos). En el abdomen se concentran cinco pares de

apéndices denominados pledpodos (Bell y Lightner, 1988; Baily-Brock y Moss, 1992).

2.1.3. Distribucién
El camardn blanco Litopenaeus vannamei es nativo de la costa oriental del Océano

Pacifico, desde Sonora, México al Norte, hacia Centro y Sudamérica hasta Tumbes en
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Pertl, en aguas cuya temperatura es normalmente superior a 20 °C (Dall et al., 1990;
Medina-Reyna, 2001; Rodriguez et al., 2007). Sin embargo, debido a que es una especie

introducida por acuacultura, actualmente encuentra en habitats marinos tropicales de

todo el mundo (Figura 1) (Senanan et al., 2010).

Figura 1. Habitat natural e introducido de L. vannamei. Los colores del rango de distribucion indican el
grado de idoneidad del habitat que puede interpretarse como probabilidades de ocurrencia (Aquamaps,
2016)

2.2. Reproduccion de peneidos

Los machos y las hembras pueden diferenciarse por una serie de estructuras sexuales
secundarias (Figura 2). El sistema reproductor en hembras consiste de los ovarios y
oviductos. Los ovarios son cuerpos simétricos pareados fusionados principalmente de
manera bilateral, presentan lobulaciones y se extienden desde la region cardiaca del
estomago al telson (Browdy, 1992). Los oviductos se originan en la punta del sexto o
séptimo lobulo lateral y desciende al aparato genial externo hasta la coxa del tercer par
de periopodos (Cummings, 1961). El télico esta estructuralmente desarrollado en
hembras de 34-42 mm de longitud y listo para recibir espermat6foros (Quinitio et al.,
1993). El sistema reproductor masculino consiste de testiculo, vaso deferente y petasma

(Bauer y Cash, 1991)
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Figura 2.- Morfologia del camaro6n, vista ventral donde se muestra la posicion de las estructuras
copuladoras de hembras y machos (Lee y Wickins, 1992)

Las hembras de camardn blanco tienen un sistema reproductor formado por un par de
ovarios (Figura 3) que se extienden desde la region cardiaca del estdémago hacia el
telson, estos se encuentran formados por dos cuerpos fusionados en forma bilateral y
simétrica, estos lobulos se encuentran adjuntos al intestino (King, 1948). El télico es
una modificacion de la parte ventral del cefalotérax a la altura del tercer, cuarto y quinto
par de pereidopodos en esta estructura es donde el macho deposita su espermatdforo
(Quinitio et al., 1993). Se pueden distinguir hembras con dos tipos de télico: abierto y
cerrado (Figura 4). En las hembras con télico cerrado (Farfantopenaeus brasiliensis, P.
monodon 'y P. japonicus) se pueden observar en la parte ventral del cefalotérax
receptaculos seminales, cubiertos con mayor grado por placas laterales donde el semen
se almacena y protege hasta el tiempo de desovar. En las especies de télico abierto (L.
stylirostris y L. vannamei), el cefalotérax tiene una serie de depresiones, sedas, espinas,
etc. que permiten la adhesion del espermatdforo, carecen de receptaculos seminales. Las
hembras de télico abierto copulan durante la intermuda, mientas que las hembras de
télico cerrado solo pueden copular inmediatamente después de la muda, cuando su
exoesqueleto este blando es decir inmediatamente después de la muda (Pérez-Farfante,
1975; Bauer, 1991; Browdy, 1992). El télico abierto no presenta placas, por lo que el
espermatoforo queda colocado exteriormente entre el tercer y quinto par de

pereidopodos, las hembras de télico abierto desarrollan los ovarios antes de haber
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copulado y las de télico cerrado lo hacen después de copular, en estas ultimas puede
suceder que teniendo los ovarios desarrollados no copulen y desoven sin haberse

apareado (Aquacop, 1977) (Figura 4).

Intesting

Lébulo

anterior

Figura 3. Sistema reproductor de hembras peneidos. Localizacion anatémica del sistema reproductor (A),
localizacion del télico (B), vista dorsal del sistema reproductivo disectado de la hembra (C) (Alfaro,
2001)

2.2.1. Maduracion gonadica y mecanismos enddcrinos en hembras

La maduracion gonadica implica una secuencia de eventos celulares (gametogénesis),
bioquimicos (acumulacion y transporte de nutrientes) y fisioldgicos (control hormonal)
concatenados para la produccion de gametos, eventos que son mas evidentes en el caso

de las hembras, aunque no necesariamente mas importantes que en machos.
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La maduracion en ovario es un proceso continuo, que para su estudio se divide en varios

estadios de desarrollo en base a caracteristicas morfocromaticas o histologicas (Yano,

1983; Tan-Fermin y Pudadera, 1989).

Figura 4. Hembras peneidos de télico cerrado (A: Farfantopenaeus brasiliensis) y télico abierto (B: L.
vannamei). C: Hembra L. vannamei con espermatoforo adherido al télico (Foto tomada por Corral-
Rosales 2014, 2017 en el laboratorio de larvas Granmar (B) y en la unidad académica SISAL-UNAM: A)

Durante el proceso de maduracion gonadica en hembras, el peso de los ovarios puede
incrementarse de cuatro a nueve veces en aproximadamente una semana (Mourente y
Rodriguez, 1991; Ravid et al., 1999; Wouters et al., 1999). El incremento de peso se
debe a la acumulacion de nutrientes en el vitelo (Wouters et al., 2001a; Racotta et al.,
2003), el componente principal del huevo (Adiyodi, 1985; Serrano-Pinto et al., 2003),
compuesto por lipo-glico-caroteno-proteinas, contiene los constituyentes quimicos
necesarios para la embriogénesis y la supervivencia de los huevos hasta que puedan
alimentarse de forma independiente (Wouters et al., 2001b; Arcos et al., 2003; Racotta
et al., 2003). Los lipidos se acumulan en los ovocitos durante la maduracién temprana
formando gotas lipidicas (Castille y Lawrence, 1989; Mohamed y Diwan, 1992;

Spaargaren y Haefner, 1994), mientras que lipoproteinas son sintetizadas en el
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hepatopancreas con el aporte de reservas de otros tejidos y de la dieta y movilizadas
como vitelogenina hacia la gonada, donde se almacenan como vitelo (Shafir et al.,
1992; Tseng et al., 2001; Tsang et al., 2003), proceso llamado vitelogénesis. Los lipidos
tienen un papel fundamental tanto como reserva energética (acilglicéridos), como en la
construccion de membranas (fosfolipidos y colesterol) o en la sintesis de hormonas
(colesterol). Los lipidos almacenados en el vitelo aseguran el desarrollo embrionario y
constituye la reserva de la larva temprana, ya que los huevos y nauplios son
lecitotroficos (reciben nutrientes desde el vitelo del huevo) y su desarrollo depende de

las reservas bioquimicas transferidas por la hembra (Wouters et al., 2001b; Arcos et al.,

2003; Racotta et al., 2003).

2.2.1.1. Evaluacion de la maduracion ovarica por método microscopio

La evaluacion ovarica se ha reportado para varias especies de camarén. En camarén L.
vannamei Garcia et al. (1993) describe cuatro etapas de desarrollo ovarico: ovario tipo I,
donde solamente se observa un tipo de ovocito (estadio de nucléolos cromaticos),
ovario tipo II, dos tipos de ovocitos en el ovario (estadio I y II de gotas lipidicas),
ovario tipo III, tres tipos de ovocitos (estadio de menor vitelo, estadio de granulos de
vitelo y estadio de pre-maduracion) y ovario tipo IV, ovocitos completamente maduros.
Tan-Fermin y Pudadera (1989) describe el desarrollo de los ovarios de acuerdo con el
tipo de ovocitos en cuatro etapas de maduracion: (I) ovocitos previtelogénicos, (II)
ovocitos vitelogénicos tempranos o endogenos, (III) ovocitos vitelogénicos tardios o
exogenos, y (IV) ovocitos postvitelogénicos maduros con barras corticales.

El crecimiento de ovocitos en crustidceos se ha dividido en vitelogénesis temprana o
endogena (sintesis de glicoproteinas enddgenas) y vitelogénesis exdgena o tardia, que es
cuando el crecimiento se incrementa principalmente por la incorporacion endocitica de
material adicional (Charniaux-Cotton, 1985; Browdy, 1992; Van-Herp, 1992). La
vitelogénesis endogena o acumulacion de gotas lipidicas corresponde a los estadios I y
II previtelogénicos mientras que la vitelogénesis exodgena con acumulacion de vitelo

corresponde al estadio III o vitelogénico (Palacios et al., 2003).
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2.2.2. Control endécrino

Se han descrito diversos centros endocrinos que son reguladores directos de la
reproduccion en el camaron. El primero es el sistema neurosecretor 6rgano X-glandula
sinusal, localizado en el ganglio Optico; los otros son el cerebro, el ganglio toracico, el
organo mandibular, la glandula androgénica y los ovarios (Fingerman, 1987;
Huberman, 2000; Alfaro, 2001). El o6rgano X/glandula sinusal constituye el principal
centro de control endocrino en crustdceos: entre sus funciones estd el control
neuroendocrino del crecimiento, la maduracion sexual, la muda y la regulacion de la
osmolaridad y el metabolismo en crustidceos. Estd compuesta por un conjunto de
terminaciones axonales que se agrupan para formar el 6érgano X (Charniaux-Cotton y
Payen, 1988; Laufer et al., 1988; Fingerman, 1995; Huberman, 2000; Subramoniam,
2000; Khalaila et al., 2002; Parnes et al., 2006). Los productos neurosecretorios
producidos por estas células son almacenados en las terminaciones axonales y liberados
mediante exocitosis (Kallen et al., 1990; Luschen et al., 1993). Se ha sugerido que las
hormonas  secretadas por este sistema estan  controladas  por los
transmisores/neuromoduladores dopamina, serotonina y encefalina (Ollivaux et al.,
2006). En hembras el mecanismo propuesto para el control de la maduracién gonadal es
un modelo antagonista, el cual involucra la sintesis de una hormona inhibidora de la
gonada (GIH, por sus siglas en ingles) que inhibe o compite con una probable hormona
estimuladora de la gonada (GSH) que se localiza en el cerebro y ganglio toracico
(Kulkarni y Nagabhushanam, 1980; Fingerman, 1987; Charniaux-Cotton y Payen, 1988;
Browdy, 1992; Kulkarni et al., 1992; Alfaro, 2001). Adicionalmente, el metilfarnesoato,
también llamada la hormona juvenil del crustaceo, tiene una funcidén estimulante en la
reproduccién en ambos géneros; esta hormona se sintetiza en la glandula del 6rgano
mandibular (Laufer et al., 1987: Homola et al., 1991; Laufer et al., 1993; Sagi et al.,
1994).

2.2.3. Sistema reproductor de machos peneidos
El sistema reproductor de machos de camarones del género Litopenaeus y la formacion
y estructura del espermatdforo de diferentes especies ha sido descrito por varios autores

(Pérez- Farfante, 1975; Guitart et al., 1985; Ro et al., 1990; Chow et al., 1991). El

10
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sistema reproductor en machos consiste de testiculos pareados y vasos deferentes
(Browdy, 1992) y una region muscular altamente dilatada llamada dmpula terminal
dentro de la cual se termina de formar el espermatoforo estructura constituida por dos
placas quitinosas en forma de vaina que cubren a la masa espermatica (Browdy, 1992).
Tiene ademas, dos placas laterales en su porcion posterior para que el espermatdforo se
fije al télico de la hembra, ayudado por una sustancia gelatinosa que lo acompafia
cuando es expulsado (King, 1948; Pérez-Farfante, 1975; Ro et al., 1990). Ademas, el
macho tiene una estructura especializada llamada petasma, cuya funcion es la
transferencia del espermatdforo hacia el télico de la hembra (Pérez- Farfante, 1975)
(Figura 5). Los espermatozoides dentro del espermatdforo se presentan como una masa
viscosa y lechosa, no son motiles, son de forma esférica con una punta que se extiende
desde la porcion esférica (Browdy. 1992). El grado de madurez ha sido correlacionado
con la estructura del petasma (Figura 5) y con los cambios histologicos que se producen

en testes y ampollas terminales (Bray y Lawrence, 1992).
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Figura 5.- Sistema reproductor interno masculino de camarones peneidos y petasma (Treece y Yates,

1988).

2.2.4. Maduracion testicular y mecanismos endocrinos en machos

La maduracion testicular en los crustaceos decapodos se controla desde el sistema
nervioso central por la accién estimulante de la triptamina 5-hidroxi (5-HT), que
estimula la liberacion de GSH que activa la sintesis y liberacion de la hormona
androgénica (AGH) por la glandula androgénica. La AGH desencadena la maduracion
testicular y la espermatogénesis (Fingerman, 1997). La dopamina inhibe la maduracion

testicular mediante el bloqueo de la liberacion de GSH y o estimula la liberacion de

11
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GIH (Fingerman, 1997). Alfaro (1993) describe que la maduracion de los machos de L.
stylirostris tiene al menos tres niveles independientes: El primero es la maduracion de
los testiculos, los cuales producen células inmaduras (espermaticas). El segundo es la
maduracion de los vasos deferentes, en los cuales se completa la maduracion de los
espermatozoides con la formacion del “spike”. El tercer nivel es la sintesis del
espermatoforo en las ampulas terminales, donde el producto final se completa. La
evaluacion visual de maduracion en el macho se ha basado en el tamafio de las ampollas
terminales y se divide en tres estadios (Castille y Lawrence, 1991): I- Inmaduro; las
ampollas terminales no son visibles a través del exoesqueleto; II- Desarrollo parcial; las
ampollas terminales son pequefias pero visibles a través del exoesqueleto; I1I- Maduro;
las ampollas terminales son largas y claramente visibles a través del exoesqueleto. Todo
este proceso esta sujeto a diversos factores, entre ellos, el grado de desarrollo del animal
(edad y tamafio), el ambiente, en particular las altas temperaturas, y la nutricion, que

pueden afectar el proceso de maduracion gonadica y por lo tanto la calidad espermatica.

2.2.5. Cortejo sexual y apareamiento
Los camarones peneidos presentan un cortejo sexual previo al apareamiento; Yano et al.
(1988) plantea que el cortejo sexual en L. vannamei lo conforman varios pasos:

acercamiento, arrastre, persecucion y apareamiento ventral (Figura 6).

Figura 6. Secuencia de apareamiento en Lifopenaeus vannamei; (a) persecucion del macho; (b) nado
paralelo; (c) copulacion; (d) adhesion del espermatdforo en el télico de la hembra. Tomado de Yano et al.
(1988).

12
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Una sola hembra puede ser perseguida por 2 a 3 machos a la vez. Si no se logra la
transferencia de espermatoforos, el macho regresa inmediatamente a la posicion vertical
anterior, tratando de nadar paralelamente a la hembra. Luego, el macho vuelve de nuevo
hacia el lado ventral y se adhiere a la hembra. Este comportamiento de apareamiento

puede ser repetido de 2 a 3 veces con la misma hembra.

2.2.6. Ciclo de vida.
El ciclo de vida de los camarones peneidos incluye varias fases que son encontradas en
una variedad de habitat (Figura 7). Las hembras maduras desovan un nimero variado de

veces entre 250,000 y 700,000 huevos, dependiendo de la especie, el peso y el tamafo

de la hembra (Quackenbush, 1986).
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Figura 7. Ciclo de vida de camarones (Motoh, 1984, modificada por Corral-Rosales, 2019).

Los huevos eclosionan unas 16 horas después de la fertilizacion. Los estadios larvales
comprenden el nauplio (6 fases, 2 dias), que se alimenta de sus reservas por algunos
dias (desarrollo lecitotrofico); protozoea (3 fases, 5 dias) que se alimentan de

microalgas; mysis (3 fases, 4-5 dias) que consumen algas y zooplancton; y postlarva (6

13
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a 35 dias) (Garcia y Le Reste, 1987). Los estadios larvales habitan aguas superficiales
ricas en plancton, con migracion costera conforme crecen (Dall et al., 1990). La
transicion de juvenil a sub-adulto toma 135-255 dias y la subsiguiente madurez sexual
ocurre en los primeros diez meses (Motoh, 1984). Los juveniles prefieren areas costeras
con agua salobre y estuarios cubiertos de mangle. Los adultos migran al océano a zonas

profundas donde se lleva a cabo la reproduccion.

2.3. Reproduccion en cautiverio

La primera reproduccion en cautiverio de un peneido fue lograda en 1934, cuando
Fujinaga logré desovar hembras maduras de P. japonicus y llevar a cabo el desarrollo
larvario hasta juveniles (Weidner y Rosenberry, 1992). Sin embargo, no fue hasta
principios de la década de los 70’s cuando se logrd exitosamente la maduracion
gonadica en cautiverio de P. duorarum (Caillouet, 1972) por medio de la aplicacion de
la técnica de manipulacion endocrina conocida como ablacion unilateral del tallo ocular,
descubierta por Panouse (1943). El empleo de ablacién ha tenido una contribucion
importante en el inicio de la domesticacion de camarones, junto con las dietas naturales
y adecuadas condiciones medio ambientales, con lo cual se ha logrado la maduracion y
desove de hembras con la produccion de huevos viables, lo que ha permitido la
obtencién de generaciones en cautiverio sucesivas de varias especies de peneidos,
cerrando asi el ciclo (Aquacop, 1979, 1983; Ibarra et al., 1997). Los principales
indicadores o criterios utilizados en la camaronicultura para evaluar el desempefio
reproductivo y la calidad de su progenie (huevos y larvas) han sido divididos por
algunos autores en cinco categorias principales: productivos, morfologicos, y
bioquimicos (Bray y Lawrence, 1991; Bray y Lawrence, 1992; Fegan, 1992; Racotta et
al., 2003; Vazquez-Boucard et al., 2004).

2.3.1. Criterios productivos de desempeiio reproductivo

Los criterios productivos o el potencial reproductivo en hembras estdn asociados a las
caracteristicas que se pueden analizar en hembras y aquellas que se analizan en el
desove, que son mucho mas comunes a nivel de produccion. Dentro de los criterios que
se pueden agrupar para establecer la calidad del desove, estan: la frecuencia de desoves,

el numero de huevos (fecundidad), el porcentaje de fertilizacion, el porcentaje de
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eclosion, el nimero de nauplios, la composicion bioquimica, la supervivencia larvaria
durante el cultivo y después de pruebas de estrés (fototropismo, salinidad, etc.). Por
ejemplo, se ha sugerido que nauplios con una fuerte tendencia a dirigirse hacia la luz
(fototropismo positivo) son mas viables y de mejor calidad (Villalon, 1991; Treece y
Fox, 1993). La prueba de estrés de salinidad se basa en que las larvas mas maduras
migran hacia el mar y son mas tolerantes a cambios de salinidad (Alvarez et al., 2004).

El potencial reproductivo en machos suele ser evaluado mediante anélisis de la calidad
espermatica, peso de espermatoforo, conteo de espermatdforo, viabilidad y normalidad
de espermatozoides y regeneracion de espermatdforo (Leung-Trujillo y Lawrence,
1987; Pratoomchat et al., 1993). Existen numerosos reportes donde evaliian y comparan
el potencial reproductivo de camarones silvestres y domesticados, de varias especies
bajo diferentes condiciones fisiologicas y de manejo durante un ciclo productivo

(Cavalli et al., 1997; Palacios et al., 1999a; Peixoto et al., 2003; Racotta et al., 2003).

2.3.2. Criterios morfologicos de desempeiio reproductivo

Dentro de esta categoria se encuentran el tamano, la forma, la coloracion, el peso, la
ocurrencia de deformidades en gonadas y espermatoforos de reproductores (Villalon,
1991; Bray y Lawrence, 1992; Treece y Fox, 1993), pero también de deformidades en el
desarrollo embrionario y larvario, coloracion del huevo, etc. Durante la maduracién los
cambios morfoldgicos se han asociado principalmente a los cambios en petasma y télico
(Alfaro, 1993; Ceballos-Vazquez et al., 2003), asi como los diversos cabios en la
coloracion durante el desarrollo gonadal, dado que, a nivel macroscopico, la
maduracidon ovarica va acompafiada de cambios de color y tamafio de la gonada, que
son visibles a través del exoesqueleto de los camarones. Esto ha favorecido el desarrollo
de diferentes escalas de maduracion morfocromaticas con las que se puede asignar un
estadio de madurez sin necesidad de un analisis microscopico (Yano, 1983; Tan-Fermin
y Pudadera, 1989; Palacios et al., 2003). Como consecuencia, son una herramienta util
en los laboratorios de maduracion, pues se pueden asignar sin sacrificar a la hembra
(Figura 8). En hembras el sistema comunmente usado para evaluar la madurez del
ovario, divide el desarrollo del ovario en cinco etapas (Tan-Fermin y Pudadera, 1989;

Castille y Lawrence, 1991):
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Estadio 1.- Inmaduro; se observa los ovarios traslucidos, sin pigmentacion e invisible a
través del exoesqueleto.

Estadio 2.- Inicio de la madurez; los ovarios se los observa largos, opacos, amarillosos

a través del exoesqueleto (l6bulos anteriores y medios).

Estadio 3.- Los ovarios son visibles a través del exoesqueleto, el desarrollo de los
lobulos anteriores y medios es completo y el didmetro del 16bulo posterior es mas
grande que el intestino; su coloracion es amarillo naranja.

Estadio 4.- Llegan a su punto de madurez, son claramente visibles a través del
exoesqueleto y presentan un color café-oliva.

Hembra desovada- Después del desove los ovarios se observan flacidos, sin coloracion

y desgastados, como en estadio 1.
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Figura 8. Evaluacion visual del estado de maduracion de la génada de una hembra L. vannamei

2.3.3. Criterios bioquimicos de desempeiio reproductivo

La dindmica de la composicion bioquimica a lo largo de los estadios de maduracion ha
sido establecida por varios autores (Harrison, 1990; Mohamed y Diwan, 1992; Bray y
Lawrence, 1992; Palacios et al., 2000). Asimismo, se han descrito los cambios
bioquimicos como criterios de calidad durante el desarrollo lecitotrofico de los huevos y
nauplios, es decir, cuando su estado de desarrollo depende de las reservas bioquimicas
transferidas de la hembra (Racotta et al., 2003).

La bioquimica de las reservas y los cambios a través del tiempo ocasionados por el uso
o la sintesis de componentes estructurales determinan una mayor calidad de las larvas e
influyen directamente en el éxito del desarrollo embrionario y larvario (Holland, 1978;

Fraser, 1989; Palacios et al., 2001). Particularmente, los lipidos y los triglicéridos han
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sido usados como indicadores del estado nutricional y de la calidad de los desoves

(Cahu et al., 1988; Lavens y Sorgeloos, 1991; Cahu et al., 1995; Palacios et al., 1999b).

2.3.4. Extirpacion del pedinculo ocular (ablacién)

La ablacion unilateral del pedinculo ocular constituye la via mas comun y efectiva para
inducir la maduracion ovarica y desove en muchas especies de camarones peneidos
(Browdy, 1992). Se basa en la remocién por corte o laceracion y vaciado de uno de los
globos opticos del pedinculo ocular, lo cual resulta en la eliminacion del complejo
neurosecretor 6rgano X/glandula sinusal presente en esta estructura y responsable de la
sintesis y liberacion de la GIH (Figura 9).

Dado que la GSH se produce fuera del 6rgano X/glandula sinusal, la maduracion queda
estimulada. Esta técnica presenta como ventajas que favorece la maduracidon ovérica y
el desove en aproximadamente el 60% de los camarones ablacionados (Treerattrakool et
al., 2014), aumenta las tasas de crecimiento, peso ovdarico ¢ indice gonadosomatico
(Uawisetwathana et al., 2011), ademdas de ser rapida, relativamente sencilla y poco
costosa.

No obstante, presenta como desventajas que hay una disminucién de otras hormonas, lo
cual produce un desequilibrio metabolico en términos de concentracion de glucosa,
triglicéridos y proteinas de la hemolinfa (Sainz-Hernandez et al., 2008), ademas de
generar un gran estrés en el animal y las lesiones pueden dar lugar a infeccion y
necrosis en el sitio del corte. Entre las consecuencias mas evidentes estan la
disminucién de la supervivencia de los reproductores y sus larvas, asi como la cantidad
de nauplios por desove, especialmente durante los primeros eventos de desove después
de la ablacion. Ademas, se ha reportado que este procedimiento acorta el ciclo de muda
y afecta la respuesta inmune al alterar las concentraciones de varios metabolitos
importantes en la modulacion de la misma como la fenoloxidasa, producto de la
reduccion de la cantidad de otros neuropéptidos producidos en el érgano X/glandula

sinusal (Uawisetwathana et al., 2011, Treerattrakool et al., 2014).
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Figura 9. Ablacion del pediinculo ocular en hembras reproductoras Litopenaeus vannamei

2.3.5. Requerimientos nutricionales de reproductores penaeidos

La reproduccion en los crustiaceos conlleva movilizacion, biosintesis y acumulacion de
nutrientes, principalmente del hepatopancreas hacia las gonadas. La nutricion es un
factor muy importante que promueve la maduracion sexual e influye en la fecundidad y
la viabilidad de las larvas. Las dietas usadas para la reproduccion de peneidos deben ser
suministradas de forma fresca o congelada, ricas fundamentalmente en proteinas y
acidos grasos polinsaturados (Bray et al., 1990; Harrison, 1990; Browdy, 1992; Wouters
et al., 2001a). En la Tabla 1 se muestran investigaciones donde se evalian diferentes
aditivos en regimenes alimenticios sobre la capacidad reproductiva, la calidad del
desove y de las larvas en penaeidos.

Una de las dificultades para formular dietas de maduraciéon para peneidos, ha sido que
los requerimientos nutricionales son diferentes para cada especie (Rosas et al., 1996).
Evaluando la respuesta reproductiva en relacion al régimen alimenticio, se ha reportado
que en L. vannamei se obtienen mejores resultados con una dieta natural combinada,
mientras que en L. stylirostris los mejores resultados se obtienen con una dieta

peletizada (Galgani et al., 1989).
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Tabla 1. Evaluaciones de diferentes aditivos en regimenes alimenticios sobre la capacidad reproductiva y
la calidad del desove y de las larvas en peneidos

Especie Componente Efecto Autor

Incrementan la frecuencia del desove, la

P. monodon Carotenoides fertilidad y fecundacidon, aumenta el Quinitio et al. (1996)
conteo de espermas
Incrementan el nimero de huevos

P.monodon  ARA, EPA'y DHA fertilizados y la tasa de eclosion

Millamena, (1989)
Incrementan la frecuencia del desove, la Paibulkichakul et al.

fertilidad y fecundacion (2008)

Incrementan la frecuencia del desove, la
fertilidad y fecundacion

P. monodon  Astaxantina y HUFA

P. monodon ARA, EPA y DHA Nguyen et al. (2009)

Aumenta los desoves por hembra y el

P. monodon ARA , Coman et al. (2011)
nimero de huevos por desove
P. monodon ARA Mejora el desarrollo del huevo Coman et al. (2011)
. Fosfolipidos y Incrementan la frecuencia del desove, la
. i ., ’ hu et al. (1994
L. vannamet HUFA fertilidad y fecundacion Cahu ctal. (1994)
Mejora los tiempos de metamorfosis de
L. vannamei ARA nauplios a zoea y aumenta la tolerancia a  Xuetal. (2017)

diferentes salinidades
Incrementan la frecuencia del desove, la

o - Cahu et al. (1995
fertilidad y fecundacion ahu et al. (1995)

P. indicus Vitamina Cy E

Mejor rendimiento reproductivo, la tasa
P. esculentus Carotenoides de eclosion e incrementa el contenido de  Dall et al. (1995)
astaxantina en el ovario.

Fosfolipidos y Incrementan los huevos fertilizados y

Sinensts HUFA tasas de eclosion

Wu et al. (2007)

ARA: acido araquidonico (20:4n-6); EPA: 4acido eicosapentaenoico (20:5n-3); DHA: 4cido
docosahexaenoico (22:6n-3)

Los HUFA (Cahu et al., 1994; Gonzalez-Felix y Perez-Velazquez, 2003), fosfolipidos
(Cahu et al., 1994; Wouters et al., 1999; Wouters et al., 2001b) y colesterol (Kanazawa
et al., 1988) son considerados lipidos esenciales en la dieta para maduracion. También,
se ha reportado que los carotenoides tienen efectos positivos sobre la maduracion en
crustaceos e incrementan la supervivencia en las larvas (Dall et al., 1995; Palacios et al.,
1999b; Wouters et al., 1999a). Probablemente los efectos de los carotenoides puedan ser
atribuidos a las propiedades antioxidantes (Wyban et al., 1997) o a su papel como
precursores de la vitamina A (Dall et al., 1995). En la Tabla 2 se muestran algunos

requerimientos nutricionales para maduracion de penaeidos.
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Tabla 2. Requerimientos nutricionales para maduracion de penaeidos (valores expresados en % de la
dieta, base seca)

Especie Ingrediente % Autores
Télico abierto
L. vannamei ARA* 4.6 Xuetal. (2017)
L. vannamei Fosfolipidos 2.0 Cahu et al. (1994)
L. vannamei Vitamina E** 350.0 Du et al. (2006)
Télico cerrado
P. monodon Colesterol 1.0 Paibulkichakul et al.
Vitamina A 0.04 (2008)
Vitamina C 0.06
Vitamina E 0.02
ARA* 1.7
EPA* 7.1
P. monodon Proteina 52.0 Yong Seok Kian et al.
Lipidos 14.2 (2004)
Carbohidratos 15.7
Cenizas 10.2
P. monodon Proteina 65-64 Hoa et al. (2009)
Lipidos 14-18
P. monodon Colesterol 1.0 Paibulkichakul et al.
Lecitina 0.5 (1998)
P. chinensis Colesterol 0.5 Xu et al. (1994)
Vitamina C 1.0
ARA* 0.8
EPA* 8.40
DHA* 6.7
P. chinensis Vitamina A** 60.0 Mengqing et al. (2004)

*% del total de acidos grasos; ** mg kg™

2.3.5.1. Pérdida de calidad en alimentos congelados.
Los alimentos utilizados para reproductores son generalmente mariscos frescos que son
congelados para su almacenamiento (Galgani et al., 1989; Cavalli et al., 1997), por lo
que su valor nutricional puede deteriorarse a causa de: lixiviacion (Alvarez et al. 1989),
pérdidas de humedad por sublimacion, absorcion y redistribucion de la humedad en los
alimentos o sus componentes, recristalizacion del hielo y las pérdidas por goteo que se
dan durante la descongelacion (Franks, 1983; Conchillo et al., 2005). Por otro lado, la
congelacion detiene el crecimiento de los microorganismos, pero dado que el proceso
no destruye a todos los tipos de vida microbiana, aquellos que sobreviven se reaniman

en la comida al descongelarse (Alzate, 2008). Por otra parte, el principal proceso
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perjudicial que tiene lugar durante el almacenamiento por congelado es la oxidacion de
lipidos (Bhattacharya et al., 1988; Farouk et al., 1988). Estas reacciones oxidativas se
inician en los fosfolipidos altamente susceptibles que contienen membranas, que
contienen cantidades relativamente grandes de HUFA (Higgins et al., 1998) y que
pueden producir compuestos que afectan negativamente la calidad del alimento

(Conchillo et al., 2005).

2.4. Algas verdes

Las algas verdes, pertenecientes a la clase Chlorophyta pueden definirse como clorofitas
que no tienen los gametangios rodeados por una envoltura estéril de células. Es un
grupo muy heterogéneo de algas con clorofila a y b, algunas xant6filas tales como
luteina, violaxantina, neoxantina y enteroxantina; con esta composicion de pigmentos el
cuerpo del alga se ve verde, lo que permite una facil identificacién en terreno. Una
caracteristica bioldgica importante de este grupo es el almidon que almacenan como
material de reserva en sus c€lulas (Santelices, 1989). Las algas verdes se encuentran en
playas arenosas y rocosas. La mayoria de ellas pueden tolerar baja salinidad y
colonizaran areas donde los rios se encuentran con el mar. Algunas algas verdes como
Codium y Ulva (anteriormente Enteromorpha) se usan comunmente como fuentes
alimenticias (Ferreira-Rodriguez, 2016). Ulva clathrata (también conocida como
Enteromorpha clathrata) es un alga verde de la familia Ulvaceae, cuya distribucion es
mundial (Hayden et al., 2003). Es de talo laminar, tubular, mas estrecho en la zona basal
y formado por dos capas de células, mide hasta 40 cm de largo. Ulva tiene un gran
potencial para el desarrollo de cultivo (Figura 10) debido a sus caracteristicas de rapido
crecimiento y de tolerancia ante un rango amplio a salinidad y temperatura (Moll y

Deikman, 1995).

2.4.1. Composicion quimica y valor nutricional de algas del genero Ulva

Las especies de Ulva tienen una composicion quimica interesante que las hace ser
atractivas para su explotacion comercial y han sido utilizadas para innumerables
productos comestibles para consumo humano y animal (Critchley, 2004). El contenido
proteico en Ulvaceas puede variar de 7 a 29% de proteina en base seca (Tabla 3) y el

contenido de lipidos oscilar entre 0.2 a 5.6%, esto puede variar dependiendo de las
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condiciones de cultivo, la cosecha y la estacion del ano (Wong y Cheung, 2000; Kirby,
2001; Frikha et al., 2011). Pena-Rodriguez y col. (2011) reportan para U. clathrata de
20 a 26% de proteina, siendo la tercera parte compuesta de aminoacidos esenciales. Los
principales monosacéridos en Ulva son ramnosa (36-40%), acidos urénicos (27-29%),
xilosa (10-13%) y glucosa (10-16%), y el contenido de fibra dietética total es de 26 a
41%. Los acidos grasos saturados corresponden de 31-51% y PUFAS 13-33%, el
contenido de carotenoides oscila entre 358-169 mg kg™ dw. Ademas, es rica en Ca (9-
19 g kg'"), Fe (0.6- 4.2 g kg™"), Cu (44-14 mg kg™), Zn (93-17 mg kg') y As (2-9 mg
kg™h).

Figura 10. Cultivo de macroalga Ulva clathrata (imagen tomada de Aonori Aquafarms)

Tabla 3. Composicion bromatologica de algas del genero Ulva (valores expresados en % peso seco).

Especie Localidad C P L F CHO Autores
U. rigida Golfo de Gabes 257 73 08 36.7  Frikha etal. (2011)
U. fasciata Brasil 20.6 133 19 10.8 53.3 Paduaetal. (2004)
U. lactuca  Guaraqueaba,Brasil 12.5 183 1.7 9.6 57.6 Padua etal. (2004)
U. lactuca La Paz, BCS 243 107 02 4.8 30.9 Castro-Gonzalez et al. (1996)

U. clathrata  San Quintin BCS  18.6 272 1.1 54 47.8 Cruz-Sudrez et al. (2009b)

C: ceniza: P: proteina; L: lipidos; F: fibra; CHO: carbohidratos

Se sabe que las Ulvas tienen alto contenido de minerales, mas del 30 por ciento del peso
seco de las algas marinas es ceniza. Las algas contienen diyodotirosina que es precursor
de las hormonas tiroideas esenciales tiroxina y triodotironina (Chandini et al., 2008).
Todas las algas del genero Ulva ofrecen un nivel elevado de potasio que es muy similar
a nuestro nivel plasmatico natural siendo fuentes recomendadas para disminuir la

hipertension (Fleurence et al., 1995; Chandini et al., 2008).
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La mayoria de las algas contienen grandes cantidades de vitaminas B1 y B2 (Matsuno,
2001). En Ulva clathrata, los principales carotenoides son [-caroteno, xantofilas,
luteina y zeaxantina (Cruz-Suarez et al., 2009b; Pefia-Rodriguez et al., 2011; Cruz-

Suarez et al., 2013). Estos carotenoides tienen efectos beneficiosos al actuar como

antioxidantes.

Tabla 4. Compuestos funcionales con propiedades bioldgicas en algas del genero Ulva

Compuestos Propiedades Autores

-Ar}tlh}perllpldemlcos, antiviral, antitumoral, Qi ySun2015: Qi y
Polisacaridos: ant10x1dant§. ) . , Sheng, 2015; Thanh et al.,
-Inmunoestimulante: estimulan la secrecion de macrofagos de 2016; Yaich et al., 2017;

PGE2 e inducen un aumento en la expresion de COX-2; estimula la ~ Morelli et al., 2017;

ulvan -, o . . i i
desgranulacién hemocitica y activa la profenol oxidasa para ser Fangestuti,y Kumianto,
R . 2017; Sun y Sheng, 2018)
convertida en fenol oxidasa
Carotenoides: . , 5 S
-Antioxidantes (actian contra el dafio oxidativo en procesos de  (Polyakov etal., 2001;
B-caroteno idacio Guerin et al., 2003; Cruz-
oxidacion) ;
xantofilas Reoulad 1 sali ., lul Suérez et al., 2009b;
luteina -Reguladores en la sefializacion celular y precursores Johnson, 2014: Zhong et
Zeaxantina -Antioxidantes en el proceso de peroxidacion lipidica. al., 2015)
Compuestos -Antioxidantes (inhiben o suprimen la generaciéon de radicales
polifpeno'licos: libre.s). ” , Sy . (Ceikler et al., 2009;
-Antidiabéticos (modulan el estrés oxidativo inducido por glucosa,  Godard et al., 2009;
o inhiben enzimas digestivas del almidon) Hassan et al,, 2011;
Acido . , inhi 1 lif ., | Jul Rodriguez et al., 2011;
ascorbico -Antlcancengeno.s (inhiben la proliferacion de“ as  células  Apbreen etal., 2012;
Fenoles cancerosas e influyen en las respuestas antiinflamatorias; Yildiz et al., 2012;
Flavonoides reguladores en la sefializacion celular, la actividad genética, la Farasat et al., 2014)
modulacion de la respuesta inmune y la induccion de la apoptosis)
Terpenos -Antibacterianos  (actividades inhibidoras contra patdgenos (Lu et al., 2008;
P bacterias y hongos) Chakraborty et al., 2010;
Esteroles .. i . 1 ., . Yung et al., 2011; Trigui
(fucoesterol) -Antioxidantes (inhiben o suprimen la generacion de radicales al., 2013; Pushparaj ct

libres) al,, 2014)

2.4.2. Compuestos funcionales con propiedades biologicas en algas del género Ulva
Las algas marinas se consideran una fuente de compuestos bioactivos, ya que son
capaces de producir una gran variedad de metabolitos secundarios con un amplio
espectro de aplicaciones (Smit, 2004). La Tabla 4 muestra algunos compuestos
funcionales en algas del genero Ulva. Estudios recientes se han centrado en las
actividades biologicas y en los metabolitos secundarios de las algas marinas. Debido a
su gran potencial en el desarrollo de nuevos productos para el consumo humano y
animal, se ha evaluado el uso de algas y/o sus derivados en dietas para especies de

interés acuicola (Tabla 5).
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Tabla 5. Uso de algas y sus derivados en dietas para especies de interés acuicola.

Nombre

Alga/ derivado Especie ., Resultado Autor
comiin
. En crecimiento:  Ulva modifica la tasa
Harina de Ulva . o . . .
P D. labrax Lubina  metabdlica de la lubina, el sistema inmune 1
P- innato y las respuestas antioxidantes
En crecimiento: Ulva aumenta el crecimiento y
Harina de U. . Camarén mejora la tasa de conversién del alimento
L. vannamei . . 2
clathrata blanco  balanceado, aumenta el contenido de pigmentos
carotenoides en camar6n
En reproduccion: Ulva mejora el rendimiento
Harina de U. . Camarén reproductivo en términos de mdas numero de
L. vannamei 3
clathrata blanco  huevos por desove, aumento en la tasa de
fertilizacion y la tasa de eclosion.
En reproduccion: Ulva estimula la vitelogénesis
Harina de U. . Camar6én avanzada, aumenta la acumulacion de lipidos en
L. vannamei . .. . 4
clathrata blanco  las goénadas, y disminuye el agotamiento
reproductivo durante la produccion.
. o En crecimiento: La suplementacion de ulvan en
ulvan Oreochromis  Tilapia del . .
N . la dieta contribuye a un aumento en la respuesta 5
(U. clathrata) niloticus Nilo . . .
inmune de la tilapia del Nilo.
En crecimiento: La suplementacion de ulvan
ulvan Salmén del modifica el metabolismo lipidico
. Salmo salar L . L . 6
(U. ohnoi) Atlantico principalmente de acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga omega-3 (n-3 PUFA).
En crecimiento: Ulva mejora la digestibilidad
U. clathrata . Camarén aparente de la proteina de la dieta, tiene un
L. vannamei .. 7
fresca blanco  efecto promotor del crecimiento y aumenta la
pigmentacion de los camarones
En crecimiento: Ulva produce una sobre-
U. clathrata . Camarén expresion de genes del hepatopancreas
L. vannamei . . . 8
fresca blanco  involucrados en el metabolismo de lipidos,
respuesta inmune, y procesos de oxidacion
En reproduccion: aumento los pigmentos en los
o o Camaron  huevos y en las larvas, mejord la calidad del
Spirulina F. indicus . , , . 9
de laindia desove (nimero de desoves, nimero de nauplios
por desove, y viabilidad de los nauplios).
. . En reproduccion: mejora el rendimiento
Alginato de Camarén . . .
. P. monodon . reproductivo de y aumenta la supervivencia en 10
sodio tigre

larvas.

Peixoto et al., 20161, Cruz-Suarez et al., 20102, Corral-Rosales et al., 2018a3, Corral-Rosales et al.,
2018b*, Quezada-Rodriguez y Fajer-Avila, 2017°, Norambuena et al., 2015°, Pefia-Rodriguez, 20117,
Elizondo-Reyna et al., 2016°, Regunathan y Wesley 2006°, Chung et al., 2011
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3. JUSTIFICACION

El suministro de semilla de camarones L. vannamei es un paso determinante en la
industria camaronicola. La tecnologia para su reproduccion en cautiverio se encuentra
desarrollada, sin embargo hasta la fecha, las practicas de maduracion establecidas en los
laboratorios de produccion son las mismas de hace 25 afios. No se ha logrado usar
alimentos inertes, que son mas faciles de almacenar y formular, con resultados similares
a los frescos, por lo que se siguen usando alimentos congelados (i.e. calamar,
poliquetos, mejillones) y esto incrementa considerablemente los costos y produce una
serie de problemas a nivel de abasto y calidad de los ingredientes. El presente trabajo
tiene como objetivo incluir en la dieta fresca para maduracion harina de Ulva clathrata,
una macroalga verde relativamente econdmica comparada con la dieta fresca, facil de
agregar en la dieta, con menor riesgo de enfermedades ya que se encuentra en forma de
harina, y al ser de cultivo su calidad nutricional es poco variable y su disponibilidad es
sostenida. Debido a sus propiedades nutracéuticas y a sus efectos benéficos descritos en
otros organismos, nuestra expectativa es que la inclusion de esta alga mejore la calidad
reproductiva y el desove de hembras y machos Litopenaeus vannamei. Se espera que el
conocimiento generado serd util para la industria acuicola del camaron, fortalezca las
lineas de investigacion de cientificos que trabajan con nutricion y tecnologia de
alimentos para camarén y permita validar la funcionalidad de nuevos aditivos
alimentarios derivados de algas marinas. De ser asi, esto generard nuevo conocimiento
de aplicacion de un ingrediente natural que no es fragmentado o purificado y trabaja de
manera sinérgica con todos sus componentes y que puede originar nuevos formulados
de dietas inertes. En su aplicacion, permitira trabajar con menor gasto de infraestructura

y tener una produccion sostenida de postlarva, con beneficios econdmicos redituables.
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4. HIPOTESIS

Hipoétesis general
El desempeio reproductivo del camaron blanco Litopenaeus vannamei mejorara con la

incorporacion de Ulva clathrata en la dieta fresca para maduracion.

Hipétesis particulares

e Lainclusion de U. clathrata en la dieta para maduracion mejorara la produccion
de larvas de Litopenaeus vannamei bajo condiciones comerciales,
independientemente de la ablacion.

e El consumo de Ulva clathrata estimulara la acumulacion de nutrientes en
gonada y con ello, el crecimiento y la maduracion de los ovocitos y disminuirad
el agotamiento reproductivo de hembras L. vannamei bajo condiciones de
produccion comercial.

e La inclusion de U. clathrata en la dieta incrementard la movilizacion de acidos
grasos, esteroles y carotenoides desde el hepatopancreas hacia la génada de
hembras L. vannamei.

e La inclusion de U. clathrata en la dieta disminuird la melanizacion del
espermatdforo y modificara el perfil lipidico y antioxidante de hepatopancreas,
musculo y espermatéforos de machos L. vannamei bajo condiciones de
produccion comercial.

e [La inclusion de U. clathrata en la dieta incrementara el tamafio de huevos, la
fecundidad y la eclosion, al incrementar la acumulacion de éacidos grasos
esenciales en fosfolipidos de huevos, mejorando la calidad del desove de L.

vannamei bajo condiciones de produccion comercial.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusién de Ulva clathrata deshidratada en dietas frescas para

reproductores de camaron blanco Litopenaeus vannamei sobre el desempeio

reproductivo y el desarrollo gonadal.

Objetivos particulares

Evaluar los efectos de la suplementacion de dietas frescas para reproductores
con harina de U. clathrata sobre el desempeio reproductivo de L. vannamei bajo
condiciones de produccion comercial durante 45 dias (Capitulo 1).

Determinar el efecto del consumo de Ulva clathrata sobre la vitelogénesis, la
composicion bioquimica y el agotamiento reproductivo de hembras L. vannamei
bajo condiciones de produccion comercial durante 45 dias (Capitulo 2)

Evaluar el efecto del consumo de U. clathrata sobre el perfil acidos grasos,
esteroles y carotenoides de gonadas, hepatopancreas y musculo de hembras L.
vannamei bajo condiciones de produccion comercial durante 45 dias (Capitulo
3).

Evaluar el efecto del consumo de U. clathrata sobre la melanizacion del
espermatoforo, las reservas bioquimicas y el perfil lipidico y antioxidante de
hepatopancreas, musculo y espermatoforos de machos L. vannamei bajo
condiciones de produccion comercial durante 45 dias (Capitulo 4).

Evaluar el efecto del consumo de U. clathrata sobre la calidad del desove

(Capitulo 5).
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CAPITULO 1

6. Capacidad reproductiva de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) en relacion a

las dietas de maduracion suplementadas con harina de Ulva clathrata

Articulo: Corral-Rosales, D. C., Palacios, E., Ricque-Marie, D., y Cruz-Suarez, L. E.
(2018). Enhancement of reproductive performance in shrimp Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) by supplementation of Ulva clathrata meal in maturation diet in two
commercial hatcheries. Aquaculture Research, 49(2), 1053-1059.
https://doi.org/10.1111/are.13554

Anexo 1.

Nota: En este articulo se reportaron los resultados zootécnicos realizados en dos
experimentos, el primero realizado en el transcurso de la tesis de licenciatura, y el
segundo durante la tesis de doctorado. En el presente capitulo de la tesis de doctorado se
reportaran solo los resultados obtenidos en el segundo experimento. Este segundo
experimento permitié corroborar el efecto de la suplementacion con Ulva como un
primer paso, y sobretodo realizar muestreos extensos y los andlisis bioquimicos
correspondientes cuyos resultados se reportaron en articulos subsecuentes, que permiten

elucidar los posibles mecanismos de los efectos reportados aqui.
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6.1. Resumen

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de la suplementacion de harina de alga Ulva
clathrata (20 g kg) en la fraccion del calamar de una dieta fresca formulada, sobre el
rendimiento reproductivo en reproductores Litopenaeus vannamei con ablacion
unilateral bajo condiciones de produccion comercial. Los resultados mostraron que la
mortalidad diaria en hembras fue mayor (P<0.01) para el grupo control en comparacion
con el grupo alimentado con Ulva. Adicionalmente, no se encontraron diferencias en la
mortalidad de machos. Los reproductores alimentados con Ulva produjeron mas huevos
(un aumento de +5% en comparacion con el control, P<0.05) y nauplios por hembra
(+18%, P<0.01). Las tasas de eclosion aumentaron en los reproductores alimentados
con Ulva en la dieta (+13%, P<0.001). El nimero de desoves por dia tuvo una tendencia
a ser mayor en los reproductores alimentados con Ulva, pero la diferencia no alcanzé
significancia estadistica (+14%). Concluimos que la inclusion de Ulva como un aditivo
funcional en las dietas para maduracion de L. vannamei mejora el rendimiento

reproductivo a escala comercial.

6.2. Introduccién

Mejorar la capacidad reproductiva de adultos domesticados Litopenaeus vannamei es un
desafio constante para los laboratorios comerciales de producciéon de postlarvas de
camaron. Por lo general, la maduracion y el desove en estos laboratorios se logran
después de la ablacion unilateral del tallo ocular, que es el centro endocrino mas
importante del camaron y donde se secreta la hormona inhibidora de la gonada (Vaca y
Alfaro, 2000), consecuentemente, los organismos ablacionados presentan un
agotamiento reproductivo que culmina en una calidad y nimero de desoves deficientes
al finalizar la temporada de reproduccion. Por otra parte, se ha reportado que la
viabilidad del desove puede ser mejorada por la calidad de la alimentacion suministrada
a los reproductores durante la maduracién (Bray y Lawrence 1990; Wouters et al.,
2001a). En la actualidad, la alimentacion cominmente utilizada para la maduracion de
reproductores en laboratorios comerciales es a base de una mezcla de invertebrados
frescos congelados como calamar, poliquetos, mejillones, krill, Artemia (camaron de

salmuera), etc. lo cual incrementa considerablemente los costos de produccion
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(Chamberlain y Lawrence, 1981; Galgani y AQUACOP, 1989; Cahu et al., 1994). El
éxito de estos ingredientes frescos ha sido atribuido a su alto contenido de HUFA,
fosfolipidos, pigmentos, esteroles, aminoacidos, y vitaminas (Chamberlain y Lawrence,
1981; Hoa et al.,, 2009). Desafortunadamente, las variaciones temporales, la
conservacion inapropiada, las deficiencias en su procesamiento y la distribucion
deficiente pueden afectar su composicion nutricional. Estos problemas han sido
parcialmente solucionados usando aditivos (Chimsung, 2014). Por ejemplo, se ha
demostrado que la suplementacion de dietas frescas con micronutrientes como la
vitamina C y E, astaxantinas u otros pigmentos, HUFA y colesterol mejora el
desempefio reproductivo y la calidad del desove (Teshima et al., 1988; Alava et al.,
1993; Cahu et al. 1994; Cahu et al., 1995; Dall, 1995; Wouters et al., 2001b; Palacios et
al., 2004; Du et al., 2006; Hoa et al. 2009; Coman et al., 2011). Otros estudios han
demostrado que la suplementacion de dietas frescas con Spirulina, paprika, biofloc o
con alginato, mejoran el desempefio reproductivo del camaroén y la calidad de las larvas
(Wyban et al., 1997; Regunathan y Wesley 2006; Chung et al., 2011; Emerenciano et
al., 2013; Cardona et al., 2016). Nuestra hipdtesis es que la macroalga verde Ulva
clathrata puede ser un buen aditivo en dietas frescas para maduracion debido a que
presenta una composicidon bioquimica de macro, pero principalmente micronutrientes
que individualmente se ha mostrado que mejoran la capacidad reproductiva, como
carotenoides (300-400 mg kg dw, principalmente P-caroteno, xantofilas, luteina,
zeaxantina), esteroles, acidos grasos omega 3 y otros nutrientes que tienen actividades
antioxidantes, como los compuestos fenolicos, polisacaridos sulfatados (ulvan) y
vitaminas (A, C, E) (Cruz-Suérez et al., 2009b; Pena-Rodriguez et al., 2011; Cruz-
Suérez et al., 2013). Ademas, se ha demostrado que la inclusion de Ulva clathrata en
alimento para crecimiento (engorda) de camaron mejora la calidad de pellet (estabilidad
en agua, capacidad de retencion de agua y textura), aumenta el consumo de alimento,
mejora la eficiencia de alimentacion, la tasa de crecimiento y la calidad del producto
final (pigmentacion y contenido de colesterol) (Cruz-Suérez et al. 2009a,b; 2010).
También se ha reportado una mejora en la digestibilidad de proteina en juveniles de L.
vannamei mediante la suplementacion de 4 u 8% de alga verde Ulva y Enteromorpha

(Vargas-Cardenas et al., 2015). Adicionalmente, se ha demostrado que Ila
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suplementacion de U. clathrata en la dieta durante la etapa de crecimiento estimula el
sistema inmune y los genes involucrados en el metabolismo de lipidos (Elizondo-Reyna
et al.,, 2016). No existen trabajos anteriormente publicados sobre el efecto de la
inclusion de macroalgas en dietas para maduracion de camardn. El objetivo de este
trabajo fue evaluar los efectos de la suplementacion de dietas frescas para reproductores
con harina de U. clathrata sobre el desempefio reproductivo de L. vannamei bajo

condiciones de produccion comercial.

6.3. Materiales y Métodos

6.3.1. Ulva clathrata

El alga Ulva clathrata utilizada en este estudio fue cultivada en San Quintin, Baja
California, México, bajo una tecnologia patentada (WO 2004093525 A2 Moll 2004). La
biomasa de Ulva fresca fue lavada con agua dulce para remover sedimentos, epifauna, y
epifitas; fue secada en una secadora disenada especialmente para este fin a 50°C durante
8 horas. El alga seca fue molida utilizando un molino (Pulvex, México) equipado con
un tamiz de 500 um, y almacenada en bolsas negras de plastico a 4°C. La composicion
proximal del lote de Ulva fue determinada siguiendo los métodos de la AOAC (1997):
930.15 (humedad), 942.05 (ceniza), 962.09B (fibra), 960.39 (lipidos), 990.03 (proteina
cruda); el extracto libre de nitrogeno fue calculado por diferencia. El total de
compuestos fendlicos (TPC) fue determinado por el método de Folin-Ciocalteu
(Cabello-Pasini et al., 2011), y la actividad antioxidante por el radical de DPPH (2, 2-
difenol-1-picrilhidracil) de acuerdo a Garcia et al., (2010).

6.3.2. Preparacion de la dieta experimental

Diariamente se pesaron y molieron 3,000 g de calamar congelado necesarios para
cumplir con la demanda de las dosis aplicadas para las dos pilas con tratamiento. Estos
3,000 g de calamar molidos se mezclaron por 3 min con 60 g de harina de Ulva en una
cubeta de plastico hasta obtener una pasta homogénea (Figura 1-1). La mezcla de
calamar con la harina de Ulva fue aplicada en dos raciones por dia. La segunda racion
se mantuvo en refrigeracion desde su preparacion hasta su aplicacion. La alimentacion

se realiz6 por voleo en cada tanque de maduracion.
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Area de preparacion y molienda de la dieta para maduracion. B) Molienda del calamar. C) Mezclado del
calamar con la harina de Ulva clathrata

6.3.3. Condiciones experimentales para la maduracion de reproductores

Camarones adultos de Litopenaeus vannamei (Boone) fueron pre-madurados en el
laboratorio de larvas Granmar ubicado en La Paz, Baja California Sur en estanques
rectangulares cubiertos de plastico (linner) de 88 m* a una densidad de 35-40 camarones
por m” durante 10 meses; en este periodo, los reproductores juveniles recibieron dietas
peletizadas comerciales (Nutrimar SI-35% proteina) para crecimiento sin U. clathrata.
Al finalizar el periodo de crecimiento en estanques, 2000 camarones fueron capturados
con redes y transportados a las instalaciones de maduracion de la compaiiia (periodo
experimental 15 de junio al 30 de julio, 2014) (Figura 1-2).

Se usaron 1,200 camarones, 600 hembras (53 + 8 g) y 600 machos (36 £ 7 g)
seleccionados genéticamente para alto crecimiento (stock local) para el ciclo de
produccion experimental (45 dias) que se distribuyeron en cuatro tanques rectangulares
de maduracion de 30 m® con diez animales por m*> (Figura 1-3). La temperatura,
salinidad y oxigeno promedio fueron 29.6 + 1.5 °C, 32.6 £ 0.5mg L' y53+ 09 mg L’
! respectivamente (media + DE). El fotoperiodo se mantuvo a las 14 h de luz: 10 h de
oscuridad con un sistema de luz artificial. La proporcion de hembras y machos fue de
1:1 y el intercambio diario de agua fue del 250%. Los camarones fueron alimentados

con una dieta Control (dos tanques) o dieta enriquecida con Ulva (dos tanques).
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Figura 1-2. Ubicacion del laborato;io de produccion Granmar d;nde fue rgalizado el experimentO.

La dieta Control estuvo compuesta de invertebrados congelados frescos en base a un
régimen estandar de alimentacion para maduracion: calamar (40%), poliquetos (10%),
mejillon (40%) y krill (10%). El calamar y el mejillon se molieron en un molino de
carne (Torrey, EE. UU.) mientras ain estaban congelados. Todos los ingredientes se
descongelaron a temperatura ambiente antes de pesarlos y distribuirlos en cada tanque.
La dieta experimental con Ulva consistio en la dieta Control mas el suplemento de
harina de Ulva clathrata (10% de humedad) de 2% en la fraccion de calamar (78% de
humedad) 20 g kg™'. La inclusién de 2% de Ulva corresponde el 3.8% basado en el peso
seco de todos los ingredientes de la dieta o bien el 0.8% considerando la Ulva seca y el
resto de la dieta himeda (Tabla 1-1).

Tanto la dieta Control como la experimental se dividieron en seis porciones diarias; las
fracciones de 40% de calamar y mejillon fueron divididas en dos porciones de 20%. El
peso total de las seis porciones diarias fue equivalente al 25% de la biomasa de camarén

presente en el tanque de maduracion correspondiente.

Tabla 1-1. Calculo de inclusion de harina Ulva en la dieta fresca para maduracion

% de Alimento . Ajuste del % de Ajuste del % de
. ‘. . Alimento v ‘2 ? .l
alimentacién suministrado .. alimentaciéon de  alimentacién de
Componentes . Humedad suministrado . .
de la dieta de la dieta (%) en peso e DESO SeCo la dieta la dieta
sin Ulva ¢ himedo por P (@) adicionando Ulva adicionando
(WW) pila (g) g (dw) Ulva (ww)
Calamar 40 78 1500 329 42.4 39.7
Mejillon 40 86 1500 218 28.1 39.7
Poliqueto 10 75 375 93 12.0 9.9
Krill 10 71 375 108 14.0 9.9
Ulva 2 10 30 27 3.8 0.8

dw: peso seco; ww: peso humedo
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La alimentacion con Ulva comenzé una semana después de practicar la ablacion de los
pedunculos oculares en las hembras; la ablacion unilateral se llevo a cabo una vez que el
80% de las hembras habia mudado, inmediatamente después fueron etiquetadas con un
anillo codificado con color y nimero colocado alrededor del tallo ocular y finalmente se
volvieron a colocar en sus tanques.

Cada dia, los tanques fueron revisados en busca de camarones muertos, se colectd, se
contabilizé y se llevo un registro del organismo y el nimero de tanque. Las mudas se
recolectaron tres veces al dia y se registraron con los respectivos nimeros de tanque.

El desarrollo de las gonadas se monitore6 diariamente por la noche; las hembras
maduras con un espermatoforo adherido se recolectaron y se colocaron en tanques
individuales de desove de 200 L; el agua para los tanques de desove se filtrd
previamente (10 um) y se tratd con hipoclorito de calcio (1 g/m3 ), luego con tiosulfato
de sodio (0.1 g/m’) y EDTA (10 g/m’) (Figura 1-3). Después del desove individual,
durante la noche las hembras fueron devueltas a los tanques respectivos de donde
fueron recolectadas, permitiendo que los huevos eclosionen en los tanques de desove
individuales durante la noche. Todas las mafianas se examinaron los tanques de desove
para contar nauplios y huevos sin eclosionar, que se concentraron en un cosechador de
30 L con aireacidn, usando un tamiz de 100 pm. La piedra de aire se retird y se realizo
un recuento volumétrico de los nauplios después de agitar y tomar tres muestras de 1 ml
cada una. Luego se dejo que los nauplios se concentraran en la parte superior mediante
fototropismo positivo y se cosecharon mediante sifon. El volumen se restauré a 10 L y
después de la mezcla manual se realizd un recuento volumétrico de los huevos no

eclosionados tomando tres muestras de 1 mL cada una.

6.3.4. Analisis estadisticos

El nimero de mudas, la mortalidad y las variables de produccion (huevos y nauplios por
hembras desovadas por dia) se compararon usando ANOVA de una via considerando el
tratamiento dietético como factor independiente (Control vs. Ulva). El ANOVA de un
factor fue precedido por una prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de la
varianza (homocedasticidad) entre los grupos experimentales (STATISTICA Software,

Version 5.0). El nivel de significancia se consideré como P<0.05.
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6.4. Resultados

La composicion proximal (en peso seco) del lote de Ulva utilizada en el laboratorio fue:
22% de proteina bruta; 1.5% de grasa, 29% de ceniza, y 47.5% de carbohidratos (fibra
mas extracto libre de nitrogeno). El contenido de compuestos fendlicos de Ulva fue 2.23
mg de eq floroglucinol g™ de alga. La actividad de eliminacion del radical DPPH fue de
14%. La mortalidad diaria de las hembras ablacionadas del grupo con Ulva fue
significativamente menor (1.11 vs 2.25 hembras/dia/tanque) en comparaciéon con el
grupo Control (P<0.01). Al contrario de la mortalidad en hembras, la mortalidad en
machos no mostrd diferencias significativas entre los tanques de Control y Ulva. De
forma similar, la frecuencia de mudas diarias (para ambos sexos) no mostrd ninguna

diferencia significativa entre los tratamientos.
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Figura 1-3. Condiciones de operacion del laboratorio de larvas Granmar. A) Area de maduracién. B) Area
de desove. C) Colecta de huevos y nauplios provenientes de un desove individual. D) Ablacion del
pedunculo ocular en una hembra reproductora.

Los reproductores alimentados con Ulva produjeron significativamente mas huevos
(+5% de mejora relativa) y nauplios (+18%) por hembra desovada (P<0.05 y P<0.001
respectivamente). La tasa de eclosion fue significativamente mayor en los reproductores

alimentados con Ulva (P<0.001): la inclusiéon de Ulva mejord la tasa de eclosion en un
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13% en el laboratorio de produccion. Aunque el nimero de desoves diarios fue un poco
mayor para el tratamiento con Ulva, las diferencias con el grupo control no fueron
significativas (Tabla 1-2). La produccion total (nimero total de nauplios/periodo)
aument6 en un 24% con el consumo de Ulva.

Tabla 1-2. Desempefio reproductivo de reproductores L. vannamei alimentados con una dieta Control y

una dieta experimental suplementada con harina U. clathrata en el laboratorio de larvas Granmar durante
el periodo experimental de 45 dias

Dieta Dieta
Parametros ANOVA
Control Ulva
Numero de desoves/dia/tanque 12 = 1 14 + 1 NS
Huevos totales producidos/tanque/dia (x10°%) 2,406 + 174 2,794 + 174 NS
Huevos totales producidos/ hembra (x10%) 212 £ 2 223 £ 2 P<0.05
Nauplios producidos/dia/tanque (x10°) 1,378 + 121 1,705 + 121 P<0.05
Nauplios producidos/hembra (x10%) 128 + 2 151 £ 2 P<0.001
Tasa de eclosion (%) 60 + 1 68 + 1 P<0.001
Mudas/dia/tanque (piezas) 1839 + 1.2 1639 + 1.2 NS
) ) Hembras 225 £ 03 .11 £ 03 P<0.01
Mortalidad/dia/tanque (organismos)
Machos 0.3 £ 0.1 027 = 0.1 NS

6.5. Discusion

Considerando que la composicion proximal de calamar fresco Loligo californiano
(Doryteuthis opalescens) es de 78.5% de agua, 15.6% de proteina, 1.4% de lipidos,
1.4% de ceniza y 3.1% de carbohidratos y fibra (USDA ARS 2008), la adicion de 2%
de harina de Ulva (10% de humedad) modifica escasamente los contenidos de la
mezcla, pasando a 15.7% de proteina, 1.9% ceniza y 4% de carbohidratos/fibra,
mientras la proporcion de lipidos permanecid sin cambios. Dado que el régimen de
alimentacion para maduracion incluia calamar solo en una fraccion de 40%, esta claro
que la composicion proximal global del régimen se mantuvo practicamente inalterada, y
los efectos del suplemento Ulva deben atribuirse a propiedades funcionales o nutrientes
capaces de actuar a dosis muy bajas como terpenos, esteroles, flavonoides compuestos
polifendlicos y polisacaridos sulfatados (Suganthy et al. 2009; Trigui et al., 2013;
Declarador et al., 2014). Aun cuando los reproductores de ambos tratamientos fueron
ablacionados, el enriquecimiento de la dieta fresca con Ulva increment6 el desempefio
reproductivo. Se sabe que la ablacion produce desgaste reproductivo (reduccién en

huevos y viabilidad de nauplios después de determinado tiempo) (Palacios et al.,
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1999b), también afecta otros parametros bioquimicos (Palacios et al., 2000); este
desgaste es ocasionalmente seguido por un incremento en la mortalidad de hembras. Sin
embargo, para las hembras ablacionadas a las que se les proporciond Ulva, la
mortalidad se redujo a la mitad. Esto puede significar que el consumo de Ulva
disminuye los efectos negativos de desgaste causados por la ablacién. Por ejemplo,
Ulva puede incrementar la respuesta inmune, como ha sido descrito en camarones
juveniles alimentados con Ulva (Elizondo-Reyna et al., 2016). Ulva es rica en
carotenoides (luteina, clorofila, y zeaxantina) (Pefia-Rodriguez et al., 2011) que pueden
ser metabolizados a astaxantina en el tejido del camardn (Cruz-Sudrez et al., 2010). La
astaxantina acumulada por el camardn en su forma libre y esterificada puede reducir la
oxidacion, y ademas se ha reportado que promueve la maduracion ovérica y el desove
exitoso en P. monodon cuando se suministra en la dieta bajo condiciones
experimentales (Pangantihon et al., 1998). Los carotenoides involucrados en el
desarrollo embrionario (Olson, 1993) son transportados via vitelina y concentrados en el
ovario durante la maduracion (Dall, 1995). Los carotenoides pueden actuar
directamente en la regulacion de genes de las hormonas que controlan la maduracion
ovarica (Lifidn-Cabello et al., 2004) o indirectamente disminuir la peroxidacion de
lipidos y la formacion de radicales libres e hidroperoxidos. Esto es particularmente
importante en las génadas que acumulan altas cantidades de HUFA, los cuales a su vez,
tienen efectos directos en la viabilidad de desoves (Cahu et al., 1994; Xu et al., 1994).
El efecto de la ablacion peduncular se hace mas evidente a lo largo del ciclo de
produccion (Palacios y Racotta 1999b): la ablacion produce un desgaste reproductivo en
reproductores, reflejado en una disminucion en el contenido de carotenoides en huevos
(Wyban et al. 1997; Palacios et al., 1998; Regunathan y Wesley 2006). Se ha reportado
que suplementos de carotenoides minimizan la disminucion de desoves en hembras
ablacionadas silvestres y domesticadas (Palacios et al., 2000).

Los efectos de la suplementacion de Ulva en la maduracion son comparables con otros
aditivos en dietas frescas. Chung et al. (2011) registraron un incremento por hembra de
27% en huevos producidos y 18% en la tasa de eclosion con la inclusion de alginato de
sodio (200 mg kg ') como inmunoestimulante en dietas frescas para maduracién de P.

monodon. Otro aditivo mas complejo, como el biofloc, mejoré 18% la produccion de
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nauplios por hembra, 23% la produccion de huevos por hembra, y 10% de tasa de
eclosion por dia en L. vannamei (Emerenciano et al., 2013). El biofloc también
incremento 15% la produccion de nauplios por hembra en L. stylirostris en condiciones
experimentales, probablemente debido a que es una fuente antioxidante y una fuente
significativa de lipidos, particularmente fosfolipidos esenciales y &cidos grasos
altamente insaturados omega 3 para camaron (Cardona et al., 2016). El alga Spirulina
suplementada en dieta fresca (3 g Spirulina por kg de calamar) incrementd 15% la
producciéon de nauplios por hembra en Fenneropenaeus indicus bajo condiciones
comerciales (Regunathan y Wesley, 2006). Estos suplementos para dietas tienen en
comun con Ulva una alta actividad antioxidante por su alto contenido de pigmentos,
vitaminas, polifendles y polisacaridos sulfatados (ulvan en el caso de las algas del
género Ulva) (Gershwin y Belay, 2008; Ganesan et al., 2011; Wijesekara et al., 2011;
Yildiz et al., 2012; Yu et al., 2012; Emerenciano et al., 2013; Cardona et al., 2016). Una
caracteristica adicional de Ulva, Spirulina y las microalgas presentes en biofloc es que
tienen altos contenidos de fitoesteroles, particularmente 28-isofucoesterol (Gershwin y
Belay, 2008; Lopes et al., 2013; Bensehaila et al., 2015). El fucosterol actia como
intermediario en la produccioén de colesterol (Teshima et al., 1988) y en la sintesis de

hormonas esteroideas (Spaziani et al.,1993; Teshima y Kanazawa, 1979).

6.6. Conclusion

La suplementacion de la fraccion de calamar de las dietas frescas para maduracion con
harina de Ulva clathrata (20g de harina de Ulva por kg de calamar fresco) aumenta la
sobrevivencia en hembras ablacionadas y la tasa de eclosion, mejorando la produccion

de larvas de Litopenaeus vannamei bajo condiciones comerciales.
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CAPITULO 2

7. Disminucion del agotamiento reproductivo utilizando Ulva clathrata en

reproductores de camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

durante la maduracion comercial.

Articulo: Corral-Rosales, D. C., Cruz-Suarez, L. E., Ricque-Marie, D., Rodriguez-
Jaramillo, C. y Palacios, E. (2018). Modulation of reproductive exhaustion using Ulva
clathrata in Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) broodstock
during  commercial  maturation. Aquaculture  Research, 49(12),  3711-3722.

https://doi.org/10.1111/are.13839

Anexo 2
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7.1. Resumen

En el presente estudio se complemento la fraccion de calamar de la dieta fresca para
maduracion de reproductores Lifopenaeus vannamei con harina de Ulva clathrata
(3.8%, basada en el peso seco de todos los ingredientes) en un laboratorio de larvas
comercial y se analizaron sus efectos sobre el rendimiento reproductivo, histologia e
histoquimica de la gonada y la composicion bioquimica de la goénada, el hepatopancreas
y el muasculo. Los resultados mostraron que las hembras que recibieron Ulva en la dieta
tuvieron menor mortalidad en comparacion con los controles, sin diferencias
significativas en los machos. También, las hembras que se alimentaron de la dieta con
Ulva presentaron ovocitos mas grandes durante la vitelogénesis tardia (+7%, P<0.01) y
postvitelogénesis (+15%, P<0.01); también presentaron una mayor proporcion de
ovocitos vitelogénicos tardios en la etapa de maduracion II y una mayor area de
cobertura ocupada por barras corticales. No se encontraron diferencias significativas
para la proporcion de ovocitos previtelogénicos o vitelogénicos tempranos por la etapa
de maduracion o por el consumo de Ulva. En la composicién bioquimica, las hembras
alimentadas con Ulva presentaron niveles mas altos de lipidos en el ovario (+35%,
P<0.05), sin presentar diferencias significativas en las reservas bioquimicas en el
hepatopancreas o el musculo. El nimero total de huevos (+5%, P<0.01), nauplios por
desove (+18%, P<0.01) y la tasa de eclosion (+13%, P<0.01) durante el ciclo
productivo fue mayor para los camarones alimentados con la dieta con Ulva. El
seguimiento individual de las hembras marcadas durante el ciclo productivo mostré una
disminucion del agotamiento reproductivo en hembras alimentadas con Ulva durante
desoves consecutivos. Esta claro que U. clathrata estimula la vitelogénesis avanzada al
mejorar la acumulacion de lipidos en las goénadas, y esto a su vez aumenta el
rendimiento reproductivo: la inclusion de Ulva en la dieta para camarones podria usarse

para disminuir el agotamiento reproductivo durante la produccion.

7.2. Introduccion
La importancia en la calidad del alimento para la maduracion de reproductores cautivos,
el apareamiento, la fertilidad y la calidad del desove ha sido ampliamente revisada; sin

embargo, el progreso de estas dietas ha sido lento (Bray et al., 1990; Harrison, 1990;
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Naessens et al., 1997; Wouters et al., 2001a; Coman et al., 2007). Con el tiempo, las
dietas de maduracion han pasado de ser dietas de un solo ingrediente (Chamberlain y
Lawrence, 1981) a dietas compuestas de una mezcla de invertebrados frescos
congelados, como el calamar, los poliquetos, el mejillon, el krill, la Artemia, por
nombrar algunos (Primavera et al., 1979; Chamberlain y Lawrence, 1981; Galgani et
al., 1989; Bray et al., 1990; Cahu et al., 1994; Harrison, 1997; Wouters et al., 1999).
Actualmente, se usan dietas semi-humedas y peletizadas para complementar la dieta
compuesta por mariscos frescos congelados (Chimsung et al., 2014). Adicionalmente, el
uso de micronutrientes y aditivos para dietas de maduracién, como algas o sus
derivados, Spirulina, alginato, paprika y biofloc ha ido en aumento, con buenos
resultados sobre la capacidad reproductiva y la calidad de las larvas (Regunathan y
Westey, 2006; Chung et al., 2011; Emerenciano et al., 2013; Cardona et al., 2016). En
los ultimos afios se ha evaluado el uso de harina de Ulva clathrata en camarones
juveniles, encontrando efectos positivos sobre el crecimiento, la eficiencia alimenticia,
la pigmentacién y la respuesta inmune (Cruz-Sudrez et al., 2009a, 2010). La harina de
U. clathrata se puede producir facilmente y a bajo costo para su inclusion en las dietas,
por ser un producto seco en forma de harina es fécil de almacenar, tiene menos riesgos
de transmitir vectores de enfermedades. Recientemente, evaluamos la incorporacion de
harina de U. clathrata en la dieta para maduracion sobre el rendimiento reproductivo
del camaron L. vannamei en dos criaderos comerciales y descubrimos que el consumo
de Ulva disminuye la mortalidad en hembras ablacionadas, aumenta la fecundidad y la
tasa de eclosion y mejora el rendimiento reproductivo (Corral-Rosales et al., 2018). Sin
embargo, se desconoce el mecanismo de accion de la harina de U. clathrata sobre la
maduracion. Aqui, analizamos el tamafio y la frecuencia de los ovocitos por histologia y
su composicion lipidica mediante histoquimica, asi como la composicion bioquimica
del hepatopancreas, del musculo y de la gonada, durante la maduracion gonadal en un

laboratorio comercial, para determinar si Ulva clathrata puede afectar la vitelogénesis.
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7.3. Materiales y métodos
7.3.1. Origen y crianza de reproductores

El origen y crianza de los reproductores se describen en el Capitulo 1 apartado 6.3.3.

7.3.2. Condiciones de cultivo del alga y diseiio experimental
El alga utilizada y sus condiciones de cultivo se describen en el Capitulo 1 al igual que
los detalles del disefio experimental y el proceso de alimentacion, apartados 6.3.1, 6.3.2.

y 6.3.3.

7.3.3. Colecta de muestras

Al final del ciclo de produccion (45 dias) se colectaron 12 hembras por tanque en los
diferentes estadios de maduracion evaluadas visualmente (Palacios et al., 2003):

Estadio 1.- Inmaduro; se observa los ovarios traslucidos, sin pigmentacion e invisible a
través del exoesqueleto.

Estadio 2.- Inicio de la madurez; los ovarios se los observa largos, opacos, amarillosos

a través del exoesqueleto (l6bulos anteriores y medios).

Estadio 3.- Los ovarios son visibles a través del exoesqueleto, el desarrollo de los
l6bulos anteriores y medios es completo y el diametro del l6bulo posterior es mas
grande que el intestino; su coloracion es amarillo naranja.

Estadio 4.- Llegan a su punto de madurez, son claramente visibles a través del
exoesqueleto y presentan un color café-oliva.

Hembra desovada- Después del desove los ovarios se observan flacidos, sin coloracién
y desgastados, como en estadio 1.

Se determind el peso total y la longitud de cada hembra después de secarlas con papel
absorbente al momento de la captura. Los camarones enteros se congelaron en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80°C para analisis posteriores. Se diseccionaron muestras
de gonada, hepatopancreas y musculo de hembras congeladas sobre una placa

congelada una semana después de la captura.

42



Inclusion de Ulva clathrata y su efecto sobre desempeiio reproductivo y calidad del desove
en camar6n blanco en condiciones de produccion comercial
TESIS DOCTORAL 2019

7.3.4. Analisis histologico e histoquimico de ovarios

Para andlisis histologico e histoquimico se diseccionaron las gonadas de la region
abdominal y se fijaron en solucion de Davidson durante 24 h, se incluyeron en una
mezcla de parafina con paraplast, se seccionaron (6-8 pum) y se tifieron con
hematoxilina-eosina de Harris (Humanson, 1972). La etapa de desarrollo de los ovarios
se evalud6 como describen Tan-Fermin y Pudadera (1989). El diametro maximo de
ovocitos se determin6 con el software SCAN-PRO version 5.0. Solo se midieron los
ovocitos que mostraban nucleos seccionados aproximadamente en el plano ecuatorial,
como se describe en Palacios y colaboradores (1999).

El anélisis histoquimico fue aplicado a los ovocitos postvitelogénicos: Para estimar la
proporcion relativa de los lipidos (triglicéridos y fosfolipidos) en las génadas de las
hembras, se utilizo la tinciéon Sudan Negro B. El Sudan es un reactivo de auxocrémo
azul-negro diluido en etanol acuoso; por solubilidad tiene preferencia por los
componentes lipidicos de los tejidos, tifiéndolos fosfolipidos en tonos grises, asi como
ésteres de colesterol y triglicéridos en tonalidades que van de azul oscuro a negro

(Rodriguez-Moscozo y Arnaiz, 1998).

7.3.5. Analisis bioquimicos

Las gonadas, hepatopancreas y musculos se analizaron como se describe en Palacios y
colaboradores (2000): las muestras se pesaron, liofilizaron y homogeneizaron en 1 mL
de agua destilada (homogenizador MP). El homogeneizado se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos a 5°C. Para los triglicéridos, se utilizd una prueba enzimética

(Radox, TR1697).

7.3.5.1. Proteinas totales (Bradford, 1976)
Se utilizé la técnica del Acido Bicinconinico o BCA; se basa en el principio de que las
proteinas reducen los iones cupricos a iones cuprosos bajo condiciones alcalinas. Los
iones cuprosos reaccionan con el acido bicinconinico, sal sddica (verdoso) para formar
un color morado. El color formado es proporcional al contenido proteico de la muestra.
Se utiliz6 una solucidn reactiva comercial de Sigma (solucion de acido bicinconinico
B9643) y solucion de sulfato de cobre (II C2284). Se tomo6 una alicuota de 10 pL del
homogeneizado y se digiri6 en 100 pL de NaOH 0.IN durante 120 minutos;
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posteriormente se tomaron 25 pL del digerido y se colocaron en el fondo de una
microplaca y se agregd el reactivo preparado de BCA (200 pL). Se incubd a 60°C
durante 15 minutos y se leyo su absorbancia en un espectrofotometro de placas (Termo,
Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 562 nm. Se utiliz6 una solucion estandar con
una concentracién de 2mg mL™ de albumina bovina, la cual se diluy6 en proporcién 1:2
en solucion salina hasta tener concentraciones de 2, 1 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125
mg mL™" de proteina y solucion salina como blanco.

La concentracion de proteinas se calculo de la siguiente manera:

Concentracion de Proteinas (mg g™') = (Abs.sol.prob. x FD) / (m x peso de la muestra)

Donde: FD es el factor de dilucion y m es la pendiente en la curva tipo.

7.3.5.2. Lipidos totales (Barnes y Blackstock, 1973)
Se utilizo el método de la sulfafosfovainillina segin Barnes y Balckstock (1973). Se

tomo una alicuota de 25 pL de cada muestra homogenizada en tubos Eppendorf, se les
agregd 250 pL de acido sulfurico concentrado y se incubaron a bafio maria a 90°C, por
10 minutos. Los tubos se dejaron enfriar en bafio de hielo, posteriormente se tomaron
20 pL de cada tubo y se colocaron en el fondo del pozo de una microplaca (placa
ELISA) de 96 pozos, se les agregd6 200 pL de solucion reactiva para lipidos
(fosfovainillina al 0.2% en acido sulfurico al 80%), se dejo incubar la placa por 40
minutos a temperatura ambiente y se tomo6 la lectura de la placa en un
espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan Spectrum, Vantaa-Finlandia) a 540nm.
Al mismo tiempo que reaccionaban las muestras se prepard una curva de calibracion la
cual se prepar6 de la siguiente manera:

Curva tipo: La solucion estandar de lipidos (Lin-Trol Sigma 1.2648) contenia 20 mg
mL', de ésta se prepararon diluciones en proporcién 1:2, en 1 mL de solucion salina,
quedando concentraciones de 10, 5, 2.5 1.25, 0.625, 0.3125 y 0.15625 mg mL™" de
lipidos. Se utilizd solucién salina como blanco. La cantidad de lipidos se calculd con la
siguiente relacion:

Concentracion de lipidos (mg g") = (Abs.sol.prob.x FD) / (m x peso de la muestra)

Donde: m es la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucion.
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7.3.5.3. Carbohidratos (Van Handel, 1965)

Para determinar la concentracion de carbohidratos totales se utiliz6 un método basado
en el de Roe et al. (1957). Se tom6 0.2 mL de homogeneizado de cada muestra y se
mezclaron con 0.2 mL de Acido Tricloroacético (TCA) al 20% en tubos Eppendorf de
0.65 mL, esto con la finalidad de precipitar proteinas que interfieren en la medicion de
carbohidratos. Los tubos se centrifugaron a 3600 rpm (1376 g) por 10 minutos a 4°C en
una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5810 R, NY-USA). Se recuperd el sobrenadante
en tubos limpios. Se colocd 0.1 mL de sobrenadante en un tubo de vidrio, se le agrego 1
mL de solucion de antrona 0.1% diluida en H,SO4 al 72%. Se calentaron a bafio maria a
90 °C durante 5 minutos y se enfriaron en bafio de hielo. Se ley6 su absorbancia en un
espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 620 nm.
Curva tipo: La solucion estdndar de carbohidratos contenia Smg mL™, se prepararon
diluciones en proporcion 1:2, en 500uL de TCA, quedando concentraciones de 5, 2.5
1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 mg mL" de carbohidratos. La cantidad de
carbohidratos se calcul6 de la siguiente manera:

Concentracion de carbohidratos (mg g"') = (Abs.sol.prob.x FD) / (m x peso de la muestra)

Donde: m es la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucion

7.3.6. Analisis estadistico

Se us6 un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) usando Tratamiento (T, con dos
niveles, con o sin Ulva) y Etapa de maduracion (M: cuatro niveles para analisis
bioquimico y dos niveles para 4acidos grasos) para variables bioquimicas y de
produccion, seguido de una prueba de Tukey para la comparacion de las medias cuando
se encontr6 un efecto significativo en las etapas de maduracion (STATISTICA
Software, Version 5.0). E1 ANOVA anidado (considerando los ovocitos de cada hembra
anidado en el tratamiento) se utilizd para encontrar diferencias significativas para la

histologia y la histoquimica, seguido de una prueba de Tukey (P<0.05).
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7.4. Resultados

7.4.1. Composicion proximal de la dieta fresca y la harina de Ulva clathrata

La composicion proximal de U. clathrata y los demas ingredientes que integran la dieta
de maduracion se muestran en la Tabla 2-1. La harina de Ulva tuvo un contenido de
humedad muy bajo, la composiciéon promedio (base seca en porcentaje = ES) fue de
19.3 £ 1.7 de proteina, 2.0 = 0.8 de lipidos y 28.1 + 2.3 de ceniza. El calamar present6
70.9 = 0.1% de proteina, 5.5 + 0.1 de lipidos y 8.3 = 0.1 de cenizas. Los poliquetos 59.9
+ 0.1% de proteina, 10.8 £ 0.1% de lipidos y 14.4 £+ 0.1% de ceniza. El Krill 55.4 +
0.2% de proteina, 22.5 + 0.2 de lipidos y 11.6 = 0.2 de cenizas. El mejillon 64.3 + 0.4
de proteina, 6.1 £ 0.6 de lipidos y 9.3 + 0.2 de cenizas.

Tabla 2-1. Composicién proximal (g kg dw = peso seco) de la harina de U. clathrata y de los
componentes de la dieta control (medias + ES).

Parametro U. clathrata Calamar Poliqueto Krill Mejillon
Proteina cruda 1933 + 17.1 709.8 + 1.3 599.5 + 1.2 5542 £+ 2.0 643.1 + 4.7
Extracto etéreo 20.0 = 8.0 553 + 1.0 1082 + 1.0 2253 + 2.1 613 + 6.1
Cenizas 2815 + 233 831 + 1.1 1441 + 1.0 1166 £ 2.0 93.1 + 23
Fibra cruda 543 + 7.1 64 £ 04 76 £ 13 181 £ 04 98 £ 0.2
NFE 4520 + 0.0 147.0 £ 0.0 1420 £ 0.0 87.0 £ 0.0 1940 + 0.0
Humedad inicial 1023 + 12.1 7812 £ 2.3 8553 + 2.1 7522 + 1.0 8113 + 10.2

NFE: extracto libre de nitrogeno

Los resultados de la mortalidad diaria en las hembras ablacionadas, la mortalidad en
machos, la frecuencia de muda, el nimero de huevos y nauplios, la tasa de eclosion y el

numero total de desoves se report6 en el Capitulo 1.

7.4.2. Composicion quimica de las gonadas

La composicion bioquimica de las gonadas (Tabla 2-2) mostrd niveles mas altos de
lipidos en camarones alimentados con Ulva (efecto global del tratamiento: 26.9 + 2.6
vs. 35.8 £ 3.2 mg g dw), mientras que la etapa de maduracién afectd los niveles de
proteina (efecto de maduracion global: etapa de maduracion 1 = 251.8 £24.1; M Il =
243.6+ 14.5; M1 = 341.4 + 24.5; M IV = 327.0 + 14.7 mg g dw) y de carbohidratos
MI=53+09;MII=40+05MII=54+1.0;MIV=6.5+0.6mgg"’ dw).
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7.4.3. Composicion bioquimica del hepatopancreas de hembras

La composicion bioquimica del hepatopancreas se muestra en la Tabla 2-3. No se
encontraron diferencias significativas por la dieta (con o sin Ulva) en el hepatopancreas.
Sin embargo, los carbohidratos se vieron afectados significativamente por la etapa de
maduracion; considerando el efecto de maduracion global se pueden calcular los
siguientes valores promedio para los dos tratamientos M 1 =124 + 1.1; M I = 9.6

32, MIII=127+1.0;, MIV=12.6 £3.1 mg g'1 en peso seco.

7.4.4. Composicion bioquimica del misculo de hembras
Los resultados de la composicion bioquimica en el musculo no mostraron diferencias

significativas con el tratamiento o la etapa de maduracion (Tabla 2-4).

Tabla 2-2. Composicién bioquimica (mg g dw) de la génada de hembras L. vannamei después de ser
alimentadas con una dieta con o sin Ulva, en relacién con la etapa de maduracién, en un periodo
experimental de 45 dias (medias + ES), considerando T=Tratamiento; M=Etapa de maduracioén. Los
valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes

T MI MII MIII MIV T M TxM
Proteina Control  225.0 £ 32.6b 241.4 £ 23.9ab 322.0 £ 29.6ab 313.5 + 16.9ab

Ulva 284.9 + 32.6ab 246.7 + 16.6ab 353.7 £ 23.6a 338.7 + 25.6a NS <0.05 NS
+ + + +
CHO Control 5.3 £ 0.9ab 4.2 + 0.8ab 3.4 +0.3b 6.5+ 1.1a NS <005 NS
Ulva 5.3+ 1.7ab 3.7+ 0.6b 6.7+ 13a 6.4+ 0.8a
Lipidos Control 228 +3.2b 249 + 3.3b 30.1 £ 6.0ab 30.4 £+ 4.2ab
<0.05 NS NS
Ulva 326 +49ab 267 £8.1ab 39.6 +6.1ab 40.9 +4.9a

NS = sin diferencia significativa (P>0.05). CHO = carbohidratos

Tabla 2-3. Composicion bioquimica (mg g dw) de hepatopancreas de hembras L. vannamei después de
ser alimentadas con una dieta con o sin Ulva, en relacion con la etapa de maduracion, en un periodo
experimental de 45 dias (medias + ES), considerando T=Tratamiento; M=Etapa de maduracion.

T MI MII M III MIV T M TxM
Proteina Control 1972 + 19.8 206.5 + 17.9 2203 + 23.5 2203 + 14.8 NS NS NS
Ulva 1984 + 16.1 1769 + 164 1933 + 156 2126 + 132
CHO Control 11.6 + 1.4 109 + 1.1 141 + 0.8 124 + 1.3
<
Ulva 133 £ 1.2 80 + 09 11.8 £ 1.5 128 + 14 NS <0.05 NS
Lipidos Control 332 + 4.8 279 + 3.8 282 + 7.5 26.5 £ 4.3
NS NS NS
Ulva 26.0 + 6.1 17.0 + 43 234 + 6.1 348 + 4.0

NS = ssin diferencia significativa (P>0.05). CHO = carbohidratos
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Tabla 2-4. Composicién bioquimica (mg g dw) de musculo de hembras L. vannamei después de ser
alimentadas con una dieta con o sin Ulva, en relacion con la etapa de maduracion, en un periodo
experimental de 45 dias (medias + ES), considerando T=Tratamiento; M=Etapa de maduracion.

T MI MII M III M1V T M TxM

Proteinas Control 260.3 + 143 2502 + 64 2575 + 43 2425 £+ 93
NS NS NS

Ulva 2550 £ 17.6 2724 + 143 2545 + 176 2704 + 124

CHO Control 37 £ 06 3.1 £ 0.5 35 + 0.8 34 £+ 0.6
NS NS NS

Ulva 32 £ 07 38 £ 0.6 37 £ 0.7 35 £ 05

Lipidos Control 6.9 + 0.8 49 + 0.7 62 + 1.2 4.6 = 0.8
NS NS NS

Ulva 49 £ 1.0 6.0 £ 0.8 51 = 1.0 51 £ 05

NS = sin diferencia significativa (P>0.05). CHO = carbohidratos

7.4.5. Seguimiento individual y parametros reproductivos de hembras

El seguimiento individual de las hembras reproductoras se muestra en la Figura 2-1A.
En los reproductores alimentados con la dieta con Ulva hubo 23 hembras que nunca
desovaron. En el tratamiento control, hubo casi tres veces més. En general, hubo un
mayor nimero de hembras con desoves consecutivos en el tratamiento con Ulva (Fig. 2-
1A). La produccion de nauplios por desove en relacion con el nimero total de desoves
consecutivos se muestra en la Figura 2-1B. Hubo una disminucién significativa en la
produccion de nauplios en relacion con el niumero de desoves por hembra, aumentado
en el tratamiento control. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para
la produccion de nauplios en relacion con el nimero de desove en el grupo Ulva.

La Figura 2-1 muestra los resultados en el rendimiento reproductivo por nimero de
desoves totales por hembra.

Los camarones que consumieron Ulva durante el periodo experimental tuvieron un
numero significativamente mayor de desoves totales (P<0.05) que los camarones
alimentados con una dieta control (hembras que desovaron una vez: 109 vs. 114; 2
veces = 59 vs. 66; 3 veces = 33 vs. 38; 4 veces =22 vs. 33; 5 veces = 10 vs. 11; 6 veces
=0 vs 6). Se encontrd un resultado similar para el nimero de nauplios por desove, con
una mayor produccion de nauplios totales en las hembras alimentadas con Ulva, y un
aument6 a lo largo del nimero de desoves (Desove 1=128 vs 128; desove 2= 107 vs
124; desove 3= 99 vs. 110; desove 4= 71 vs. 85; desove 5= 75 vs. 114 nauplios por
desove x10°). La tasa de eclosion disminuyé constantemente en los camarones

alimentados con la dieta control, con diferencias significativas en el sexto desove,
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mientras que los camarones alimentados con Ulva se mantuvieron una tasa de eclosion

similar a lo largo de los desoves.

A Namero de hembras por desove
120
100
50 T: P<0.05
E M: P<0.01
= 60 TxM: P=NS§
=
= 40
0 1 2 3 4 5 O+
B Produccion de nauplios por mimero de desove
160 T: P<0.05

140

a 8 a
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100 ab
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&
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Figura 2-1. Desempefio reproductivo de hembras Litopenaeus vannamei alimentadas con harina de Ulva
clathrata (gris oscuro) vs. control (gris claro) en relacion con el nimero de desoves: A) Numero de
hembras que presentaron cierto nimero de desoves durante el periodo experimental de 45 dias; B)
Nauplios por numero de desove. Los resultados se expresaron como medias + SE. T=Tratamiento;
M=Etapa de maduracion.

M: P<0.01 i

=
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7.4.6. Histologia e histoquimica de génadas

En la Figura 2-2 se muestra el desarrollo gonadal de hembras L. vannamei usando
tincion con hematoxilina-eosina, y en la figura 2-3 se muestra la frecuencia de ovocitos
(%), que se vio afectada por el tratamiento con Ulva, pero sélo para ovocitos
vitelogénicos tardios y postvitelogénicos. Las hembras alimentadas con Ulva
presentaron ovocitos vitelogénicos mas avanzados, particularmente en la etapa de

maduracion Il y mdas ovocitos postvitelogénicos, particularmente en la etapa de
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maduracion III. No se encontraron diferencias significativas para los ovocitos
previtelogénicos o vitelogénicos tempranos por etapa de maduracion o por tratamiento.
No hubo diferencias significativas en el tamafio de ovocitos vitelogénicos tempranos y
previtelogénicos en relacion con el tratamiento (Fig. 2-4A). Los ovocitos de las hembras
alimentadas con Ulva fueron significativamente mas grandes que los de las hembras
alimentadas con el control, pero solo en ovocitos vitelogénicos tardios (17,002 pm?
Ulva vs. 14,434 pm® grupo control, P<0.01) y en ovocitos postvilogénicos (30,569 pm?
Ulva vs. 23,273 pm” control, P<0.01).

Los indices de triglicéridos y fosfolipidos solo se analizaron en los ovocitos
postvitelogénicos (Fig. 2-4B), y ambos fueron significativamente diferentes, con
triglicéridos mas altos en las hembras que fueron alimentadas con Ulva en comparacion
con aquellas que recibieron el control (P=0.026, 59.6 vs. 69.2%). En contraste, el indice
de fosfolipidos fue significativamente menor en las hembras alimentadas con Ulva (21.6
+ 1.0 Ulva vs. 29.0 £ 1.3 grupo control, P<0.01).

La longitud cortical en los ovocitos postvitelogénicos fue mayor en las hembras control,
en comparacion con las hembras alimentadas con Ulva (Figura 2-4C). Por el contrario,
el area total cubierta por las mucinas corticales contenidas en las barras corticales de los
ovocitos postvitelogénicos, fue mayor en las hembras alimentadas con Ulva en

comparacion con los controles (Fig. 2-4D).

7.5. Discusion

Los camarones alimentados con Ulva tuvieron mayor nimero de desoves por dia,
nimero de huevos por desove, tasa de eclosion y nimero de nauplios por hembra, lo
cual increment6 la produccion global durante el periodo de muestreo. Cuando se realizo
un seguimiento individual de los parametros reproductivos por hembra, encontramos
que las hembras alimentadas con Ulva tenian mas desoves consecutivos (Fig. 2-1A) y la
produccion de nauplios por desove consecutivo no se redujo (Fig. 2-1B). Esta
disminucién en los controles es similar al agotamiento reproductivo reportado antes en
reproductores L. vannamei durante produccidon comercial, y se caracteriza por una

reduccion en el nimero de desoves por hembra, el nimero de huevos y nauplios por
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desove y la calidad de las larvas al final del ciclo de produccion comercial (Palacios et

al., 1998; 1999a).

Figura 2-2. Micrografias del desarrollo gonadal de hembras de L. vannamei utilizando tincién con
Hematoxilina-eosina. A) Control: ovario en vitelogénesis avanzada en estadio III con ovocitos
previtelogénicos (pro) y ovocitos vitelogénicos tardios (lvo). B) Control: ovario con ovocitos
postvitelogénicos en estadio IV (pvo). C) Ulva: en vitelogénesis avanzada en estadio III con ovocitos
previtelogénicos y ovocitos en vitelogénesis exdgena o tardia (Ivo). IV D) Ulva: ovocitos
postvitelogénicos en estadio IV (pvo); barras corticales (cr); n = nucleo; E) y F) Sudan Negro
tr=triglicéridos ph = fosfolipidos

Se ha teorizado que el agotamiento reproductivo podria ser el resultado del aumento de
GIH de la glandula restante, para compensar la reduccion de GIH inmediatamente
después de la ablacion, con la reduccién concomitante en la produccion de desove y
nauplios (Palacios et al., 1999b). Curiosamente, los reproductores silvestres, incluso
cuando son ablacionados, no presentan un agotamiento reproductivo tan evidente,
presentan mas desoves consecutivos y la produccion de nauplios no se ve tan afectada
por reproducciones consecutivas en comparacion con los reproductores domesticados

(Palacios et al., 1999¢). Aparentemente, los reproductores criados en estanques carecen

51



Inclusion de Ulva clathrata y su efecto sobre desempeiio reproductivo y calidad del desove
en camar6n blanco en condiciones de produccion comercial
TESIS DOCTORAL 2019

de algo que los camarones silvestres tienen, y eso disminuye el agotamiento
reproductivo. Aqui encontramos que los camarones criados en estanques alimentados
con Ulva también presentan un agotamiento menor en comparacion con los controles.
Probablemente, Ulva aporta algin (o algunos) micronutriente (s), al (los) que tienen
acceso los camarones silvestres en el medio natural.

La dieta de maduracion en cautiverio se ha basado tradicionalmente en la composicion
de las gonadas del camaron hembra (Middleditch et al., 1979), pero en la composicion
de macronutrientes, donde los niveles de proteinas y lipidos, particularmente acidos
grasos insaturados, se equiparan con ingredientes naturales, como poliquetos y
moluscos. Sin embargo, hay una variedad de micronutrientes que usa el camarén: Por
ejemplo, los camarones alimentados con biofloc (agregacion de bacterias, microalgas,
protozoos, etc.) tienen un mejor estado de defensa antioxidante (Cardona et al., 2016).
Ademas, los camarones tienen la capacidad de ingerir y digerir activamente microalgas
en suspension (Kent et al., 2011, Varadharajan y Pushparajan, 2013) e incluso prefieren
ingerir material vegetal (algas verdes filamentosas, diatomeas, cianobacterias) que
pellets y restos de animales, incluyendo exuvia (Focken et al., 1998). Es posible que lo
que se conoce como agotamiento reproductivo esté asociado a una reduccion particular
de nutrientes en organismos de cultivo (Palacios et al., 1999¢c). De acuerdo con nuestros
resultados, Ulva puede proporcionar una parte de dichos nutrientes, disminuyendo asi el
agotamiento.

Ulva no tiene altos niveles de proteinas o lipidos, pero contiene polisacaridos sulfatados
(fibra) y minerales. La fibra puede afectar la digestion al mejorar el impacto sobre la
motilidad y las tasas de digestion del intestino delgado y también puede afectar las
secreciones exocrinas del pancreas y el higado (Chater et al., 2015). También puede
modificar la microbiota intestinal en el tracto gastrointestinal (Slavin, 2013) y promover
la produccion de productos finales fermentativos, actuar como agente emulsionante y
antioxidante y modificar el contenido de proteina enlazadora de beta-glucanos (BGBP)
que tiene un doble rol: en el transporte de lipidos y en la respuesta inmune (Li et al.,
2018). Existen otros micronutrientes que Ulva puede suministrar para aumentar el

rendimiento reproductivo, como minerales, lipidos y antioxidantes.
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Figura 2-3. A) Frecuencia previtelogénica, B) Vitelogénica temprana, C) Vitelogénica tardia, D) Frecuencia postvitelogénica (%) en relacion con las
etapas de maduracion durante el desarrollo ovarico de reproductores hembra L. vannamei después de ser alimentados con una dieta control (gris claro)
o Ulva (gris oscuro). Los valores fueron analizados usando un ANOVA anidado y los resultados se expresan como medias + SE. T=Tratamiento;
M=Etapa de maduracion.
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Figura 2-4. A) Area de ovocitos (um) en relacion con los estadios vitelogénicos (Previtelogénesis, vitelogénesis temprana, vitelogénesis tardia,
postvitelogénesis) durante el desarrollo ovarico de hembras L. vannamei alimentadas con una dieta de control (gris claro) o con Ulva (gris oscuro) E =
Etapa de maduracion, T = Tratamiento, TXE = Interaccion. Valores analizados usando un ANOVA anidado. B) Histoquimica (indice de triglicéridos o
fosfolipidos) en ovocitos postvitelogénicos. Valores analizados utilizando un ANOVA de un factor. C) Longitud de las varillas corticales (um) en
ovocitos postvitelogénicos. D) Area de mucinas corticales (um?) en ovocitos postvitelogénicos.
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Yaich et al. (2011) encontraron altos contenidos de magnesio en Ulva; esto es
interesante porque los camarones tienen bajos niveles de magnesio después de un ciclo
reproductivo en un laboratorio comercial en comparaciéon con el camaron silvestre
(Méndez et al., 1999). Por otro lado, la dieta congelada podria perder algunos nutrientes
esenciales en comparacion con una dieta fresca. Congelar los ingredientes puede reducir
la calidad de proteinas, lipidos y minerales (Arannilewa et al., 2005). La composicion
de los ingredientes también puede diferir en relacion con el tiempo de almacenamiento
y el periodo de cosecha (Ashie et al., 2009; Schiener et al., 2015). Si los minerales y los
lipidos se ven afectados por la congelacion, Ulva podria estar proporcionando nutrientes
que originalmente estaban alli, pero que se perdieron. En este sentido, seria interesante
comparar si Ulva tiene el mismo efecto en los pardmetros reproductivos cuando la dieta
es fresca, en comparacion con la dieta congelada. En otros trabajos sobre reproduccion
de camarones con ingredientes frescos, el uso de aditivos ha demostrado que algunos
lipidos, como los HUFA, aumentan la calidad del huevo y la eclosion (Xu et al., 2017);
los carotenoides contenidos en Spirulina aumentan la produccion de huevos en 2%,
produccion de nauplios 5% y tasa de eclosion 2% (Regunathan y Wesley, 2006); y el
alginato de sodio incluido en poliquetos aumenta la supervivencia en larvas, la
produccion de nauplios 17% y la tasa de eclosion 8% (Chung et al., 2011). Es necesaria
una mayor investigacion sobre los micronutrientes que Ulva puede aportar al camaron.

Un resultado muy interesante e inesperado fue el aumento del tamafio de los ovocitos
vitelogénicos tardios y los ovocitos postvitelogénicos en las hembras alimentadas con
Ulva. La vitelogénesis temprana ocurre cuando las reservas bioquimicas almacenadas
en diferentes tejidos se movilizan a la gonada. Esto es concordante con una fuerte
disminucion de carbohidratos en el hepatopancreas en el estadio Il observado aqui, que
corresponde con un aumento de los lipidos en la gonada por el estadio III. La
vitelogénesis tardia ocurre cuando las reservas bioquimicas del alimento se incorporan a
las lipoproteinas, llamadas vitelogéninas y se transportan a la gonada, donde la
vitelogenina se absorbe por endocitosis y se almacena como vitelina (Charniaux, 1985;
Tsukimura, 2001). Varios autores reportaron en P. japonicus (Yano y Chinzei 1987),
Macrobrachium rosenbergii (Lee y Chang 1997), P. aztecus y P. setiferus (Castille y

Lawrence, 1989) que un aumento en el contenido de proteina en las gonadas maduras
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estd relacionado con un rdpido crecimiento de ovocitos durante las ultimas etapas de la
vitelogénesis. Esto coincide con el aumento en el tamafio de los ovocitos vitelogénicos
avanzados y el aumento en la proteina encontrada en el presente trabajo. Si bien
encontramos un efecto significativo en los ovocitos vitelogénicos tardios mediante
histologia, aparentemente Ulva esta afectando los procesos tempranos y tardios, ya que
los niveles de lipidos y proteinas aumentan en la géonada desde la etapa I de maduracion
y el tamafio de los ovocitos aumenta significativamente en la vitelogénesis tardia y en
ovocitos postvitelogénicos, presumiblemente como resultado de una mayor
acumulacion de vitelina. Ademds, hubo mas ovocitos vitelogénicos tardios y
postvitelogenos en los camarones alimentados con Ulva en la etapa II y III de la
maduracion, por lo que no solo fueron mas grandes los ovocitos, sino que también
fueron mas abundantes. Ulva no estd suministrando mas proteina en comparacion con la
dieta control, por lo que el efecto probablemente se asocia a otros mecanismos, cOmo
una mayor transferencia de reservas bioquimicas a la gonada en la vitelogénesis,
aumento de la produccion de vitelogenina y estimulacion hormonal. Otro mecanismo,
como el aumento del reclutamiento de ovocitos, podria ser posible, pero no explican el
aumento del tamafio de los ovocitos individuales. En cualquier caso, una reduccion en
el namero de ovocitos podria aumentar las reservas bioquimicas asignadas a cada
ovocito, pero no se observd disminucion en el nimero de huevos por desove.

Aqui encontramos que las barras corticales eran mas grandes en el camaron control en
comparacion con el camaron alimentado con Ulva (Fig. 2-3C). La formacion de barras
corticales en ovocitos postvitelogénicos es la tltima etapa de maduracion y ocurre justo
antes del desove (Tan-Fermin y Pudadera, 1989). Las barras corticales estan formadas
principalmente por proteinas (70-75%) y carbohidratos (25-30%) (Lynn y Clark, 1987),
asociadas a varias glucoproteinas que se secretan durante la liberacion de ovocitos y
ayuda a la reaccion acrosomica de los espermatozoides, y pueden tener actividad
antimicrobiana (Kruevaisayawan et al., 2007). Como Ulva es rica en polisacaridos,
esperabamos que las barras corticales estuvieran mdas desarrolladas en las hembras
alimentadas con Ulva, sin embargo, es algo mas avanzada en el ovario de camarones del
grupo de control que en Ulva. Sin embargo, cuando se realizo el andlisis del area

ocupada por mucinas en las barras corticales, encontramos que esta area era mas grande
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en las hembras alimentadas con Ulva (Fig. 2-3D). Es posible que el alto contenido de
polisacaridos sulfatados en Ulva esté afectando directamente la formacion de barras
corticales, lo que puede aumentar la eclosion al reducir la poliespermia y la viabilidad
de los nauplios al reducir la contaminacién microbiana. En cualquier caso, esta puede
ser la razon por la que se obtuvo una mayor produccion de nauplios para las hembras
alimentadas con Ulva.

Durante el desarrollo ovarico, el ovocito cambia su composicién para incorporar
cantidades significativas de triglicéridos que se usan durante la etapa lecitotrofica
(Palacios et al., 1998), mientras que los fosfolipidos aumentan debido a la formacion de
nuevas membranas con la division celular. Los triglicéridos son la reserva de energia
mas importante para la embriogénesis y el desarrollo larval, y que estos se transportan
desde el hepatopancreas hasta las gonadas durante el desarrollo ovérico (Ouellet et al.,
1992; Wickins et al., 1995; Palacios et al., 1999b). Estos resultados estan de acuerdo
con lo que hemos obtenido en el presente trabajo al aumentar la proporcion de
triglicéridos en los ovocitos postvitelogénicos con el consumo de Ulva y disminuir los
fosfolipidos, lo que indica un mayor crecimiento por acumulaciéon que por division
celular, ademas coincide con los resultados obtenidos en camarones silvestres
ablacionados, donde la proporcion de triglicéridos y lipidos totales era mas alta en
comparacion con los camarones criados en estanques durante un ciclo de produccion, lo
que indica que hay mads triglicéridos y menos fosfolipidos en las gonadas,
particularmente en las gonadas maduras (Palacios et al., 2000). Se espera que los
fosfolipidos aumenten en los ovocitos si hay una hiperplasia, ya que se forma mas
membrana con cada ovocito, mientras que los triglicéridos aumentan cuando hay
hipertrofia o crecimiento ovocitico, con un aumento del area y una disminucion relativa
de la superficie o fosfolipidos en la membrana. Estos resultados estan de acuerdo con el
aumento en el tamafio de los ovocitos y el aumento en el contenido de lipidos en los
ovarios de hembras alimentadas con Ulva.

La mortalidad fue otro parametro afectado por la inclusion de Ulva. Las hembras
alimentadas con Ulva tuvieron una menor incidencia de mortalidad, mientras que no se
encontraron diferencias para los machos. Curiosamente, cuando las hembras no son

sometidas a ablacidon y puestas en produccion, la mortalidad no se ve afectada por Ulva
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(Corral-Rosales et al., 2018). La ablacion de hembras es una practica comun en los
laboratorios de reproduccion, y si bien la mortalidad se ha reducido considerablemente
con la préactica, sigue siendo un problema, porque incluso si las hembras no mueren
inmediatamente, tienden a verse mas afectadas por condiciones adversas. Por ejemplo,
pueden morir més facilmente después de mudar. Aqui, la muda no se vio afectada por el
consumo de Ulva, ni en estudios previos cuando las hembras no fueron sometidas a
ablacion (Corral-Rosales et al., 2018a), aun incluso cuando la hormona inhibidora de la
muda también se secretada en el tallo de los ojos, al igual que la hormona inhibidora de
las gonadas. Adicionalmente, la muda puede estd regulada por los ecdisteroides y el
metil farnesoato, ambas hormonas estables que pueden almacenarse y usarse durante el
corto periodo de reproduccion en el laboratorio, ya que los ciclos de muda pueden durar
todo un mes (Chang, 1993). La inclusién de U. clathrata al 2% en la dieta para los
reproductores L. vannamei reduce el agotamiento reproductivo y aumenta la produccion
de nauplios y promueve la sobrevivencia en hembras ablacionadas sin afectar la de
machos. El consumo de Ulva aumenta el contenido de lipidos en los ovarios, los
triglicéridos en los ovocitos postvitelogénicos y promueve el desarrollo de ovocitos

tardios vitelogénicos y postvitelogénicos.
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Capitulo 3

8. Acidos grasos, esteroles, compuestos fendlicos y carotenoides en respuesta a la
inclusion dietaria de Ulva clathrata en camarones reproductores Litopenaeus

vannamei

Articulo: Corral-Rosales, D. C., Ricque-Marie, D., Cruz-Suarez, L. E., Arjona, O. y
Palacios, E., (2019). Fatty acids, sterols, phenolic compounds and carotenoid changes in

response to dietary inclusion of Ulva clathrata in shrimp Litopenaeus vannamei

broodstock. Applied Phycology. 00-00.

Anexo 3
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8.1. Resumen

En este estudio se evaluaron los cambios en las reservas de lipidos como resultado de la
suplementacion de 3.8% de harina de Ulva clathrata (basada en el peso seco de todos
los ingredientes) en la dieta fresca para reproductores Litopenaeus vannamei en un
laboratorio larvas comercial. Se analizd el perfil de 4cidos grasos, esteroles,
carotenoides y compuestos fenolicos de los ingredientes de la dieta y de las gonadas, el
hepatopancreas y los musculos de hembras ablacionadas. La harina de Ulva mostr6 una
alta proporciéon de acido palmitico (16:0, 35.5%), su esterol principal fue el
isofucosterol (95%) seguido de fucosterol (1.8%) y su contenido de carotenoides fue de
3.6 mg g". En el calamar el 22:6n-3 fue el principal acido graso con casi el 26%, los
poliquetos presentaron una alta proporcion de 16:0 (17%), el krill mostré una alta
proporcion de 16:0 (23%) y los mejillones tuvieron altas proporciones de 22:6n-3
(37%). El principal esterol de los componentes frescos fue el colesterol (97.0%, 79.1%,
78.6% y 49.4% respectivamente). Los camarones alimentados con la dieta
suplementada con Ulva tuvieron proporciones significativamente mds altas de acido
araquidonico (20:4n-6) en los acilglicéridos de las gonadas maduras (84% de aumento)
en comparacion con las gonadas maduras del grupo control. En los fosfolipidos de las
gonadas maduras, hubo un aumento del 30% de 18:3n-3, 13% de 20:4n-6 y 10% de
acido docosahexaenoico (22:6n-3) en camarones alimentados con Ulva en comparacion
con la dieta control. El 22:6n-3 también aumentd 51% en las reservas de lipidos del
hepatopancreas de camarones alimentados con Ulva en comparacion con el control. Los
carotenoides aumentaron 43% en las gonadas y cinco veces en el hepatopancreas de las
hembras maduras alimentadas con Ulva. En génadas, la proporcion de fucosterol e
isofucosterol pas6 de ser indetectable en controles a 0.3 y 0.2%, respectivamente, en
camarones alimentados con Ulva. No se encontraron diferencias significativas en el
musculo. Los compuestos fenolicos en la gonada fueron mas altos en las gdénadas
maduras en comparacidon con las inmaduras, pero no se encontraron diferencias
significativas en relacion con el consumo de Ulva. Los carotenoides y los compuestos
fendlicos presentes en Ulva podrian actuar como antioxidantes de los acidos grasos
altamente insaturados (HUFA), aumentando la proporcién de 20:4n-6 y 22:6n-3. Sin

embargo, otros mecanismos asociados a estos compuestos y al fucosterol pueden
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sincronizar la maduracion del ovocito y aumentar del transporte de HUFA durante la
vitelogénesis, y en conjunto tener un impacto adicional en el rendimiento reproductivo

de las hembras

8.2. Introduccion

El rendimiento reproductivo en el camarén estd asociado a la nutricion. El suministro
inadecuado de nutrientes durante la nutricion de los reproductores afecta la maduracion
del ovario, la calidad del desove (Wouters et al., 2001a) y la embriogénesis (Harrison,
1990; Pérez-Velazquez et al., 2002). Pocos estudios han logrado tener un buen
rendimiento reproductivo cuando no se incluye una dieta fresca de invertebrados. Esto
es desafortunado, ya que los ingredientes frescos ademds de ser caros, tienen una
variabilidad en su composicion nutricional debido a la época de captura, estado
fisiologico y proceso de conservacion (Cahu et al., 1995; Coman et al., 2011; Kacem et
al., 2011). En contraste, hay reportes que han logrado mantener o incluso aumentar el
rendimiento reproductivo utilizando dietas frescas complementadas con antioxidantes
como 4cido ascorbico, alginato de sodio, biofloc y espirulina, por mencionar algunos
(Regunathan y Wesley, 2006; Chung et al., 2011; Cardona et al., 2016). También se ha
reportado un aumento en la produccion cuando se utilizan lipidos, particularmente
HUFA (Wouters et al., 2001b; Huang et al., 2008; Hoa et al., 2009), como 20:4n-6 (Xu
et al., 2017). Los HUFA se acumulan en grandes cantidades en la goénada de las
hembras durante la maduracion y se transfieren a los huevos donde son esenciales para
la formacion de membranas celulares, 6rganos y como fuente de energia durante el
desarrollo lecitotréfico (Cahu et al., 1995; Wouters et al., 2001b; Vazquez-Boucard et
al., 2004). Previamente, encontramos que la macroalga seca U. clathrata incluida en el
alimento fresco de reproductores durante un ciclo comercial, incrementa la capacidad
reproductiva, medida por el aumento de la tasa de eclosion, la fecundidad y la fertilidad
en hembras con y sin ablacion (Corral-Rosales et al., 2018a). Por otra parte, Ulva sp. es
rica en 18:3n-3 (Carrillo et al., 2008, Serviere-Zaragoza et al., 2014), un acido graso
omega 3 (n-3) que es un precursor de HUFA, como son el 4cido eicosapentaenoico
(20:5n-3) y 22:6n-3, ambos esenciales para el camaron (Izquierdo et al., 2001; Wouters

et al., 2001b). Una dieta deficiente en HUFA n-3 administrada a los camarones durante
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la maduracion tiene un efecto negativo en el desarrollo del ovario, la fecundidad y la
calidad del huevo (Pérez-Velazquez et al., 2002; Mirheydari et al., 2014). Las algas
también son una fuente de compuestos bioactivos que tienen propiedades antioxidantes,
como los florotaninos, los polisacaridos sulfatados, los pigmentos, el fucosterol, las
vitamina C y A y los compuestos fendlicos (Godard et al., 2009; Yildiz et al., 2012;
Elizondo-Reyna et al.,, 2016): Los HUFA son propensos a la oxidacion y los
antioxidantes pueden prevenir esta oxidacion (Coman et al., 2011; Wang et al., 2015).
En el presente capitulo, analizamos el efecto de incorporar la harina de U. clathrata en
la dieta de reproductores de camaron sobre los acidos grasos, el contenido de esteroles y
carotenoides en tejidos de hembras durante un ciclo de maduracion en un laboratorio

comercial.

8.3. Materiales y métodos

8.3.1. Diseiio experimental y U. clathrata

Las condiciones de maduracion, y la obtencion y preparacion de la dieta con Ulva se
muestran en el Capitulo 1, la obtencion de las muestras y la captura de hembras se

muestran en el Capitulo 2.

8.3.2. Coleccion de muestras

Al inicio del bioensayo se tomd una muestra representativa de harina de Ulva y de los
ingredientes frescos congelados y se mantuvieron a -80°C para su posterior analisis. Al
final del ciclo de produccion (45 dias) 12 hembras por tratamiento, seleccionadas en dos
etapas de maduracion diferentes: 6 inmaduras y 6 maduras fueron muestreadas para el
analisis de lipidos. Las hembras enteras se congelaron en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -80°C para su posterior analisis. Las muestras de gonada, hepatopancreas
y musculo de hembras congeladas se diseccionaron sobre una placa congelada, las
muestras de los tejidos diseccionados y los ingredientes de la dieta fresca fueron
pesados y preparados para el analisis de acidos grasos, esteroles, actividad antioxidante

y carotenoides.
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8.3.3. Analisis de lipidos

8.3.3.1. Extraccion de lipidos
Se pesaron aproximadamente 100 mg de muestra de tejido fresco en un vial de 8 mL
con tapa de teflon y se agregd 6 mL de solucion de Folch (una mezcla de cloroformo
metanol 2:1 v/v), 10 puL de antioxidante BHT (2, 6—di-ter-butyl-p-cresol) y 10 uL del
estandar interno C23:0 (Acido Tricosanoico). Posteriormente la muestra se agitd unos

instantes con un vortex, y se dejo reposar durante 24 horas a —20 °C.

8.3.3.2. Determinacion de lipidos por gravimetria
Se colocaron tubos de borosilicato de 10 mL en un horno de temperatura controlada a
80°C por 24 horas (como minimo), hasta peso constante. Se colocaron los tubos en un
desecador y se dejaron enfriar por 1 hora. Se registro el peso de cada uno de los tubos.
Posteriormente se agregd 2 mL del extracto lipidico (obtenido por el método de Folch)
y se evaporo a sequedad con gas nitrogeno. Se colocaron los tubos nuevamente en el
horno de temperatura controlada a 30°C por 24 h y al finalizar el tiempo se colocaron en

un desecador por 1 hora, finalmente se registro el peso de cada tubo mas los lipidos

8.3.3.3. Analisis de carotenoides
La muestra se disgregé utilizando un homogeneizador de vidrio y se sonico en un bafo
con hielo por 15 minutos. De los 6 mL, 1 mL se tomd para el analisis de carotenoides
que se filtr6 usando una micro columna de silica y eluyendo con 10 mL de solucion
Folch. Se concentr6 la muestra en un evaporador de solventes (Jouan) hasta
aproximadamente 1 mL y luego en viales de 2 mL a sequedad con gas nitrogeno. La
muestra se resuspendio en acetona (grado HPLC, Fermont-6015) y se analizé6 en un
espectrofotometro multiskan, midiendo la absorbancia a las siguientes longitudes de
onda: 470, 653 y 666 nm, utilizando como blanco acetona grado HPLC, y aplicando las
cuantificaciones propuestas por Wellburn (1994).
Clorofila a = 15.68 (Abs 666) - 7.34 (Abs 653) ug mL!
Clorofila b =27.05 (Abs 653) - 11.21 (Abs 666) pg mL™!
Carotenoides totales = 1000 (Abs 470) - 2.86 (clorofila a) - 129.2 (clorofila b) pg mL™
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8.3.3.4. Analisis de acidos grasos en lipidos neutros y polares

Se prepararon micro-columnas utilizando pipetas Pasteur empacadas con fibra de vidrio
y 3 cm silica hidratada al 6%, y se vortexearon para acomodar las particulas de silice.
La muestra (3 mL) se evapord a 0.5 mL utilizando nitrégeno gaseoso y se paséd por la
columna, eluyendo con 10 mL de cloroformo—metanol 98:2 (v/v) para lipidos neutros;
seguida de 15 mL de metanol para lipidos polares. El volumen total de los lipidos
neutros y polares, se dividid en dos partes iguales. Una parte se utilizd para la
determinacion de acidos grasos metil esterificados y la otra (5 mL LN y 7.5 mL LP)
para analisis de esteroles.

Los extractos obtenidos de lipidos totales se evaporaron a sequedad con nitrégeno
gaseoso y trans-esterificados con 800 pL de Trifloruro de Boro-metanol (BF;-CH3;0H)
a 85°C por 15 min. Se dejaron enfriar y se les agregd 1 mL de hexano y fueron lavados
afladiendo 1.5 mL de agua destilada. Después de agitar y separar las dos fases por
centrifugacion (2,000 rpm x 5 min a 5 °C), la fase inferior (Agua destilada+ BF;-
CH;0H + restos de carbohidratos) se separd de la fase superior (hexano + acidos grasos
metil-esterificados), repitiendo el lavado dos veces. Posteriormente se recuperd el
hexano y se analizaron los FAME en un cromatdgrafo de gases (CG) marca Agilent
Technologies 6890N equipado con un detector de ionizacion de flama (FID); utilizando
una columna: DB-23 de Silica fundida; (50%-Cianopropil)-metilpolisiloxano de 30m L
x 0.25mm ID x 0.25um espesor de pelicula, J&W Scientific. Se usé gases acarreadores:
hidrégeno, nitrogeno y aire; grado cromatografico (INFRA). La identificacion de cada
acido graso metil-esterificado se corrobord comparando el tiempo de retencion de la
muestra contra estdndares externos (SIGMA). La concentracion se calculd en base con

el area del estandar interno (23:0, SIGMA).

8.3.3.5. Analisis de esteroles
Se tomaron 2 mL del extracto de lipidos, se evaporaron a sequedad y se esterificaron
agregando a cada muestra 2000 pL de metdxido de sodio en 0.5 M de metanol, con
agitacion constante por 90 minutos a temperatura de ambiente. Posteriormente se
agregd 1,200 pL de hexano y 2 mL de agua previamente extraida con hexano y se agitd

por 10 minutos. Se centrifugd a 2000 rpm por 5 minutos a 5°C. La muestra se separd en
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dos fases. Se desechd la parte inferior (metanol + sodio + impurezas); dejando
unicamente el hexano que contiene los esteroles. Este proceso de lavado se repitio
varias veces. Finalmente, se recuperaron los esteroles mas hexano y se transfirieron a
un vial &mbar de 2 mL y almacenaron a -20°C para inyectarlos al CG.

Los esteroles se analizaron en un CG marca Agilent Technologies 6890N con detector
de ionizacion de flama (FID); utilizando una columna capilar Rtx®-65 de Silica fundida
(Crossbond «65%-difenil-35% dimetil polisiloxano) de 15 m de longitud x 0.25 de
espesor de pelicula x 0.25 mm de didmetro interno (Restek). Se usé hidrogeno como gas
acarreador a presion constante de 50 psi y una rampa de temperatura de 50-260°C. La
identificacion de los esteroles se realizd6 comparando el tiempo de retencion del
cromatograma de la muestra con los estandares externos (Brasicasterol, Sigma, B4936;
Campesterol, Sigma, C5157; B-Sitosterol, Sigma, S9889; Fucosterol, Sigma, F5379;
Colesterol, Sigma, C8667; Estigmasterol, Sigma, S2424; Dihidro-colesterol, Sigma,
D6128), y la cuantificacion en base al estandar interno de la muestra (Colestano, Marca

Sigma, D6128).

8.3.4. Analisis de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos en goénada, musculo y hepatopancreas de hembras
reproductoras se determinaron colocando 200 mg de tejido en viales Eppendorf con 1
mL de etanol al 80% (v/v) y se incubaron a 70 °C durante 1 h. Las muestras se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min. Posteriormente se tomo una alicuota de 200
puL de extracto de muestra y se adicionaron 50 pL. de reactivo Folin-Ciocalteu 365, se
incubaron por 3 min y se les adicion6 750 puL de carbonato de sodio (Na,COs3) al 7.5%
(p/v). La reaccion se incubd a temperatura ambiente en la oscuridad durante 2 h y la

absorbancia se leyo a 765 nm de acuerdo con el método de Cabello-Pasini et al. (2011).

8.3.5. Analisis estadistico

Se utilizaron andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) utilizando el tratamiento (T:
con dos niveles, con o sin Ulva) y el estadio de maduracion (E: dos niveles, maduro e
inmaduro) para los 4acidos grasos, esteroles y variables de compuestos fenolicos,
seguido de una prueba post-hoc de Tukey para la comparacion de medias cuando se
encontr6 un efecto significativo (STATISTICA Software, version 8.0). Adicionalmente
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se realizaron andlisis de regresion lineal para determinar las correlaciones entre los

acidos grasos, los esteroles y los carotenoides de gonadas y hepatopancreas.

8.4. Resultados

8.4.1. Acidos grasos de Ulva y de los ingredientes de la dieta fresca

Los perfiles de acidos grasos de U. clathrata y de los ingredientes de la dieta fresca para
maduracion se muestran en la Tabla 3-1. Ulva presentd una alta proporcion de acido
palmitico (16:0, 35.5%), seguido de 18:3n-3 (11.1%) y é4cido linoleico (18:2n-6, 8.1%).
Entre los acidos grasos esenciales, solo 20:5n-3 y 20:4n-6 estuvieron por encima del
1%, mientras que los niveles de 22:6n-3 fueron muy bajos (0.1%).

En el calamar, 22:6n-3 fue el principal acido graso con casi el 28.7%, seguido de 16:0
(25.8%) y 20:5n-3 (15.8%). Los poliquetos presentaron una alta proporcion de 16:0
(17.2%), 18:1n-9 (14.3%), 18:2n-6 (11.5%) y 20:5n-3 (7.2%). EI krill mostrd una alta
proporcion de 16:0 (23.3%) seguido de 20:5n-3 (13.9%) y 18:1n-9 (10.3%). En los
mejillones, el cido graso principal fue 22:6n-3 (36.8%), seguido de 20:5n-3 (15.5%).
El esterol principal en Ulva fue isofucosterol (95%) seguido de fucosterol (1.8%). En el
calamar, el poliqueto, el krill y el mejillon, el esterol mas abundante fue el colesterol
con 97.0%, 79.1%, 78.6% y 49.4% respectivamente. Los compuestos fendlicos solo se
analizaron en Ulva, mientras que los carotenoides se analizaron en todos los

ingredientes, pero se detectaron principalmente en Ulva (3.6 mg g™') y kril (2.1 mg g™).

8.4.2. Acidos grasos de la fraccién neutra y polar de génadas
Las proporciones de acidos grasos de la fraccion neutra de las gonadas de hembra

maduras e inmaduras se presentan en la Tabla 3-2.
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Tabla 3-1. Acidos grasos (% del total), esteroles (% del total), carotenoides (mg g™) y lipidos totales (mg
g"') medidos en harina de U. clathrata e ingredientes frescos utilizados en la dieta (Medias + ES).

Pardmetro Ulva Calamar Poliqueto Kril Mejillon
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

16:0 355 £ 1.1 258 £ 2.0 172 £ 35 233 £ 2.1 136 £ 0.3
18:0 0.6 = 0.0 53 + 0.1 43 £+ 03 1.5 £ 02 27 £ 0.0
20:0 0.6 + 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 + 0.0
16:1n-9 62 + 1.0 04 + 0.1 1.5 £ 0.1 0.6 = 0.1 26 + 0.6
16:1n-7 40 + 0.1 1.1 + 0.1 44 + 12 43 £ 13 43 + 0.0
17:1n-8 38 + 0.1 0.0 = 0.0 02 + 0.1 04 + 0.1 0.0 + 0.0
18:1n-9 13 + 0.0 32 £ 02 143 + 8.5 103 £+ 1.1 1.6 £ 0.1
18:1n-7 69 + 04 20 £+ 0.1 6.1 + 2.1 75 £ 1.5 1.6 £ 0.0
20:1n-9 02 + 0.0 43 + 02 32 +£ 04 0.7 £ 0.0 21 +£ 03
20:1n-7 0.1 = 0.1 02 + 0.1 28 £ 0.6 05 £ 0.0 28 £ 04
18:2n-6 8.1 £ 0.1 05 £ 02 11.5 £ 39 20 £ 0.5 13 + 0.1
18:3n-6 1.0 £ 0.0 0.1 = 0.0 0.1 = 0.0 02 = 0.0 0.1 + 0.0
18:3n-3 11.1 £ 0.2 02 £+ 0.0 21 £ 05 23 + 04 1.6 £ 0.0
20:2n-6 0.1 + 0.0 04 + 0.1 7.1 + 2.1 0.1 £ 0.0 04 + 0.0
20:3n-3 0.0 £ 0.0 0.5 = 0.0 0.6 = 0.2 03 = 0.0 04 + 0.0
20:4n-6 1.1 £ 02 1.8 £ 0.6 21 £ 04 03 £+ 0.0 22 + 0.6
20:5n-3 1.8 £ 0.1 158 £ 1.1 72 + 0.6 139 £ 0.8 155 £ 0.7
22:6n-3 0.1 £+ 00 287 = 2.1 1.8 + 0.1 87 + 0.7 36.8 + 1.1
> Saturados 437 + 1.1 359 £ 25 245 £ 37 390 = 2.7 193 £ 0.1
S>MUFA 25.1 £ 09 140 £ 1.0 39.1 £ 32 261 + 0.8 17.1 + 1.6
>PUFA 312 £ 08 501 £ 36 364 = 05 349 + 33 635 £ 1.4
S>HUFA 104 £ 03 483 £+ 4.0 142 = 1.7 295 £+ 2.1 598 + 1.3
n-3/n-6 1.0 £ 0.0 105 £ 0.0 0.6 = 0.0 34 + 0.0 78 + 0.6
DHC ND 30 £ 0.6 47 + 14 89 + 1.6 109 + 0.2
Colesterol 04 + 0.0 97.0 + 0.7 79.1 £ 5.5 786 + 3.6 494 £ 1.0
BRS 0.1 = 0.1 ND 36 £ 14 ND 12.1 + 0.7
Campesterol 02 += 0.0 ND 78 £ 1.3 125 + 2.0 43 + 0.1
Stigmasterol 1.0 + 0.1 ND 1.9 + 0.7 ND 176 £ 0.8
B-Sitosterol 1.4 £ 0.0 ND 28 £ 0.8 ND 55 £ 0.1
Fucosterol 1.8 = 0.0 ND ND ND ND

Isofucosterol 95.0 = 0.1 ND ND ND ND

Carotenoides 36 £ 1.1 ND 0.1 £ 0.0 21 £ 04 06 + 0.1
Lipidos totales 318 £ 72 70.1 £ 88 63.6 £ 9.8 645 £ 20 75.0 £ 2.0

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; HUFA: acidos grasos
altamente insaturados; DHC: deshidrocolesterol; BRS: Brassicasterol, PC: compuestos fendlicos. ND: no
detectado.
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Tabla 3-2. Perfil de acidos grasos de la fraccion neutra de gonadas (% del total, media £ ES) de
reproductores hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado
de maduracion, en un periodo experimental de 45 dias.

Estadio Inmadura (n=12) Madura (n=12) ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
16:0 289 £ 2.0a 383 + 23b 256 = 2.0a 27.1 £ 2.0a ¥k % NS
18:0 7.3 + 0.7ab 9.9 £ 0.8b 6.9 = 0.7ab 6.7 £ 0.7a * NS NS
20:0 0.5 £ 0.1a 0.8 = 0.1b 0.5 £ 0.1a 0.5 £ 0.1a * NS NS
16:1n-9 14 £ 0.1a 1.0 £ 0.2a 1.5 £ 0.1b 1.6 = 0.1b * NS NS
16:1n-7 10.7 £ 0.8a 6.1 £ 09 11.7 £ 0.8a 9.8 £ 0.8a * % NS
17:1n-8 0.8 £ 0.1 0.7 £ 0.1 0.8 £ 0.1 1.1 £ 0.1 NS NS NS
18:1n-9 159 £ 0.7a 105 £ 09b 16.0 =+ 0.7a 13.5 £ 0.7ab NS ** NS
18:1n-7 5.1 £ 0.3a 33 £ 0.3b 54 £ 03a 5.1 £ 0.3a Rk *
20:1n-9 1.6 £ 0.2a 1.2 + 0.3a 23 + 0.2b 2.6 + 0.2b ** NS NS
20:1n-7 0.6 £ 0.1a 04 + 0.1b 0.7 £ 0.1a 0.5 £ 0.1b NS ** NS
18:2n-6 1.6 £ 02 1.7 £ 0.2 1.8 £ 0.2 1.7 £ 0.2 NS NS NS
18:3n-6 02 £ 0.0 02 = 0.0 02 + 0.0 02 = 0.0 NS NS NS
18:3n-3 1.6 £ 0.2 20 £ 0.2 1.9 £+ 0.2 21 £ 02 NS NS NS
20:2n-6 0.5 £ 0.1 0.5 £ 0.1 0.6 = 0.1 0.5 £ 0.1 NS NS NS
20:3n-3 04 £ 0.0 03 £ 0.0 04 £ 0.0 04 £ 0.0 NS NS NS
20:4n-6 3.0 £ 0.3a 3.0 £ 0.4a 2.5 + 0.3a 46 + 03b NS **  **
20:5n-3 8.6 £ 0.7 82 + 0.8 87 £ 0.7 86 £ 0.7 NS NS NS
22:6n-3 77 £ 0.7 83 + 0.8 8.8 £ 0.7 9.7 £ 0.7 NS NS NS
> Saturados 382 £ 2.7a 51.1 =+ 3.1b 344 = 2.7a 358 + 2.7a ¥k % NS
SMUFA 37.1 £ 109a 238 £ 22b 392 + 109a 351 = 1.9a Rk *
>PUFA 247 + 1.3a 250 £ 1.5a 264 + 1.3a 29.1 + 1.3b * NS NS
>HUFA 20.1 £ 1.1a 20.1 £ 1.3a 212 + 1.la 239 + 1.1b * NS NS
n-3/n-6 30 £ 03 3.1 £ 03 3.0 £ 03 25 + 03 NS NS NS

*Diferencias significativas (P<0.05); **Diferencias altamente significativas (P<0.01); letras diferentes
indican diferencia significativa entre medias. Ver tabla 3-1 para nomenclatura.

En la fraccion neutra de las gonadas se encontraron diferencias significativas en las
hembras en relacion con la etapa de maduracion para 16:0, 18:0, 20:0, 16:1n-9, 16:1n-7,
18:1n-7, 20:1n-9, suma de saturados, MUFA, PUFA y HUFA, siendo el 16:0 y el 20:0
mayores en hembras inmaduras con Ulva 40% y 60% respectivamente, el 18:0 fue
mayor en hembras inmaduras con un valor de 9.9% y menor en hembras maduras con
Ulva con 6.7%. El 16:1n-9 fue mayor en las hembras maduras 25%, el 16:1n-7 y el
18:1n-7 fueron menores en las hembras inmaduras con Ulva con valores de 6.1%, 3.3%
respectivamente y el 20:1n-9 fue mayor en las hembras maduras un 70%.

En camarones alimentados con Ulva, se encontraron diferencias significativas para

16:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7, 20:In-7, 20:4n-6, suma de saturados y MUFA
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presentando todos mds altos porcentaje al ser alimentados con Ulva. La interaccion fue
significativa para 18:1n-7, 20:4n-6 y MUFA. El 20:4n-6 aumento significativamente en
las hembras maduras alimentadas con Ulva 64% en comparacion con las hembras
inmaduras, sin diferencias en las hembras inmaduras independientemente del
tratamiento.

Los é4cidos grasos saturados fueron significativamente mas altos en las hembras
inmaduras alimentadas con Ulva en comparacion con las hembras maduras (51.1% vs.

38.2% en inmaduras y 35.8% vs. 34.4% en maduras), mientras que se encontr6 el efecto
opuesto para MUFA (37.1% vs. 23.8%; 39.2% vs. 35.1%).

La proporcion de acidos grasos de la fraccion polar de las gonadas de hembras maduras
e inmaduras se presenta en la Tabla 3-3. Se encontraron diferencias significativas en las
hembras en relacion con la etapa de maduracion para 16:1n-9, 22:6n-3, PUFA y HUFA.
El 16:1n-9 fue mayor en hembras maduras con Ulva con un valor de 0.6% y menor en
inmaduras controles con 0.3%, el 22:6n-3 fue mayor en maduras con un valor de 9.1% y
menor en inmaduras con Ulva con 6.5%.

En camarones alimentados con Ulva, se encontraron diferencias significativas para
18:3n-3, 20:4n-6 y la relacion n-3/n-6. Siendo el 18:3n-3 y el 20:4n-6 mayores en
hembras alimentadas con Ulva 50% y 17% y la n-3/n-6 menor 25%. Solo el 22:6n-3
tuvo una interaccidn significativa entre la etapa de maduracion y el tratamiento, con
valores mas bajos en inmaduras (6.5%) y valores mas altos (9.1%) en hembras maduras
alimentadas con Ulva, y valores intermedios en camarones alimentados con la dieta

control (8%, 8.3% respectivamente).

8.4.3. Acidos grasos de la fraccion neutra y polar del hepatopancreas

Las proporciones de acidos grasos de la fraccion neutra del hepatopancreas de hembras
maduras e inmaduras se presentan en la Tabla 3-4. No hubo diferencias significativas
entre los dacidos grasos en relacion con la etapa de maduracion, tampoco fue
significativa la interaccion entre la etapa de maduracion y el tratamiento en los lipidos

neutros del hepatopéancreas.
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Tabla 3-3. Perfil de acidos grasos de la fraccion polar de gonadas (% del total de acidos grasos, medias =
ES) de hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de
maduracion, en un periodo experimental de 45 dias

Estadio Inmadura Madura ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
16:0 23.1 £ 0.5 23.6 £ 0.6 22.1 £ 0.5 23.1 £ 06 NS NS NS
18:0 109 + 04 108 £ 0.5 120 £+ 04 114 £ 05 NS NS NS
20:0 03 = 0.0 03 £ 0.0 03 £ 0.0 03 £ 0.0 NS NS NS
16:1n-9 03 + 0.1a 04 + 0.1ab 0.5 £ 0.1ab 0.6 £ 0.1b * NS NS
16:1n-7 88 = 03 82 + 04 81 £ 03 82 £ 04 NS NS NS
17:1n-8 0.7 £ 0.2 0.7 £ 02 09 £ 0.2 0.8 £ 02 NS NS NS
18:1n-9 179 + 04 172 £ 0.5 168 £+ 04 163 £ 05 NS NS NS
18:1n-7 57 £ 0.5 6.5 £ 0.6 57 £ 05 53 £ 0.6 NS NS NS
20:1n-9 22 £ 03 25 + 04 30 £ 03 25 £ 04 NS NS NS
20:1n-7 08 £ 0.2 05 £ 02 06 £ 0.2 0.5 £ 02 NS NS NS
18:2n-6 1.6 £ 0.1 20 £ 02 1.6 £ 0.1 1.7 £ 02 NS NS NS
18:3n-6 02 £ 0.0 03 £ 0.0 02 £ 0.0 03 £ 0.0 NS NS NS
18:3n-3 1.2 £ 0.1a 1.9 + 0.1b 1.3 £+ 0.1a 1.7 £ 0.1b NS * NS
20:2n-6 0.6 £ 0.1 0.7 £ 0.1 0.8 £ 0.1 0.7 £ 0.1 NS NS NS
20:3n-3 04 = 0.0 04 £ 0.0 04 £ 0.0 04 £ 0.0 NS NS NS
20:4n-6 29 + 0.2a 35 + 0.3b 3.1 £ 0.2a 35 £ 03b NS * NS
20:5n-3 94 £ 0.6 83 £ 0.7 9.5 £ 0.6 88 £ 0.7 NS NS NS
22:6n-3 8.0 £ 0.5ab 6.5 + 0.5a 83 + 0.5ab 9.1 £ 0.5b ** NS *
> Saturados 36.2 £ 0.7 373 £ 0.8 36.6 £ 0.7 371 £ 0.8 NS NS NS
S>MUFA 384 + 1.1 376 £ 1.2 372 + 1.1 358 £+ 1.2 NS NS NS
>PUFA 254 + 1.1 251 £ 13 263 + 1.1 27 £ 13 * NS NS
>HUFA 21.1 £ 09 195 + 1.1 21.6 £ 0.9 219 + 1.1 * NS NS
n-3/n-6 3.0 £+ 0.2a 22 + 0.2b 29 + 0.2a 28 + 02a NS * NS

Ver tabla 3-2

Se presentaron diferencias significativas en relacion con el tratamiento, siendo mas
bajos las proporciones de 16:1n-7, 18:1n-9 y 18:2n-6 (P<0.05) en las hembras que
consumieron Ulva, mientras que la proporcion del 22:6n-3 los PUFA y HUFA
aumentaron (39%, 22% y 30%) en la fraccidon neutra de hepatopancreas de las hembras
alimentadas con Ulva.

En la fraccion polar de los lipidos del hepatopancreas (Tabla 3-5), solo el 20:5n-3 se vio
significativamente afectado por la etapa de maduracion y la interaccion, con niveles
reducidos en hembras inmaduras alimentadas con Ulva (14.1%) en comparacion con los

otros tratamientos (15.4-15.8%).
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Tabla 3-4. Perfil de acidos grasos de la fraccion neutra del hepatopancreas (% del total, medias + ES) de
hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de maduracion,
en un periodo experimental de 45 dias

Estadio Inmadura Madura ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
16:0 198 £+ 29 167 + 2.8 224 £ 29a 165 = 2.4 NS NS NS
18:0 81 £ 13 72 £ 1.2 70 £ 13 60 £ 13 NS NS NS
20:0 02 + 0.0 03 =+ 0.0 02 =+ 0.0 03 £ 00 NS NS NS
16:1n-9 1.9 £ 03 1.8 £ 03 14 £ 03 21 £ 03 NS NS NS
16:1n-7 48 + 0.4b 3.8 £ 0.3a 49 + 0.3b 35 £ 03a NS * NS
17:1n-8 04 + 0.1 02 + 0.1 02 + 0.1 03 + 0.1 NS NS NS
18:1n-9 74 £ 0.5b 6.2 £ 0.6a 79 £ 0.5b 55 £ 052 NS * NS
18:1n-7 50 £ 04 42 + 03 47 + 04 46 + 04 NS NS NS
20:1n-9 37 £ 0.3b 29 + 0.3a 32 £ 0.3b 34 £ 03b NS * NS
20:1n-7 1.5 £ 05 1.1 £ 05 1.6 £ 0.5 1.1 £ 05 NS NS NS
18:2n-6 1.7 £ 0.2a 1.8 £+ 0.2a 2.0 + 0.2b 1.5 £ 02a NS * NS
18:3n-6 02 + 0.0 0.1 £ 0.0 02 £ 0.0 02 £ 0.0 NS NS NS
18:3n-3 1.8 £ 0.5 23 + 06 23 + 05 1.6 £ 0.6 NS NS NS
20:2n-6 1.0 £ 0.1a 1.2 £ 0.1b 1.0 £ 0.1a 1.3 £ 0.1b NS * NS
20:3n-3 0.7 £ 0.1 09 = 0.1 0.7 £ 0.1 0.8 £ 0.1 NS NS NS
20:4n-6 33 £+ 05 39 £ 0.5 29 + 05 3.7 £ 05 NS NS NS
20:5n-3 116 £ 1.5 133 £+ 1.5 115 £ 1.5 132 £ 1.5 NS NS NS
22:6n-3 148 £+ 1.7a 188 £ 1.7b 13,6 =+ 1.7a 206 =+ 1.7b NS ** NS
> Saturados 322 £ 22b 275 £ 27a 333 £ 2.7b 262 + 22a NS ** NS
>MUFA 311 £ 1.1 282 + 1.1 206 £ 1.1 285 + 1.1 NS NS NS
>PUFA 368 £+ 23a 444 + 23b 37.1 £ 23a 453 + 23b NS ** NS
>HUFA 312 £+ 27a 382 + 27b 297 £ 27a 398 + 27b NS ** NS
n-3/n-6 42 + 0.8 45 + 0.8 43 + 0.8 45 + 0.8 NS NS NS

Ver tabla 3-2

8.4.4. Acidos grasos de la fraccion neutra y polar de misculo

Las proporciones de 4cidos grasos en la fraccion neutra y polar en el musculo de
hembras maduras e inmaduras se presentan en las Tablas 3-6 y 3-7, respectivamente,
donde se puede notar que no hubo cambios significativos en relacion con el consumo

de Ulva o la etapa de maduracion.
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Tabla 3-5. Perfil de 4cidos grasos de la fraccion polar del hepatopancreas (% del total, medias + ES) de
hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de maduracion,
en un periodo experimental de 45 dias.

Estadio Inmaduras Maduras ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
16:0 178 £ 1.0 193 £ 1.0 196 £+ 08 19.0 =+ 1.1 NS NS NS
18:0 101 + 08 110 + 08 113 + 07 103 £+ 09 NS NS NS
20:0 02 +£ 00 02 <+ 00 02 <+ 00 02 <+ 00 NS NS NS
15:1n-8 1.1+ 0.1 1.1+ 01 12 <+ 0.1 1.3 + 0.1 NS NS NS
16:1n-9 14 =+ 01 14 £ 01 13 £ 0.1 1.5 <+ 0.1 NS NS NS
16:1n-7 47 + 04 41 + 04 41 + 04 48 £ 05 NS NS NS
17:1n-8 04 +£ 02 01 £ 02 02 £ 02 02 £ 02 NS NS NS
18:1n-9 97 +£ 05 92 +£ 05 91 <+ 04 87 <+ 06 NS NS NS
18:1n-7 44 + 04 45 <+ 04 39 £+ 03 45 £+ 04 NS NS NS
20:1n-9 23 £ 02 22 £ 02 19 £+ 02 25 £+ 03 NS NS NS
20:1n-7 04 +£ 01 04 <+ 01 03 £ 01 03 <+ 0.1 NS NS NS
18:2n-6 14 £ 0.1 1.6 £ 01 16 £ 0.1 1.4 =+ 0.1 NS NS NS
18:3n-6 02 + 00 02 £+ 00 02 £+ 00 02 + 00 NS NS NS
18:3n-3 1.1 +£ 02 16 + 02 15 +£ 02 12 + 03 NS NS NS
20:2n-6 07 + 00 08 + 00 07 <+ 00 08 <+ 00 NS NS NS
20:3n-3 05 +£ 00 05 =+ 00 04 £ 00 05 =<+ 0.1 NS NS NS
20:4n-6 48 + 04 47 <+ 04 47 £+ 03 45 £+ 04 NS NS NS
20:5n-3 155 £ 03b 141 + 03a 154 =+ 03b 158 £ 03b * NS **
22:6n-3 186 + 08 174 + 08 17.7 + 07 181 £+ 09 NS NS NS
> Saturados 309 £+ 15 335 + 15 340 + 13 322 + 17 NS NS NS
>MUFA 251 + 15 237 + 15 226 + 13 242 £+ 17 NS NS NS
>PUFA 440 + 07 428 + 07 435 +£ 07 436 £ 09 NS NS NS
>HUFA 40.1 + 07 381 + 07 391 4+ 06 395 + 08 NS NS NS
n-3/n-6 49 £ 03 43 £ 03 49 £+ 03 50 £+ 04 NS NS NS

Ver tabla 3-2

8.4.5. Esteroles determinados en gonada, hepatopancreas y misculo

Los esteroles analizados en gonadas, hepatopancreas y musculos se muestran en la
Tabla 3-8; en gonadas el consumo de Ulva aumento significativamente la proporcion de
fucosterol e isofucosterol en las hembras, independientemente del estado de madurez
desde niveles no detectables hasta un promedio de 0.3%, 0.2%, respectivamente. La
proporcion de los esteroles restantes en la gonada no se vid afectada por la etapa de

maduracion o por el consumo de Ulva.
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Tabla 3-6. Perfil de acidos grasos de la fraccion neutra de musculo (% del total, medias + ES) de hembras
L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de maduracion, en un
periodo experimental de 45 dias.

Estadio Inmaduras Maduras ANOVA

Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
16:0 168 £ 0.5 168 = 0.6 163 £+ 06 169 + 05 NS NS NS
18:0 11.5 £ 0.5 12.1 £ 0.6 123 £+ 06 109 £ 05 NS NS NS
20:0 02 £ 0.0 02 £ 0.0 02 £ 0.0 02 £ 00 NS NS NS
16:1n-9 1.1 £ 0.1 1.0 £ 0.1 1.1 £ 0.1 1.0 £ 0.1 NS NS NS
16:1n-7 2.7 £ 0.1 25 + 02 23 £ 0.2 27 £ 0.1 NS NS NS
17:1n-8 02 + 0.1 03 + 0.1 03 + 0.1 05 £ 0.1 NS NS NS
18:1n-9 84 £ 09 86 £ 1.0 80 £ 1.0 94 £ 09 NS NS NS
18:1n-7 25 £ 0.1 26 £ 0.1 23 £ 0.1 25 £ 0.1 NS NS NS
20:1n-9 1.2 £ 0.1 1.1 £ 0.1 1.0 £ 0.1 1.2 £ 0.1 NS NS NS
20:1n-7 03 £ 0.0 02 =+ 0.0 02 £ 0.0 03 £ 00 NS NS NS
18:2n-6 54 £ 03 59 £ 03 64 + 03 6.1 £ 03 NS NS NS
18:3n-6 0.1 £ 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 £ 000 NS NS NS
18:3n-3 1.2 £ 0.1 1.3 £ 0.1 1.3 £ 0.1 12 £ 0.1 NS NS NS
20:2n-6 0.8 £ 0.0 0.8 £ 0.1 0.8 = 0.1 0.8 £ 00 NS NS NS
20:3n-3 02 £ 0.0 02 £ 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 £ 00 NS NS NS
20:4n-6 43 + 0.2 45 + 02 43 + 0.2 42 + 02 NS NS NS
20:5n-3 135 £+ 0.6 134 = 0.7 135 £+ 07 125 £ 06 NS NS NS
22:6n-3 128 £ 03 120 £ 03 114 + 03 114 + 03 NS NS NS
> Saturados 313 £ 0.8 321 = 09 318 £ 09 305 £ 08 NS NS NS
>MUFA 288 + 1.1 280 + 1.3 283 + 13 305 + 1.1 NS NS NS
>PUFA 398 £ 1.0 399 + 1.1 399 £+ 1.1 390 £ 1.0 NS NS NS
>HUFA 320 £ 09 315 = 1.0 311 £ 1.0 306 £ 09 NS NS NS
n-3/n-6 24 + 0.1 22 £ 0.1 2.1 £ 0.1 20 £ 0.1 NS NS NS

Ver tabla 3-2

En el hepatopéancreas, el colesterol fue mayor en las hembras maduras (97.5%) en
comparacion con las hembras inmaduras (95.2%), sin efecto del tratamiento, mientras
que el estigmasterol disminuyo6 en las hembras maduras de 0.9% a 0.5%. El fucosterol
se elevo desde niveles no detectables en el hepatopancreas de hembras alimentadas con
la dieta control hasta niveles detectables con la dieta con Ulva (0.2% en hembras
inmaduras y 0.1% en maduras). La proporcion de isofucosterol presento diferencias
significativas solo para el Tratamiento pero no para la Estadio de maduracion,
aumentando su proporcion en hembras inmaduras alimentadas con Ulva de 0.2 2 0.5% y

en maduras de 0.5 a 0.8%.
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En el musculo, solo el contenido de fucosterol se vio afectado por la dieta, ya que

aument6 de niveles no detectables en el grupo control a niveles detectables en hembras

alimentadas con Ulva, independientemente de la etapa de madurez.

Tabla 3-7. Perfil de &cidos grasos de la fraccion polar del musculo (% del total, medias + ES) de hembras
L vannamei después de ser alimentadas con o sin U. clathrata en relacioén con el estado de maduracion,
en un periodo experimental de 45 dias.

Estadio Inmadura Madura ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
16:0 203 £ 08 196 £ 09 193 + 09 196 £ 0.7 NS NS NS
18:0 126 £ 05 131 +£ 06 129 + 06 13.0 £ 05 NS NS NS
20:0 04 £ 0.1 03 + 0.1 02 + 0.1 03 £+ 00 NS NS NS
16:1n-9 09 £ 0.1 09 + 0.1 0.6 = 0.1 09 £ 0.1 NS NS NS
16:1n-7 24 £ 04 35 £ 05 37 £ 05 37 £ 04 NS NS NS
18:1n-9 109 £ 1.9 129 £ 2.1 123 £ 2.1 128 £ 1.7 NS NS NS
18:1n-7 39 £ 03 28 £ 03 27 £ 03 28 + 02 NS NS NS
20:1n-9 25 £ 05 1.2 £ 0.6 1.3 £ 0.6 1.3 £ 05 NS NS NS
20:1n-7 0.3 £ 0.1 03 £ 0.1 02 + 0.1 03 £ 0.1 NS NS NS
18:2n-6 62 £ 05 69 £ 06 6.6 £ 0.6 69 £ 05 NS NS NS
18:3n-6 02 £ 0.0 02 £ 0.0 02 £ 0.0 02 £+ 00 NS NS NS
18:3n-3 1.7 £ 0.1 1.8 £ 0.2 14 £ 02 1.6 £ 0.1 NS NS NS
20:2n-6 1.0 £ 0.1 1.0 £ 0.1 09 £ 0.1 09 + 0.1 NS NS NS
20:3n-3 02 £ 0.1 02 + 0.1 02 + 0.1 03 £ 0.1 NS NS NS
20:4n-6 40 £ 0.2 43 + 03 43 + 03 44 + 02 NS NS NS
20:5n-3 127 £ 09 130 £ 1.1 133 £ 1.1 134 £ 0.8 NS NS NS
22:6n-3 114 £ 05 11.0 + 0.6 108 £ 0.6 109 =+ 05 NS NS NS
> Saturados 37 £+ 1.5 361 + 1.7 385 + 17 361 + 13 NS NS NS
>MUFA 244 £ 30 237 + 34 229 + 34 239 £ 26 NS NS NS
>PUFA 389 £+ 1.9 402 +£ 22 386 £ 22 401 =+ 1.7 NS NS NS
SHUFA 295 £+ 14 300 £ 16 293 + 1.6 30.1 £+ 1.2 NS NS NS
n-3/n-6 22 + 0.1 20 + 0.1 2.1 £ 0.1 21 £ 0.1 NS NS NS

Ver tabla 3-2

8.4.6. Compuestos fendlicos en gonadas

Los compuestos fenolicos (Fig. 3-1) se vieron afectados significativamente por la etapa
de maduracion, con niveles mas altos en las hembras maduras en comparacion con las
hembras inmaduras (1.1% a 4.5%), pero también por el tratamiento, con proporciones

mas elevadas en hembras alimentadas con Ulva vs. el control (2.3% a 3.3%).
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Tabla 3-8. Esteroles (% del total de esteroles, Medias = ES) en gonadas, hepatopancreas y musculos de
hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de maduracion,
en un periodo de 45 dias.

Estadio Inmadura Madura ANOVA

Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T ExT
Gonada
Colesterol 96.1 = 1.2 95.1 + 1.4 98.1 = 1.0 973 + 12 NS NS NS
Brassicasterol 26 = 1.1 37 £ 14 1.3 £ 09 14 £ 1.1 NS NS NS
Campesterol 02 + 0.1 0.1 £ 0.1 0.1 £ 0.0 03 £ 0.1 NS NS NS
Estigmasterol 0.6 £ 0.1 0.5 £ 0.2 04 + 0.1 04 £ 0.1 NS NS NS
B-Sitosterol 04 + 0.1 0.1 £ 0.2 0.1 £ 0.1 0.1 £ 0. NS NS NS
Fucosterol ND 04 = 0.1 ND 03 £ 0.1 NS *** NS
Isofucosterol ND 0.2 + 0.0b ND 0.2 £+ 0.0b NS *** NS
Hepatopancreas
Colesterol 95.1 + 1.0a 953 + 1.0a 98.1 + 07b 970 £ 1.0b * NS NS
Brassicasterol 23 +£ 1.0 25 £ 1.0 0.7 £ 0.7 1.8 £ 1.0 NS NS NS
Campesterol 0.8 = 0.2 0.5 = 0.2 04 £+ 0.1 02 + 02 NS NS NS
Estigmasterol 1.0 + 0.1b 0.8 = 0.1b 03 + 0.la 04 £ 0.1a * NS NS
B-Sitosterol 03 £ 0.2 04 £ 0.2 0.1 £ 0.1 0.5 £ 02 NS NS NS
Fucosterol ND 0.2 £ 0.0a ND 0.1 £ 0.0b NS *** NS
Isofucosterol 0.2 = 0.lab 0.5 = 0.1bc 0.1 £ 0.0a 0.8 £ 0.1c NS *** NS
Miisculo
Colesterol 95.1 £ 1.6 96.6 £ 2.2 988 £ 13 976 + 1.6 NS NS NS
Brassicasterol 42 £ 14 23 £ 20 05 £ 1.2 1.6 £ 1.4 NS NS NS
Campesterol 0.1 = 0.1 0.2 = 0.1 0.1 =+ 0.1 0.1 £ 0. NS NS NS
Estigmasterol 05 = 0.1 0.6 = 0.1 0.5 + 0.0 0.5 £ 0.1 NS NS NS
B-Sitosterol 0.1 £ 0.0 02 + 0.0 0.1 £ 0.0 0.1 £ 00 NS NS NS
Fucosterol ND 0.2 = 0.0 ND 0.1 £ 0.0 NS ** NS
Isofucosterol 0.1 £ 0.0 02 + 0.1 0.1 £ 0.0 03 £ 0.1 NS NS NS

Ver tabla 3-2
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Figura 3-1. Compuestos fendlicos medidos en gonadas hembras L. vannamei después de ser alimentadas
con una dieta con o sin Ulva en relacion con el estado de maduracion, en un periodo experimental de 45
dias (medias = ES), considerando E=estadio; T=tratamiento; ExT=interaccion. Las columnas con letras
diferentes son significativamente diferentes.
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Figura 3-2. (A) Carotenoides medidos en goénadas (B), hepatopancreas (C) y musculo (D) de hembras L.
vannamei después de ser alimentadas con una dieta con o sin Ulva en relacion con el estado de
maduracién, en un periodo experimental de 45 dias (medias + ES), considerando E=estadio;
T=tratamiento; ExT=interaccion. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes.
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8.4.7. Carotenoides analizados en génadas, hepatopancreas y masculo

El contenido de carotenoides en tejidos se muestra en la Figura 3-2. Los carotenoides
totales aumentaron significativamente en goénadas (A) y en hepatopancreas (B) de
hembras maduras alimentadas con Ulva 34 y 700% respectivamente, sin tener efecto o
interaccion significativa por el tratamiento. No se encontraron diferencias significativas

en el contenido de carotenoides del musculo (C).

8.5. Discusion

En estudios anteriores, encontramos que la alimentacién de L. vannamei con un 2% de
Ulva en el calamar fresco, aumenta el rendimiento reproductivo durante un ciclo de
produccion en un laboratorio comercial (Corral-Rosales et al., 2018a, b). Aqui, nuestro
objetivo fue determinar el efecto del consumo de Ulva sobre las reservas de lipidos.
Ulva tiene una proporcion muy alta de 18:3n-3 (Aguilera-Morales et al., 2005; Serviere-
Zaragoza et al., 2014), cinco veces mas que los otros ingredientes de la dieta
suministrados a los reproductores. Los niveles altos de 18:3n-3 podrian cambiar la
proporcion n-3/n-6 en las gonadas y, por lo tanto, afectar la produccion de eicosanoides,
como la prostaglandina E,, que desempefia un papel importante en el control de la
maduracion ovarica (Rowley et al., 2005; Alfaro-Montoya, 2015) y, especificamente,
en la proliferacion de ovocitos y en el nivel de vitelogenina en la hemolinfa
(Sumpownon et al., 2015). En el presente estudio, encontramos niveles mas altos de
18:3n-3 en los fosfolipidos de las gonadas en camarones alimentados con Ulva, pero la
proporcion n-3/n-6 fue mas baja, particularmente en las hembras inmaduras. Esta
disminucion fue dada por niveles significativamente mdas altos de 20:4n-6 en
fosfolipidos, y una disminucion significativa de 22:6n-3 en hembras inmaduras en
comparacion con hembras maduras alimentadas con Ulva. No obstante, Ulva per se casi
no tiene 22:6n-3, y los niveles de 20:4n-6 son mucho mads altos en otros ingredientes,
como poliquetos y mejillones, y estos ingredientes se dieron en una proporcién muy alta
(20%) en comparacion con Ulva (2%), por lo que estos acidos grasos probablemente no
se obtuvieron directamente de Ulva, y dado que los camarones tienen una baja
capacidad de elongar PUFA para producir HUFA, los HUFA n-3 presente en las
gonadas y en otros tejidos probablemente no fueron el resultado de un alto contenido de
HUFA en Ulva. Sin embargo, 20:4n-6 y 22:6n-3 se pueden obtener de los otros

77



Inclusion de Ulva clathrata y su efecto sobre desempeiio reproductivo y calidad del desove
en camar6n blanco en condiciones de produccion comercial
TESIS DOCTORAL 2019

ingredientes, con la diferencia de que en las hembras alimentadas con el alga pueden
presentar una mayor digestibilidad y asimilacion (Pefia-Rodriguez, 2010), ademas de un
efecto protector de HUFA, gracias a la presencia de otros componentes presentes en
Ulva que no estan en la dieta control. Los otros componentes presentes en Ulva que se
analizaron aqui y que eran muy altos en el alga fueron el fucosterol (95%), los
compuestos fenodlicos (5.3 mg eq. de fluoroglucinol g') y los carotenoides (3.6 mg g™).
Aqui, encontramos una correlacion significativa entre los carotenoides y el 20:4n-6 (r =
0.62; P<0.05), pero no con el 22:6n-3, lo que podria significar que el contenido del
20:4n-6 incrementa junto con el contenido de carotenoides, pero no el 22:6n-3. Los
carotenoides tienen propiedades antioxidantes y pueden proteger los HUFA presentes
en los ingredientes (El-Agamey et al., 2004) y se ha reportado que los carotenoides en
los crustaceos tienen un efecto sobre la pigmentacion, como fuente de provitamina A y
de proteccion celular contra el dafio fotodinamico (El-Agamey et al., 2004; Lifian-
Cabello et al., 2004), ademas participan en la activacion de receptores hormonales
nucleares y en la proliferacion celular (Lifian-Cabello et al., 2004). La astaxantina libre
es el carotenoide dominante en ovarios maduros y se ha informado que mejora el
desarrollo del ovario, el desove (Dall et al., 1995) y la calidad del esperma en
camarones (Quinitio et al., 1996). Se sabe que los carotenoides se incorporan a las
lipocarotenoproteinas en el hepatopdncreas y se transportan como vitelogenina a las
gonadas, donde se acumula como vitelina en los ovocitos y se utiliza durante el
desarrollo lecitotrofico. Sin embargo, en nuestro caso, el krill también tenia una alta
concentracién de carotenoides (2.1 mg g') y probablemente estos niveles fueron
suficientes para la maduracion del camardn, ya que la concentracion de carotenoides en
la gonada fue solo ligeramente aumentada por Ulva. Es posible que el exceso de
carotenoides proporcionados por Ulva se transfiriera a los huevos y permitiera una
mayor tasa de eclosion, ya que se producen mas nauplios en hembras alimentadas con
Ulva (Corral-Rosales et al., 2018b). Son necesarios mas analisis sobre la calidad del
desove y la composicion lipidica.

El fucosterol y el isofucosterol son tipicos de las ulvaceas: su proporcion puede variar
segin la especie, el sitio y la estacion de cosecha (Siddhanta et al., 2002). Se ha

informado que el fucosterol obtenido de la fraccion de n-hexano de algas marinas
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Pelvetia siliquosa es eficaz contra los radicales libres y la hepatotoxicidad inducida por
el tetracloruro de carbono, al aumentar la actividad de las enzimas que eliminan los
radicales libres, como la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (Le et
al., 2003). El fucosterol también puede atenuar la expresion de citoquinas
antiinflamatorias desactivando las proteinas quinasas inducidas por especies reactivas
de oxigeno (Lampi et al., 1999) y modular la cascada de caspasa y, por lo tanto, la
apoptosis (Abdul et al., 2016). Obtuvimos una correlacion positiva de 20:4n-6 con los
niveles de fucosterol en las gonadas (r = 0.76; P<0.05) y podria deberse a las
propiedades antioxidantes del fucosterol, o el fucosterol podria estar modulando otras
respuestas en la acumulacion y maduracion de reservas de goénadas, ya que los
camarones alimentados con Ulva tenian diferencias mas pronunciadas de reservas entre
la etapa inmadura y madura que el grupo control (es decir, 22:6n-3 en fosfolipidos), que
podrian ser el resultado de una mejor sincronizacién de la maduracion de los ovocitos.
Esto concuerda con resultados encontrados por Corral-Rosales et al. (2018b) donde se
observé un nimero significativamente mayor de ovocitos postvitelogénicos en la etapa
III de maduracion en las gonadas de hembras alimentadas con Ulva, en comparacion
con el control que tenia una proporcion similar de ovocitos vitelogénicos tardios en las
etapas Il y III del desarrollo gonadal. Los niveles de compuestos fendlicos en las
gonadas también se correlacionaron con 20:4n-6 (r = 0.80; P<0.05), y fueron los tnicos
correlacionados con 22:6n-3 (r = 0.86; P<0.05) en fosfolipidos de la gonada. Se ha
informado que los compuestos fenolicos en las algas tienen propiedades antioxidantes y
que reducen el estrés oxidativo y el dafio celular causado por la peroxidacion de lipidos
in vivo (Rice-Evans et al., 1997; Magsood et al., 2010). En consecuencia, 20:4n-6 y
22:6n-3 en fosfolipidos gonadales de hembras alimentadas con Ulva probablemente se
obtienen de los otros ingredientes, pero estan protegidos por los compuestos fendlicos
presentes en Ulva. Esto se vuelve importante durante el periodo de produccion
comercial cuando los organismos estan sujetos a un estrés constante causado por la
ablacion y la produccion intensiva que produce estrés oxidativo por los radicales libres
de oxigeno (ROS), estos radicales afectan a las reservas bioquimicas altamente

oxidables, particularmente HUFA, reduciendo la calidad de los nutrientes y, por lo
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tanto, el desove y la calidad de los nauplios (Charniaux-Cotton, 1985; Palacios et al.,
2001; Tsukimura, 2001).

En este estudio se incremento el 20:4n-6 en fosfolipidos gonadales, el cual es el sustrato
para la sintesis de prostaglandinas (PG), que puede afectar el rendimiento reproductivo,
la calidad de desove y la calidad del huevo (Coman et al., 2011; Kangpanich et al.,
2016; Xu et al., 2017). En P. monodon, el 20:4n-6 promueve el desarrollo embrionario
y el desove (Coman et al., 2011). En L. vannamei, mejora los tiempos de metamorfosis
en nauplios y zoeas, aumenta la resistencia de los nauplios a bajas salinidades y
aumenta la tasa de fertilizacion (Xu et al., 2017). Ademas de la sintesis de PG, se ha
informado que 20:4n-6 participa en la transduccion de sefiales para la esteroidogénesis
no dependiente de la produccion de eicosanoides (Johnson et al., 1991; Goémez-Chang
et al., 2012; Norberg et al., 2017). Por lo tanto, la produccion de progesterona y
testosterona a partir del colesterol, ambas hormonas necesarias para la maduracion en el
camar6n, podria ser estimulada por 20:4n-6. A su vez, estas hormonas regulan la
vitelogénesis primaria y la vitelogénesis secundaria. Curiosamente, 20:4n-6 fue mayor
en los lipidos de las gonadas en camarones alimentados con Ulva, pero disminuyd en el
grupo de control. Esto podria indicar que 20:4n-6 se transfiere de los lipidos de reserva
a los fosfolipidos cuando la gonada estd madura, tal vez durante los pasos finales de la
maduracion final, que duran varias horas (Yano, 2000). Otra observacion interesante fue
que 22:6n-3 se acumuld en el hepatopancreas, que podria indicar una falta de transporte
a las gonadas durante la maduracion. Acorde a lo anterior, hay niveles
significativamente mas bajos de 22:6n-3 en la fraccion de fosfolipidos de las gonadas
inmaduras de hembras alimentadas con Ulva (6.5%), sin embargo, los niveles fueron
significativamente mas altos en las géonadas maduras del mismo grupo (9.1%), con
niveles similares independientemente de la maduracion en el grupo control (8.3%). Es
probable que el 22:6n-3 estd mejor protegido por los antioxidantes presentes en Ulva, y
luego se acumula en el hepatopancreas hasta la vitelogénesis secundaria, para ser
transferido a la gonada a través de la vitelogenina. Este mecanismo se interrumpe de
alguna manera en el grupo de control, probablemente por ablacion, y se mejora en el

camaron alimentado con Ulva.
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CAPITULO 4

9. Reduccion de la melanizacion del espermatéforo en camarones Lifopenaeus

vannamei alimentados con Ulva clathrata durante la produccion de un laboratorio

comercial.

Articulo: Corral-Rosales, D. C., Ricque-Marie, D., Cruz-Suarez, L. E., Arjona, O. y
Palacios, E., (2019). Reduction of spermatophore melanization in Litopenaeus

vannamei shrimp fed Ulva clathrata during a commercial hatchery production.

Anexo 4
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9.1. Resumen

Se evalu6 el rendimiento reproductivo y la composicion bioquimica de reproductores
machos Litopenaeus vannamei (36 + 7 g, n = 600) después de incluir 0.8% de harina de
Ulva clathrata en la dieta fresca para maduracion en un laboratorio de produccion de
larvas comercial durante 45 dias. La melanizacion es uno de los principales problemas
encontrados en los criaderos comerciales debido a las altas temperaturas del agua
utilizadas para inducir la maduracion en las hembras. Menos melanizacién podria
derivarse de niveles significativamente mas altos de antioxidantes, como carotenoides,
compuestos fenolicos y fucosterol acumulados en todos los tejidos de machos
alimentados con Ulva, o por compuestos con actividad antibacteriana. Los machos
alimentados con Ulva tuvieron menos espermatoforos melanizados en comparacion con
los controles (120 machos o 1.9% con melanizacion vs. 233 machos o 3.7% en
controles, P<0.01). Los machos alimentados con Ulva también presentaron una mayor
actividad de cortejo (839 machos o 13.2% vs. 689 machos o 10.8%, P<0.01) y una
mayor proporcion de huevos viables (85.5% vs. 81.2%, P<0.01). No se observo
diferencia significativa en la mortalidad como resultado del consumo de la dieta. Los
machos que recibieron Ulva en el alimento, presentaron 50% menos de carbohidratos en
el hepatopancreas y 53% menos de carbohidratos en el musculo, pero més 20:4n-6 en la
fraccion de acilglicéridos del hepatopancreas (2.8+0.2 vs. 2.2+0.2, P<0.05) y en el
espermatoforo (6.4+0.3 vs. 5.7+0.2%, P<0.05). El 20:4n-6 es el principal sustrato para
la produccion de PG y participa indirectamente en la sintesis de hormonas esteroides
que regulan la maduracién de los espermatozoides. La inclusion de 0.8% de Ulva en la
dieta fresca para maduracion, mejoré el rendimiento reproductivo en machos y
disminuyé la melanizacion, probablemente como resultado de la capacidad
antibacteriana del alga y de los cambios en el perfil lipidico y en el contenido de
antioxidantes en los organismos, el uso del alga podria ser un método de bajo costo para

mejorar el rendimiento reproductivo y disminuir la melanizacion del espermatoforo.

9.2 Introduccion
El rendimiento y la calidad reproductiva de machos y hembras es igualmente importante

para poder lograr el éxito en la reproduccion durante la maduracion comercial de

82



Inclusion de Ulva clathrata y su efecto sobre desempeiio reproductivo y calidad del desove
en camar6n blanco en condiciones de produccion comercial
TESIS DOCTORAL 2019

peneidos. Sin embargo, se ha prestado mas atencion al efecto nutricional de las dietas
sobre el desarrollo y la bioquimica de las gonadas de hembras (Wouters et al., 2001a;
Corral et al., 2018b). Actualmente, la dieta utilizada para lograr la maduracién y la
reproduccion de peneidos en cautiverio se basa en los requerimientos nutricionales
establecidos para las hembras (Meunpol et al., 2005; Coman et al., 2007), pero desde
hace tiempo se ha propuesto que puede haber diferencias en los requerimientos
nutricionales entre hembras y machos (Magarelli, 1981). También se ha reportado que
la calidad del esperma en machos puede verse afectado por la temperatura, el
fotoperiodo y la edad del camardn y este a su vez afecta directamente la viabilidad del
huevo (Pérez-Veldzquez et al., 2001; Pascual et al., 2003; Harlioglu et al., 2018). Los
machos tienden a tener una baja calidad de esperma como resultado de la melanizacion
del tracto reproductivo masculino o del espermatoforo. La melanizacioén consiste en la
deposicion extracelular de la melanina en los tejidos (Braga et al., 2018b), siendo la
fenoloxidasa la enzima responsable de la melanizacion observada en crustaceos e
insectos (Soderhéll y Cerenius, 1992). También es la responsable de la oxidacion de
fenoles en quinones los cuales se polimerizan en melanina. La melanina es un pigmento
pardo-negro al cual se le adjudican diversas propiedades bioldgicas, tal como la
inhibicién de la actividad de enzimas bacterianas y fungicas (Smith y Séderhéll, 1983;
Alfaro y Lozano, 1993). La melanizacion se ha asociado a altas temperaturas, las cuales
son necesarias para la maduracion de las hembras durante el ciclo de produccion
comercial (Pérez-Velazquez et al., 2001), a un crecimiento bacteriano (Braga et al.,
2018a) y a una dieta deficiente (Goimier et al., 2006; Braga et al., 2010). Alfaro y
Lozano (1993) sugirieron que la melanizacion de los espermatozoides y del tracto
reproductivo puede ser causada por agentes patdgenos como Vibrio alginolyticus y
Pseudomonas putrefaciens, sindrome denominado MRSM (Male re-productive system
melanization, por sus siglas en inglés); estos patdgenos pueden aumentar si sube la
temperatura y esta infeccion se caracteriza por la hinchazon y melanizacion de
diferentes regiones del tracto reproductivo (Alfaro y Lozano, 1993). La familia
Ulvaceae muestra una gran gama de compuestos (terpenos, esteroles, compuestos
polifendlicos y polisacaridos) con actividades antibacterianas contra patdgenos

humanos, bacterias y hongos (Suganthy et al., 2009; Trigui et al., 2013; Chakraborty et
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al., 2010) que podrian disminuir los agentes patdégenos causantes de la melanizacion.
Por otra parte, si bien la dieta de maduracidon es rica en proteinas, acidos grasos
altamente insaturados y colesterol, todos nutrientes esenciales para los camarones, no es
particularmente rica en compuestos antioxidantes. En L. setiferus se ha demostrado que
la vitamina E aumenta el porcentaje de espermatozoides normales (Chamberlain, 1988).
En L. vannamei Pérez-Velazquez et al. (2003a) mostraron que una dieta sin vitaminas,
principalmente vitamina C, afecta negativamente el conteo de espermatozoides y la
capacidad de fertilizaciéon. Anteriormente, se ha descrito que la inclusion de Ulva
clathrata en la dieta de reproductores durante un ciclo de produccion aumentaba la tasa
de eclosion, la fecundidad y la fertilidad en hembras ablacionadas y sin ablacionar
(Corral et al, 2018a), y aumentaba los niveles de pigmentos en goénadas y
hepatopancreas de hembras reproductoras (Corral et al., 2019). Sin embargo, los efectos
del consumo de Ulva durante la maduracion de los machos son desconocidos. En el
presente trabajo, evaluamos los efectos de incluir Ulva clathrata en las dietas de
reproductores sobre la melanizacion de los espermatoforos, las reservas bioquimicas, el
perfil de lipidos y la capacidad antioxidante en el hepatopancreas, los musculos y el

espermatoforo de los machos en un laboratorio de larvas comercial.

9.3. Materiales y métodos

9.3.1. Diseiio experimental y variables produccion.

El disefio experimental y el protocolo de alimentacion se describen en el Capitulo 1
(Ver puntos 6.3.1, 6.3.2, 6.3.3). Cada tanque se monitored diariamente durante el
atardecer con una lampara para evaluar la presencia de melanizacion en el
espermatoforo y la actividad de cortejo; si habia machos con melanizacion se les
elimind el espermatdforo, se registro el evento y se devolvieron los camarones a su
tanque original. Después del desove, se tomaron tres muestras por tratamiento de 100
huevos recién desovados para observacion microscopica, cada muestra era colocada
inmediatamente después de su colecta en un porta objetos y observada bajo
microscopio. Se registraron los tiempos de metamorfosis y el desarrollo embrionario de
cada muestra. El embrion en etapa de morula fue el indicador para distinguir el éxito de

la fertilizacion y la viabilidad de los embriones, y se clasificaron como huevos viables.
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Los huevos no divididos o los huevos con un patron asimétrico se clasificaron como
huevos no fértiles, y se denominaron inviables. La actividad de cortejo fue evaluada
durante 15 min en los tanques de maduracion, se registraba el nimero de cortejo por

tanque durante ese lapso de tiempo.

9.3.2. Obtencion de muestras

Al final del ciclo de produccion (45 dias), se tomaron 32 machos (16 machos
alimentados con Ulva y 16 con la dieta control), se congelaron con nitrégeno liquido y
se almacenaron a -80°C para andlisis adicionales. Las muestras de espermatdforo,
hepatopancreas y musculo se diseccionaron en una placa congelada para analizar
posteriormente la composicion bioquimica, los acidos grasos, el contenido de esteroles,

los compuestos fenodlicos y los carotenoides.

9.3.3. Analisis bioquimicos

Los anélisis del contenido de proteinas (Bradford, 1976), lipidos (Barnes y Blackstock,
1973), carbohidratos (Van Handel, 1965) y triglicéridos (prueba enzimatica, Radox, 187
TR1697) del hepatopancreas y el musculo se realizaron como se describe en el Capitulo

2 (ver el punto 7.3.6.)

9.3.4. Analisis de acidos grasos y esteroles

Los analisis se realizaron como se describe en el Capitulo 3, ver apartado 8.3.3.y 8.3.4.

9.3.5. Analisis de compuestos fendlicos y carotenoides.

Los compuestos fendlicos en el musculo y en el hepatopancreas se determinaron de
acuerdo con el método de Cabello-Pasini et al. (2011) modificado, segun descrito en el
Capitulo 3 (ver punto 8.3.5.), utilizando etanol como disolvente de extraccion en lugar
de metanol. Los carotenoides se extrajeron en 6 ml de Folch y se analizaron como

describe en el Capitulo 3 (ver punto 8.3.3.)
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9.3.6. Analisis estadistico

Se utilizo el analisis de varianza de una via (ANOVA) utilizando el Tratamiento como
factor (T, con dos niveles, con o sin Ulva) para la mortalidad, el cortejo, la melanizacion
del espermatoforo, la tasa de fertilizacion, los compuestos bioquimicos, los acidos
grasos, los esteroles y los compuestos fenolicos (Software STATISTICA, Version 5.0).
Adicionalmente se realizaron analisis de regresion lineal para determinar las

correlaciones entre los parametros reproductivos y la temperatura.

9.4. Resultados

9.4.1. Parametros reproductivos y efecto de la temperatura

La mortalidad, la actividad de cortejo y el nimero de espermatéforos melanizados de
machos alimentados con la dieta control y con Ulva durante 45 dias de produccion se

muestran en la Figura 4-1.
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Figura 4-1. A) Mortalidad, B) Cortejo, C) Espermatoforos melanizados en machos de L. vannamei y D)
Fertilizacion de huevos después de recibir una dieta control (gris claro) o una dieta enriquecida con Ulva
(gris oscuro) durante 45 dias (media + ES).
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Durante el periodo de produccion, la mortalidad en los machos con la dieta control fue
de 6.3% y 5.6% con la dieta con Ulva (19 vs. 17 machos muertos por tratamiento, Fig.
4-1A). La actividad de cortejo fue significativamente mayor en los reproductores
alimentados con Ulva, con 839 machos (13.2+0.5%) involucrados en la actividad de
cortejo, mientras que 689 (10.8+1.0%) participaron con el consumo de la dieta control
(Fig. 4-1B). La presencia de melanizacion en los espermatoforos fue significativamente
menor (120 machos o 1.9+0.3%) en machos que consumieron Ulva, en contraste con un
aumento de casi el doble (233 machos o 3.7+0.2%) en el control (Fig. 4-1C). La
proporcion de huevos viables durante el ciclo de produccion presentd valores mas altos
en Ulva en comparacion con el control (81.2+0.6 vs. 85.5+0.7%, Figura 4-1D).

La supervivencia diaria y la actividad de cortejo con respecto a la fluctuacion en la

temperatura durante el periodo de produccion, se muestran en la Figura 4-2.
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Figura 4-2. A) Supervivencia y B) Actividad diaria de cortejo en L. vannamei alimentados con una dieta
control (linea gris) y una dieta experimental suplementada con Ulva clathrata (linea negra) durante un
ciclo de produccién. La temperatura se indica mediante la linea punteada de color gris claro (eje derecho).
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Se observa que la temperatura estuvo negativamente correlacionada con la
supervivencia de ambos tratamientos (95% vs 94%) a lo largo del ciclo (Control r = -
0.85; P<0.05 vs. Ulva, r = -0.88; P<0.05). En lo que respecta a la actividad de cortejo
también se observd una correlacion negativa con la temperatura en los machos
alimentados con la dieta control (r = -0.73; P<0.05), en cambio la actividad de cortejo
en machos alimentados con Ulva presentd una disminucién solo al inicio (14%) y se
mantuvo constante sin importar el cambio en la temperatura por lo que no mostré una
correlacion significativa con este parametro.

Por otro lado, el nimero de espermatdforos con melanizacion y la viabilidad del huevo
con respecto a la variacion de la temperatura durante el periodo de experimentacion se

muestran en la Figura 4-3.
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Figura 4-3. A) Incidencia diaria de espermat6foro melanizado y B) Viabilidad del huevo en machos L.
vannamei alimentados con una dieta control (linea gris) y una dieta experimental suplementada con U.
clathrata (linea negra) durante un ciclo de produccion. La temperatura se indica mediante la linea dentada
de color gris claro (eje derecho).
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Se observa que el numero de espermatoforos melanizados en los camarones
alimentados con la dieta control se correlaciond positivamente con la temperatura (r =
0.77; P<0.05), pero no se encontr6 una correlacion significativa en los machos
alimentados con Ulva. A lo largo del ciclo se ve que la fertilizacion en los huevos
(viabilidad) es mas o menos constante, pero al aumentar la temperatura por encima de
los 30°C el numero cae en los animales alimentados con la dieta control mismos que se
correlacionaron negativamente con la temperatura (r = -0.78; P<0.05) con un retardo en

los organismos alimentados con Ulva.

9.4.2. Composicion bioquimica en tejidos de machos

La composicion bioquimica de los tejidos se presenta en la Figura 4-4. En el
hepatopancreas podemos ver que los machos alimentados con Ulva presentaron niveles
significativamente més bajos de carbohidratos (77.7+4.3 vs. 39.1+4.2 mg g, P<0.01),
y una tendencia (P=0.06) a tener niveles mas bajos de triglicéridos (184.9+19.7 vs
124.2420.0 mg g). No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
proteinas o lipidos. En el musculo (M), los machos alimentados con Ulva tuvieron
niveles significativamente mas bajos de carbohidratos (45.7+£3.4 vs 24.3+3.6 mg g,
P<0.01) y triglicéridos (11.0+2.1 vs 6.5£1.9 mg g, P<0.05), sin presentar diferencias

significativas en la concentracion de proteinas y lipidos.

9.4.3. Perfil de acidos grasos en tejidos de machos

El perfil de los acidos grasos en el hepatopancreas de los machos alimentados con y sin
Ulva se muestra en la Tabla 4-1. En la fraccion neutra del hepatopancreas, los machos
alimentados con Ulva aumentaron el 20:4n-6 (2.2+0.2 vs. 2.8+0.2%, P<0.05), 20:5n-3
(9.0£0.7 vs. 11.240.7%, P<0.05), 22:6n-3 (13.0+1.0 vs. 16.0£0.9%, P<0.05), PUFA
(33.3+1.5 vs. 38.2+1.4%, P<0.05) y HUFA (25.6£1.7 vs. 31.9£1.6%, P<0.05), mientras
que 16:0 se redujo significativamente (27.8+1.4 vs. 22.0+1.3%, P<0.05 ), el resto de
los 4cidos grasos no presentd diferencias. En la fraccion polar del hepatopancreas, el
consumo de Ulva aument6 la suma de MUFA (20.4+1.4 vs. 24.9+£1.3%, P<0.05) y
disminuyo el 18:2n-6 (2.0+0.1 vs. 1.4+0.1%, P<0.05); el resto de los &cidos grasos no

presento diferencias.
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Figura 4-4. Composicién bioquimica (mg g dw) de hepatopancreas (HP) y miisculo (M) en machos L.
vannamei alimentados con una dieta control (gris claro) o una dieta con Ulva (gris oscuro) durante 45
dias (medias+ ES).

El perfil de acidos grasos del musculo se presenta en la Tabla 4-2. No se encontraron
diferencias significativas en el perfil de acidos grasos en el musculo de los machos
alimentados con y sin la inclusion de Ulva clathrata en la dieta fresca.

El perfil de 4cidos grasos del espermatdéforo se presenta en la Tabla 4-3. Los machos
alimentados con Ulva tuvieron niveles significativamente mas bajos de 20:5n-3

(17.040.4 vs. 15.6£0.4%, P<0.05) y n-3/n-6 (3.1£0.1 vs 2.7+0.1%, P<0.05), y niveles
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mas altos de 20:4n-6 (5.8+0.2 vs. 6.5+£0.2%, P<0.05), 18:1n-9 (8.6+0.3vs 9.7+0.3%,

P<0.05) en el espermatoforo, el resto de los acidos grasos no presentaron diferencias.

Tabla 4-1. Acidos grasos de la fraccion neutra y polar (% del total de acidos grasos, medias + ES) en
hepatopancreas de machos L. vannamei alimentados con o sin U. clathrata durante un periodo de 45 dias.

Acidos Fraccion neutra Fraccion polar

grasos Control Ulva ANOVA Control Ulva ANOVA
16:0 278 + 14 220 + 13 P<0.05 202 + 05 189 + 04 NS
18:0 55 + 0.7 6.7 = 0.7 NS 1.7 £ 0.6 114 = 05 NS
20:0 02 + 0.0 02 £ 0.0 NS 02 £ 0.0 03 £ 0.0 NS
16:1n-9 06 £ 02 1.6 + 02  P<0.01 12 £ 0.1 12 £ 0.1 NS
16:1n-7 50 £ 02 45 £ 0.2 NS 33 £+ 04 40 £ 03 NS
18:1n-9 82 + 04 7.1 £ 04 NS 85 + 03 92 + 03 NS
18:1n-7 50 £ 0.2 47 £ 0.2 NS 35 £ 03 45 £ 03  P<0.05
20:1n-9 34 £ 02 32 £ 02 NS 1.8 £ 04 28 £ 04 NS
20:1n-7 2.1 £ 0.2 1.1 £+ 02 P<0.01 0.5 £ 0.0 04 £ 0.0 NS
18:2n-6 2.1 £ 0.1 19 £ 0.1 NS 20 £ 0.1 14 £ 0.1 P<0.05
18:3n-3 33 £ 05 22 £+ 04 NS 1.7 £ 02 14 £ 02 NS
20:2n-6 1.1 £ 0.1 1.2 £ 0.1 NS 09 £ 0.1 0.8 £ 0.1 NS
20:3n-3 06 £ 0.0 07 £ 0.0 NS 04 £ 0.0 04 £ 0.0 NS
20:4n-6 22 £ 0.2 28 £ 0.2  P<0.05 55 £ 04 46 £ 04 NS
20:5n-3 90 £ 07 112 £ 0.7 P<0.05 155 £ 0.8 140 £ 0.7 NS
22:6n-3 13.0 £ 1.0 16.0 £ 09  P<0.05 164 £ 0.7 16.1 = 0.6 NS
> Saturados 382 £ 1.7 328 £ 1.6 P<0.05 354 £ 0.6 337 £ 0.6 NS
>MUFA 285 + 0.6 290 = 0.5 NS 204 £ 14 249 + 13  P<0.05
>PUFA 333 £ 1.5 382 +£ 14 P<0.05 442 £ 12 414 + 12 NS
>HUFA 256 + 1.7 319 £ 1.6 P<0.05 39.1 £ 1.1 372 = 1.0 NS
n-3/n-6 40 £ 0.2 45 £ 0.2 NS 40 £ 04 42 £ 04 NS

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; HUFA: acidos grasos
altamente insaturados; NS: sin diferencia significativa (P<0.05)

9.4.4. Esteroles analizados en tejidos de machos

La proporcion de esteroles medidos en hepatopancreas, musculo y espermatoforo de
machos con o sin Ulva se muestra en la Tabla 4-4. En el hepatopancreas, los machos
alimentados con Ulva presentaron niveles detectables de fucosterol (ND vs. 0.2%,
P<0.001), sin diferencias significativas para el resto de los esteroles. En los musculos,
el consumo de Ulva disminuyd significativamente la proporcion de colesterol
(98.9£0.9vs. 95.4+0.7%, P<0.05) y fueron encontrados niveles detectables de
brassicasterol (ND vs. 3.3%, P<0.05) y fucosterol (ND vs. 0.3%, P<0,001).
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Tabla 4-2. Acidos grasos de la fraccion neutra y polar (% del total de acidos grasos, medias + ES) de
musculo de machos L. vannamei alimentados con o sin U. clathrata durante 45 dias.

Acidos Fraccion neutra Fraccion polar
grasos Control Ulva ANOVA Control Ulva ANOVA
16:0 186 + 0.6 17.7 £ 0.6 NS 208 + 05 199 £ 05 NS
18:0 11.8 = 02 11.0 £ 0.2 NS 151 + 0.8 155 + 0.8 NS
20:0 0.1 = 0.1 03 + 0.1 NS 02 £ 0.0 03 £ 0.0 NS
16:1n-9 09 + 0.0 09 + 0.0 NS 07 + 0.1 0.8 £ 0.1 NS
16:1n-7 2.0 £ 0.1 1.9 + 0.1 NS 2.7 + 0.3 22 + 0.2 NS
18:1n-9 82 £ 0.6 83 = 0.6 NS 11.5 + 04 120 + 04 NS
18:1n-7 23 £ 04 28 £ 04 NS 25 £ 0.1 24 £ 0.1 NS
20:1n-9 1.1 £ 03 1.5 £ 03 NS 1.0 + 0.1 0.8 £ 0.1 NS
20:1n-7 03 + 0.0 02 + 0.0 NS 02 + 0.6 14 £ 06 NS
18:2n-6 6.1 £ 03 57 £ 03 NS 75 £ 0.6 58 £ 0.6 NS
18:3n-3 1.1 £ 0.1 1.2 £ 0.1 NS 1.5 £ 05 25 £ 05 NS
20:2n-6 09 = 0.0 09 <+ 0.0 NS 1.0 + 0.1 0.8 + 0.1 NS
20:3n-3 02 + 0.0 02 + 0.0 NS 02 + 0.1 0.5 +£ 0.1 NS
20:4n-6 40 + 0.2 39 + 0.2 NS 39 £ 02 43 + 0.2 NS
20:5n-3 11.6 + 04 125 + 04 NS 136 + 1.1 113 + 1.0 NS
22:6n-3 11.7 + 04 11.7 £ 04 NS 119 £ 1.0 94 + 0.9 NS
> Saturados 336 + 0.6 321 + 0.6 NS 392 + 1.2 402 + 1.1 NS
>MUFA 290 £ 1.6 294 + 1.6 NS 202 + 14 231 + 13 NS
>PUFA 374 + 13 385 = 13 NS 40.5 £ 22 367 £ 2.0 NS
>HUFA 289 + 1.0 303 + 1.0 NS 302 + 2.0 269 + 1.8 NS
n-3/n-6 2.1 + 0.1 2.1 £ 0.1 NS 22 + 0.1 20 £+ 0.1 NS

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; HUFA: acidos grasos
altamente insaturados; NS: sin diferencia significativa (P<0.05)

No hubo diferencias significativas en el resto de los esteroles analizados. En el
espermatoforo, los machos alimentados con Ulva tuvieron una proporcion
significativamente mas baja de colesterol (96.3+0.6 vs. 94.4+0.6%, P<0.05), y se
encontraron niveles detectables de fucosterol (ND vs. 0.6+0.1% P<0.001). No hubo

diferencias significativas en el resto de los esteroles.
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Tabla 4-3. Acidos grasos (% del total de 4cidos grasos, medias + ES) en espermatoforos de machos L.
vannamei alimentados con o sin U. clathrata durante 45 dias.

Acidos grasos Control Ulva ANOVA
16:0 18.70 + 0.30 18.62 + 0.30 NS
18:0 12.14 + 0.25 12.04 + 0.25 NS
20:0 0.19 + 0.03 0.17 + 0.03 NS
16:1n-9 1.18 + 0.04 1.26 + 0.04 NS
16:1n-7 241 + 0.08 2.51 + 0.08 NS
18:1n-9 8.58 + 0.28 9.65 + 0.28 P<0.05
18:1n-7 3.24 + 0.05 3.20 + 0.05 NS
20:1n-9 1.39 + 0.08 1.22 + 0.08 NS
20:1n-7 0.22 + 0.03 0.26 + 0.03 NS
18:2n-6 3.06 + 0.18 3.35 + 0.18 NS
18:3n-3 1.35 + 0.08 1.53 + 0.08 NS
20:2n-6 1.11 + 0.05 1.16 + 0.05 NS
20:3n-3 0.52 + 0.04 0.57 + 0.04 NS
20:4n-6 5.78 + 0.20 6.48 + 0.25 P<0.05
20:5n-3 17.06 + 0.42 15.64 + 0.42 P<0.01
22:6n-3 14.24 + 0.56 13.14 + 0.56 NS
>'Saturado 34.40 + 0.56 33.89 + 0.56 NS
>MUFA 20.42 + 0.49 21.70 + 0.49 NS
>PUFA 45.18 + 0.85 4441 + 0.85 NS
>HUFA 38.88 + 0.94 37.56 + 0.94 NS
n-3/n-6 3.15 + 0.13 2.71 + 0.13 P<0.05

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; HUFA: 4cidos grasos
altamente insaturados; NS: sin diferencia significativa (P<0.05)

9.4.5. Contenido de compuestos fendlicos y carotenoides en tejidos de machos

El contenido de compuestos fendlicos y carotenoides en el hepatopancreas y el musculo

de los machos se muestra en la Figura 4-5. El consumo de Ulva aumento

significativamente la concentracion de compuestos fenolicos en hepatopancreas

(1.8+£0.7 vs. 6.1+0.8, P<0.001) y en musculo (0.23+0.03 vs. 0.40+0.02, P<0.001, Fig. 4-

5A, B). También aumentd significativamente el contenido de carotenoides en el

hepatopancreas (0.01£0.02 vs. 0.08+0.01 mg g', P<0.05, Fig. 4-5C), pero no se

encontraron diferencias significativas en el musculo para el contenido de carotenoides

(Fig. 4-5D).
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Tabla 4-4. Perfil de esteroles (% del total de esteroles, medias = ES) en hepatopancreas, musculo y
espermatoforo de machos L. vannamei alimentados con o sin U. clathrata durante 45 dias.

Esteroles Control Ulva ANOVA
Hepatopancreas

Colesterol 977 £+ 0.5 97.0 + 04 NS
Brassicasterol 08 = 03 1.5 £ 03 NS
Campesterol 02 <+ 0.1 0.1 <+ 0.1 NS
Stigmasterol 0.7 + 0.1 05 £+ 0.1 NS
B-Sitosterol 02 + 0.1 04 <+ 0.1 NS
Fucosterol ND 02 £+ 0.0 P<0.01
Isofucosterol 03 + 0.1 03 £ 0.1 NS
Mauisculo

Colesterol 989 =+ 09 954 + 0.7 P<0.05
Brassicasterol ND 33 £+ 0.7 P<0.05
Campesterol 0.1 + 0.1 0.1 + 0.0 NS
Stigmasterol 0.5 + 0.1 05 £+ 0.1 NS
B-Sitosterol 03 + 0.1 03 £ 0.1 NS
Fucosterol ND 03 = 0.0 P<0.01
Isofucosterol 02 = 0.1 03 = 0.1 NS
Espermatoforo

Colesterol 963 =+ 0.6 944 + 0.6 P<0.05
Brassicasterol 1.8 £ 0.2 1.9 £ 02 NS
Campesterol ND ND NS
Stigmasterol ND ND NS
B-Sitosterol 07 + 02 0.8 =+ 0.1 NS
Fucosterol ND 0.6 = 0.1 P<0.01
Isofucosterol ND ND NS

NS: sin diferencia significativa (P<0.05). ND: no detectado

9.5. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran un efecto significativo de la dieta
enriquecida con Ulva sobre el rendimiento reproductivo (viabilidad del huevo y cortejo)
y, en particular, en la melanizacion del espermatoforo. La melanizacion fue casi el
doble en los machos alimentados con la dieta control (233 en 45 dias) en comparacion
con los machos alimentados con Ulva (120 en 45 dias). La melanizacion del
espermatoforo durante el ciclo de produccion se correlaciond con el aumento de la
temperatura en los machos alimentados con la dieta de control (dieta rica en lipidos
compuesta principalmente por invertebrados) (r = 0.77; P<0.05), esto coincide con lo

reportado por diferentes autores (Alfaro, 1993; Braga et al., 2018a).
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Figura 4-5. Compuestos fendlicos (CF) en A) hepatopancreas y B) musculo, y carotenoides en C)
hepatopancreas y D) mtsculo de machos L. vannamei alimentados con una dieta control (gris claro) o una
dieta con Ulva (gris oscuro) durante 45 dias (medias = ES).

La dieta utilizada durante el ciclo de produccion suele administrarse a los reproductores,
ya que estd enriquecida con acidos grasos que se encuentran originalmente en las
gonadas de las hembras silvestres, mismas que presentan un mejor rendimiento
reproductivo que las hembras criadas en cautiverio (Palacios et al., 2000; Wouters et al.,
2001Db). Es interesante que 0.8% de Ulva agregado a la dieta pueda afectar un parametro
problematico, como lo es la melanizacion del espermatoforo. La melanizacién es un
mecanismo de defensa de las bacterias mediante la activacion de la profenol oxidasa

para producir melanina (Braga et al., 2018b), que se deposita extracelularmente en los
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tejidos en crustaceos (Alfaro y Lozano, 1993). Esto conduce al deterioro del tracto
reproductivo en los machos, afecta su capacidad reproductiva (Pérez-Velazquez et al.,
2001; Harlioglu et al., 2018) y, finalmente, con el tiempo (4-5 semanas) aumenta la
proporcion de machos estériles (Alfaro, 1993; Alfaro y Lozano, 1993). Las bacterias
crecen a altas temperaturas, que son frecuentemente usadas en los laboratorios
comerciales, ya que la temperatura es necesaria para estimular la maduracion de la
gonada de hembras, incluso cuando ocasiona deterioro de los machos: se sabe que el
aumento de la temperatura del agua desencadena la melanizacion (Pérez-Velazquez et
al., 2001; Pascual et al., 2003; Braga et al., 2018a). Las algas del género Ulva presentan
una variedad de compuestos con actividades antimicrobianas como terpenos, esteroles,
compuestos polifendlicos y polisacaridos (Kim et al., 2010; Trigui et al., 2013), estos
compuestos tienen actividades inhibitorias contra bacterias y hongos (Hellio et al.,
2000; Trigui et al., 2013), y su efecto es notorio incluso a bajas dosis, por lo que es
factible que el efecto de Ulva en la prevencion de la melanizacion se logre gracias a
estos compuestos. Por otro lado, hubo mas cortejos en camarones alimentados con
Ulva, lo que refleja mas espermatoforos en buen estado, y por lo tanto mas desoves por
tanque. De acuerdo a lo anterior, en un estudio previo encontramos un aumento en el
numero de desoves en reproductores alimentados con Ulva (14 contra 11 desoves por
dia) (Corral-Rosales et al., 2018b). La esterilidad por melanizacién en machos cautivos
también se ha atribuido a una dieta desequilibrada, ya sea con excesos en proteina
(Goimier et al., 2006) o en carbohidratos (Braga et al., 2010), como activadores del
estrés oxidativo en espermatoforos, que es mds evidente por aumentos en la
temperatura. Los machos alimentados con Ulva tuvieron una capacidad antioxidante
significativamente mayor, mediada por los compuestos fendlicos en el musculo y en el
hepatopéancreas y los carotenoides totales en el hepatopancreas. Una alta actividad
antioxidante por pigmentos y flavonoides ha sido reportada previamente para Ulva
(Kim et al., 2010; Farasat et al., 2014; McCauley et al., 2018). Aqui, ademas de estos
compuestos, encontramos un aumento de fucosterol en todos los tejidos, incluido el
espermatoforo, también se ha documentado que el fucosterol tiene actividad
antioxidante (Abdul et al., 2016; Begum et al., 2018). Asi, la disminucion de la

melanizacion en espermatoforos en machos alimentados con Ulva podria ser el
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resultado de neutralizar el estrés oxidativo por medio de los antioxidantes presentes en
Ulva, o por inhibir directamente la proliferacion de bacterias que causan la
melanizacion en el sistema reproductivo como se menciond anteriormente.

Un resultado interesante fue el aumento del acido araquidénico (20:4n-6) en los
espermatoforos y en la fraccion neutra del hepatopancreas de los machos alimentados
con Ulva. Este acido graso es el principal precursor de los eicosanoides, y entre los
eicosanoides, las prostaglandinas (PG), mismas que modulan la actividad reproductiva
de los organismos (Duangprom et al., 2018). En peces machos, los PG actian sobre el
cerebro para inducir la sintesis de androégenos (Zhang et al., 2019). En los crustaceos, la
PG participa en el desarrollo ovarico (Duangprom et al., 2018). Alfaro (2015) encontr6
que al inhibir la produccion de PG con ibuprofeno habia menos espermatozoides
anormales, pero también menos generacion de espermatoforos en L. vannamei.
Meunpol et al. (2005) reportaron que 20:4n-6 incluido en la dieta para P. monodon
aumenta el conteo de espermatozoides y la proporcion de espermatozoides vivos y
disminuye la proporcion de espermatozoides anormales en los machos. Otras vias por
las cuales el 20:4n-6 podria estar regulando la produccion de esperma, es al afectar los
niveles de colesterol. El 4cido araquidonico puede regular la transferencia de colesterol
para la sintesis de hormonas esteroides (Wang y Stocco, 2005), especialmente la
testosterona (Mercure y Van der Kraak, 1996). El colesterol se reduce en el conducto
deferente de P. monodon durante la maduracion del esperma (Chotwiwatthanakun et al.,
2016). Los espermatozoides en peneidos sufren cambios fisiologicos y bioquimicos
durante la maduracion que mejoran su reactividad y capacidad para fertilizar el évulo
(Aungsuchawan et al., 2011). De hecho, encontramos niveles mas bajos de colesterol en
el espermatoforo de los machos alimentados con Ulva, pero no en el hepatopancreas, lo
que indica que el fucosterol no disminuyd significativamente la absorcion de colesterol
en el tracto digestivo, como se ha informado de algunos fitoesteroles en mamiferos
(Tapiero et al., 2003). Los niveles mas bajos de colesterol en el espermatoforo se
pueden asociar a la maduracién de los espermatozoides, lo que podria explicar el
aumento de la viabilidad del huevo en los reproductores alimentados con Ulva. El
fucosterol también puede disminuir la inflamacion que se espera durante la infeccion

bacteriana del espermat6foro, al inhibir directamente la secrecion de interlukin-6
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(Hwang et al., 2014) o mediante el derivado de oxisterol del fucosterol un equivalente a
la via del receptor del higado X (Vanmierlo et al., 2013) en camarones, que controlan la
homeostasis del colesterol (Zhao y Dahlmain-Wright, 2010). Sin embargo, Ulva no es
particularmente rica en 20:4n-6: encontramos alrededor del 1% de 20:4n-6 en esta cepa
(Corral et al., 2019) y considerando que el enriquecimiento de Ulva fue de 0.8% de la
dieta total, el aporte de Ulva es minimo. La pregunta es por qué los niveles de este acido
graso se incrementan en los machos alimentados con Ulva. Una posibilidad es que,
dado que Ulva es rico en antioxidantes, hay una disminucion de la oxidacion en los
tejidos de los camarones alimentados con Ulva. Ademas, se ha reportado que las algas
pueden aumentar la absorcion y la asimilacion de las proteinas y los lipidos de la dieta
(Yone et al., 1986a, b), 0 modular el metabolismo de los lipidos (Nakagawa et al., 1997;
Nakagawa y Montgomery, 2007). De acuerdo con esto, los niveles de HUFA en la
fraccion neutra del hepatopancreas aumentaron en general en los machos alimentados
con Ulva. Sin embargo, 20:5n-3 en realidad disminuyd en el espermatdforo de los
camarones alimentados con Ulva, lo que indica que hubo una incorporacion selectiva de
20:4n-6 en el espermatdforo, y no solo una proteccion de los HUFA por los
antioxidantes. El acido araquidénico probablemente se incorpord a los espermatdforos
en forma de fosfolipidos, ya que este tejido también se enriquecid en 18:1n-9. Se ha
demostrado que el fucosterol afecta la incorporaciéon de fosfolipidos, la sintesis de
lipoproteinas y el transporte de lipoproteinas desde el hepatopancreas (Hoang et al.,
2012). Un transporte selectivo de fosfolipidos enriquecidos con 20:4n-6 desde el
hepatopancreas hacia el espermatoforo, estd de acuerdo con la sobreexpresion de los
genes de la via metabdlica asociados con el metabolismo y el transporte de 20:4n-6 en
juveniles de L. vannamei alimentados con Ulva (Elizondo-Reyna et al., 2016). También
encontramos que el uso y la movilidad de los nutrientes, particularmente los lipidos, es
diferente en los machos en comparacion con las hembras durante la maduracion. En las
hembras hubo un mayor transporte de nutrientes desde el hepatopancreas a las gonadas
durante la maduracion y este transporte se mejord al agregar Ulva a la dieta (Corral-
Rosales et al., 2019). En contraste, los machos presentaron niveles similares de lipidos y
proteinas en el hepatopancreas, con solo una disminucién en el contenido de

carbohidratos. Los carbohidratos también fueron mas bajos en musculo, al igual que los
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triglicéridos que se almacenan en el musculo cuando la dieta es rica en carbohidratos.
Dado que las dietas tenian niveles similares de carbohidratos, Ulva redujo la
acumulacion de carbohidratos y triglicéridos, ya sea por un aumento del gasto en todos
los tejidos o por transporte selectivo a algunos tejidos, como podria ser el caso del
espermatoforo, que utiliza altas cantidades de glucosa durante la formacion del
espermatoforo (Ceballos et al., 2003). Este efecto también podria ser regulado por el
fucosterol, ya que se ha encontrado la misma degradacion del glucdégeno y la
gluconeogénesis en el higado, produciendo un efecto hipoglucémico (Hoang et al.,
2012), posiblemente a través de la via del receptor X del higado, que controla la
homeostasis de los carbohidratos (Baranowski, 2008).

En conclusion, la adiciéon del 0.8% de Ulva a la dieta reduce el nimero de
espermatoforos con melanizacion incluso cuando aumenta la temperatura. También
aumenta la actividad de cortejo y la viabilidad de los huevos. El consumo de Ulva
afecta la composicién bioquimica del hepatopancreas y del musculo, incrementa el
20:4n-6 en espermatoforos y aumenta los compuestos fenolicos y carotenoides en los
tejidos, probablemente incrementa la capacidad antioxidante. La inclusion de Ulva en la
dieta fresca para reproductores machos L. vannamei podria ser una estrategia viable y
un bajo costo para mejorar la capacidad reproductiva y reducir los efectos de la

temperatura durante la produccion comercial.
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CAPITULO 5

10. Mejora de la calidad de desove utilizando Ulva clathrata en reproductores de

camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Borrador: Corral-Rosales, D. C., Nieto-Lopez M G.., Cruz-Suarez, L. E., Rodriguez-
Jaramillo, C. y Palacios, E., (2019). Improvement of spawning quality using Ulva

clathrata in white shrimp broodstock of the Pacific Litopenaeus vannamei (Boone,

1931)
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10.1. Resumen

Se alimentaron reproductores L. vannamei en un laboratorio de larvas comercial con
una dieta control y una dieta con 0.8% de harina de U. clathrata incluida en la dieta
fresca. Se obtuvieron 50 desoves, de los cuales se tomaron muestras de huevos y
nauplios para andlisis bioquimicos, morfoldgicos (largo, ancho y didmetro por
microfotografias de campo claro), de 4cidos grasos y de esteroles. Los resultados
obtenidos mostraron que los nauplios de reproductores alimentados con Ulva fueron
significativamente mas largos (12%) y anchos (22%). El didmetro de los huevos de
desoves de las hembras que consumieron la dieta con Ulva aument6 significativamente
un 14%. Los huevos y los nauplios de reproductores alimentados con Ulva en la dieta
tuvieron niveles significativamente mas altos de proteina (51.6+4.3 vs. 79.6+4.7 mg g™,
P <0.01; 62.5 £9.2 vs. 93.94£9.8, P <0.05, respectivamente) y de carotenoides (8.1+1.4
vs. 18.241.3, P<0.01; 6.1£0.3 vs. 8.3+0.4 mg g', P<0.01, respectivamente) comparados
con el control. En huevos, el consumo de Ulva aument6 significativamente el 18:3n-3
en 100% (de 1.2 a 2.4 %), el 20:4n-6 en 18% (de 1.7 a 2.0%), el 20:5n-3 en 19% (de 7.6
a 9.0%) y el 22:6n-3 en 11% (de 11.3 a 12.5%). En la fraccion polar, el consumo de
Ulva aument6 significativamente el 18:3n-3 en 81% y el 22:6n-3 en 11% y disminuy6
el 20:0 en 25% y el 18:1n-7 en 13%. En la fraccion neutra los nauplios de reproductores
alimentados con Ulva aumentaron significativamente el 18:0, 16:1n-9, 18:3n-3, 20:3n-
3, 20:4n-6, 20:5n-3 y la XPUFA 10%, 33%, 150%, 40%, 23%, 20% y 11%,
respectivamente y disminuyeron significativamente el 16:0 en 8%, el 18:2n-6 en 24%,
los saturados 8% y la relacion n-3/n-6 en 20% respecto al grupo control. En la fraccion
polar el 20:4n-6 aumento significativamente 11% con el consumo de Ulva. Los huevos
y nauplios de hembras que consumieron la dieta con Ulva tuvieron mejor calidad en sus
reservas bioquimicas reflejado en un mayor tamafio en comparacion con el grupo
control, por lo que Ulva incluida en la dieta para reproductores L. vannamei puede ser
una alternativa para mejorar la calidad de los huevos y de los nauplios bajo condiciones

de produccion comercial.
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10.2. Introducciéon

En penaeidos, el gasto energético durante la reproduccion estd asociado con la
maduracion del ovario debido a la biosintesis de nutrientes necesarios para las reservas
alimenticias durante los primeros estadios lecitréficos (Cahu et al., 1995; Wouters et al.,
2001b; Racotta et al., 2003; Boucard et al., 2004). La acumulaciéon de nutrientes en la
gonada durante la maduracion, depende de la movilizacion de reservas de otros tejidos
especialmente del hepatopancreas (Teshima et al., 1988; Castille y Lawrence, 1989;
Millamena y Pascual, 1990; Palacios et al., 2000; Yu et al., 2007). Durante la
produccion en cautiverio los desoves multiples afectan el estado fisiologico de las
hembras, como resultado a un periodo insuficiente de almacenamiento de reservas
nutricionales en el hepatopancreas y un limitado transporte a las gonadas, lo que lleva a
su agotamiento reproductivo (Primavera, 1985; Harrison, 1990; Palacios et al., 1999¢;
Vézquez-Boucard et al., 2004). El agotamiento reproductivo puede causar un indice
gonadosomatico mas bajo y niveles mas bajos de proteinas totales, lipidos y colesterol
en la hemolinfa y en hepatopancreas (Palacios et al., 1998, 1999c; Cheng et al., 2000;
Viézquez-Boucard et al., 2004; Yu et al., 2007). Dichas alteraciones fisiologicas, a su
vez, pueden tener un efecto en la calidad del huevo y de las larvas. La calidad del huevo
se define como la capacidad de un huevo para ser fertilizado y desarrollarse (Holcomb
et al., 2004), mientras que la calidad de las larvas se refiere al rendimiento y a la
condicion fisiologica (Bray y Lawrence, 1991; Wouters et al, 1997). Ambos
parametros son usados como un criterio de control de calidad y pueden abordarse
mediante el analisis de variables bioquimicas (Palacios et al., 1998; Palacios et al.,
1999b), morfologicas y de produccion (Ibarra et al., 1997; Cavalli et al., 2000). La
composicion bioquimica de los huevos es un indicador particularmente util de la calidad
de la descendencia, ya que influye en el éxito del desarrollo embrionario y larvario
(Holland, 1978; Fraser, 1989; Herndndez-Herrera, 2001; Palacios et al., 2001). Los
lipidos, en particular los triglicéridos, son la principal fuente de energia metabolica
debido a su alto potencial de oxidacion (Stryer, 1997). En crustaceos, los lipidos son
componentes bioquimicos fundamentales de la reserva de los huevos, no solo por su
aporte de energia, sino también porque tienen funciones estructurales (fosfolipidos,

colesterol) y hormonales (colesterol y dcido araquidonico) importantes para el
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desarrollo. Por lo anterior los niveles de lipidos han sido usados como indicador
nutricional en los desoves (Cahu et al., 1988; Lavens y Sorgeloos, 1991; Cahu et al.,
1995; Palacios et al., 1999c). En estudios previos, encontramos que la inclusion Ulva
clathrata en la dieta para reproductores L. vannamei en un laboratorio de larvas
comercial, disminuye el agotamiento reproductivo en hembras ablacionadas, estimula la
vitelogénesis tardia y aumenta la acumulacion de lipidos en las gonadas (Corral et al.,
2018b). Ademas, aumenta el acido araquidonico en las gonadas maduras y mejora el
transporte de lipidos (Corral et al., 2019). Sin embargo, se desconoce el efecto del
consumo de Ulva sobre la calidad del desove. Debido a lo anterior, el presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar el efecto de Ulva clathrata en la dieta para reproductores,

sobre la calidad del desove mediante criterios bioquimicos y morfologicos.

10.3. Materiales y métodos

10.3.1. Desoves y colecta de muestra

Casi al final del ciclo de produccion el dia 43 (45 dias de produccion), a las 19:00 horas,
50 hembras maduras (con ovarios rojo-verdes) con espermatoforo adherido al télico, se
capturaron del tanque de maduracién y se colocaron en cilindros individuales de 200 L
para desovar, cada uno de los cilindros con piedras de aireacion a 29.6+1.5 °C y
32.6+0.5 mg L' de temperatura y salinidad, respectivamente. Cada cilindro localizado
en un area apartada de los tanques de maduracion (Figura 5-1A). Después de la
medianoche y del desove, cada hembra fue regresada a su tanque de maduracion
correspondiente. Al amanecer (8:00), se tomaron muestras de huevos de cada desove
con una malla de 100 pm. Posteriormente, a medio dia justo después de la eclosion, se
recolectaron nauplios de cada cilindro en la etapa I con cosechadores individuales de 30
L (Figura 5-1C). Los nauplios se recolectaron mediante fototropismo positivo, se
sifonearon y se concentraron en mallas de 100 um. Una parte de cada muestra de
huevos y nauplios se congeld y se almaceno a -80°C y la otra parte se conservo en tubos
Eppendorf de 2 mL con formaldehido al 10%. Se pesaron aproximadamente 100 mg de
huevos y nauplios de muestras almacenadas a -80°C y se colocaron en tubos con 6 ml

de solucion de Folch para el andlisis de 4acidos grasos, esteroles y carotenoides. El resto
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de la muestra se peso y se colocd en tubos de 2 mL para la composicion bioquimica.

Las muestras conservadas con formaldehido se utilizaron para fotomicrografias.

10.3.2. Microfotografia de campo brillante

Muestras de huevos y nauplios conservados en formaldehido al 10% se colocaron en
portaobjetos para microfotografias de campo brillante. Se tomaron un total de 25 fotos
digitales de nauplios y huevos de cada tratamiento y se determin lo alto, el ancho, y el
diametro. La microfotografia de campo brillante de cada muestra se tomo con un
microscopio Olympus BX41 conectado a una camara de video (Nikon Digital Sight DS-
Ril®). Las imagenes fueron procesadas con Image Pro Premier v.9.0 (Media

Cybernetics; Bethesda, MD).

Figura 5-1. Area de desove (A); Cilindros individuales de 200 L para el desove (B); Cosecha de nauplio
en cosechadores de 30 L (C)
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10.3.3. Analisis bioquimicos
Se realizaron andlisis de proteinas (Bradford, 1976) y de carbohidratos (Van Handel,

1965) en huevos y nauplios como se describe en el Capitulo 2 (ver el punto 7.3.6.)

10.3.4. Analisis de acidos grasos, esteroles y carotenoides
Se realizaron analisis de acidos grasos, esteroles y carotenoides en huevos y nauplios

como se describe en el Capitulo 3.

10.3.5. Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) considerando como factor el
tratamiento (T, con dos niveles, con o sin Ulva) para el ancho, la longitud, los
compuestos bioquimicos, los &cidos grasos, los esteroles y los carotenoides (Software
STATISTICA, Version 5.0). Adicionalmente se realizaron analisis de regresion lineal
para determinar las correlaciones entre la composicion bioquimica, el nimero de desove

y los 4cidos grasos.

10.4. Resultados

10.4.1. Microfotografias y medidas de huevos y nauplios

En la Figura 5-3 se muestra la altura y el ancho de nauplios y el didmetro de huevos de
desoves de reproductores alimentados con y sin Ulva en la dieta. Los nauplios de
reproductores alimentados con Ulva fueron significativamente mas largos (275.0+5.7
um vs. 308.84+6.1, P<0.01) y anchos (149.1£3.7um vs. 182.9+3.9, P<0.01) con respecto
a los nauplios de los controles. El didmetro de los huevos de desoves de la dieta con
Ulva aument6 significativamente 14% (232.1+1.2 pm vs. 264.1+1.4 um, P<0.01, Figura
5-3).
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Figura 5-2. Microfotografias de desoves de reproductores alimentados con y sin Ulva en la dieta fresca.
(A) Nauplios de desoves de la dieta con Ulva (10X, campo claro); (B) Nauplios de desoves de la dieta

control (10X, campo claro).

275.0

250.0

g

225.0

200.0

320.0
300.0
£ 280.0
260.0

240.0

200.0
150.0

£ 100.0
50.0

0.0

Figura 5-3. Diametro de huevos (A), altura (A) y ancho (B) de nauplios de desoves de reproductores L.

Diametro en huevos
P<0.01
Control Ulva
Altura en nauplios
P<0.01
T
Control Ulva
Ancho en nauplios
T P<0.01
Control Ulva

vannamei alimentados con y sin Ulva en la dieta para reproductores, durante 45 dias (promedio+ ES).
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10.4.2. Composicion bioquimica de huevos y nauplios

El contenido de carbohidratos, proteinas y carotenoides en huevos y nauplios de
reproductores de L. vannamei alimentados con y sin Ulva en la dieta fresca para
maduracion se muestra en la Figura 5-4. Los huevos de reproductores alimentados con
Ulva en la dieta tuvieron niveles significativamente mas altos de proteina (51.6+4.3 vs.
79.6+4.7, P <0.01;) y carotenoides (8.1+1.4 vs. 18.2+1.3, P<0.01). Los nauplios:
también presentaron niveles significativamente mas altos de proteina (6.1+0.3 vs.
8.3+0.4, P<0.01, mg g') y carotenoides (62.5 9.2 vs. 93.949.8, P<0.05, mg g') con
respecto al control. Realizando una regresion lineal entre el numero de desoves por
hembra y la composiciéon bioquimica en huevos, encontramos que los huevos de los
reproductores de la dieta control se correlacionaron negativamente con el niimero total
de desoves y los niveles de proteina (r = -0.953). En nauplios también encontramos una
correlacion negativa en los nauplios de reproductores alimentados con la dieta control
entre el nimero total de desoves de cada hembra y el contenido proteina y carotenoides
(r = -0.981, r = -0.948 respectivamente). No hubo diferencias significativas en el

contenido de carbohidratos en huevos y nauplios con o sin el tratamiento con Ulva.

10.4.3. Acidos grasos de huevos de L. vannamei

El perfil de acidos grasos de la fraccion neutra y polar en los huevos de los desoves de
reproductores alimentados con Ulva en la dieta se muestra en la Tabla 5-1. En la
fraccion neutra en huevos, el consumo de Ulva aument6 significativamente el 16:1n-9
en 33%, el 20:1n-9 en 14%, el 18:3n-3 en 100%, el 20:4n-6 en 18%, el 20:5n-3 en 19%,
el 22:6n-3 en 11%, la ZPUFA en 11%, la XHUFA en 14% y la relacion n-3/n-6 en 23%
y disminuy6 la EZMUFA en 6%.
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Figura 5-4. Carbohidratos (CHO), proteinas (mg g™ dw) y carotenoides (ng g') en huevos y nauplios de
L. vannamei alimentados con una dieta de control (gris claro) o una dieta con Ulva (gris oscuro) durante
45 dias (promedio+ ES).

108



Inclusion de Ulva clathrata y su efecto sobre desempeiio reproductivo y calidad del desove
en camar6n blanco en condiciones de produccion comercial
TESIS DOCTORAL 2019

Tabla 5-1. Acidos grasos de la fraccion neutra y polar (% del total de 4cidos grasos, medias + ES)
medidos en huevos de L. vannamei alimentados con o sin U. clathrata en la dieta fresca durante 45 dias.

Acidos Fraccion neutra Fraccion polar

grasos Control Ulva ANOVA Control Ulva ANOVA
16:0 246 £+ 03 245 £ 02 NS 193 £ 03 192 £ 03 NS
18:0 51 £ 0.3 50 £ 0.2 NS 11.0 £ 0.7 99 = 0.6 NS
20:0 05 £ 0.1 05 = 0.1 NS 04 = 0.0 03 = 0.0 P<0.01
16:1n-9 09 + 0.1 1.2 £+ 0.1 P<0.01 1.8 £ 0.1 1.5 + 0.1 NS
16:1n-7 92 + 04 89 £ 03 NS 63 + 0.3 65 £ 0.2 NS
18:1n-9 139 £+ 02 133 + 0.1 P<0.05 155 £+ 04 157 = 04 NS
18:1n-7 47 £ 0.2 43 + 0.1 P<0.05 57 £ 0.2 50 £ 0.2 P<0.05
20:1n-9 14 + 0.1 1.6 £ 0.0 P<0.01 25 £ 0.1 26 + 0.1 NS
20:1n-7 0.6 £ 0.0 07 £ 0.0 NS 09 = 0.1 0.8 £ 0.1 NS
18:2n-6 23 £ 0.1 1.9 £ 0.1 NS 22 £ 0.1 20 £ 0.1 NS
18:3n-6 0.1 + 0.0 0.1 £ 0.0 NS 03 = 0.0 03 + 0.0 NS
18:3n-3 12 £+ 04 24 + 0.3 P<0.05 1.1 £ 0.2 20 + 02  P<0.05
20:2n-6 05 £ 0.0 05 = 0.0 NS 0.8 £ 0.0 0.8 = 0.0 NS
20:3n-3 06 £ 0.1 06 = 0.1 NS 09 + 0.1 08 + 0.1 NS
20:4n-6 1.7 £ 0.1 20 £ 0.0  P<0.01 2.7 £ 0.2 3.1 £ 0.1 NS
20:5n-3 76 £ 03 90 = 0.2 P<0.01 102 + 04 11.1 £ 04 NS
22:6n-3 113 £ 02 125 £ 0.2 P<0.01 10.1 + 04 112 £ 04 P<0.05
> Saturados 372 £ 06 357 £ 0.5 NS 340 £ 08 323 £ 0.8 NS
SMUFA 352 + 04 335 + 03 P<0.01 358 £ 06 348 £ 0.5 NS
> PUFA 276 £ 0.6 309 £ 0.5 P<0.01 302 £ 1.0 329 £ 09 NS
SHUFA 228 £ 04 254 £ 03 P<0.01 249 £+ 09 271 £ 0.8 NS
n-3/n-6 39 £ 0.2 48 + 02  P<0.01 34 £ 0.2 38 + 0.2 NS

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; HUFA: 4cidos grasos
altamente insaturados; NS: sin diferencia significativa (P<0.05)

En la fraccion polar de huevos, el consumo de Ulva aumentd significativamente el
18:3n-3 en 81% y el 22: 6n-3en 11% y disminuy6 el 20:0 en 25% y 18:1n-7 en 13%. Al
realizar andlisis de regresion lineal entre los 4cidos grasos de los huevos de los
reproductores y los carotenoides, encontramos que los huevos de desoves de animales
alimentados con la dieta con Ulva tuvieron una correlacion positiva entre el 20:4n-6 de
la fraccion polar y el contenido de carotenoides (r = 0.910; P<0.05). No se encontraron

otras correlaciones con el resto de acidos grasos.
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Tabla 5-2. Acidos grasos de la fraccion neutra y polar (% del total de acidos grasos, medias+ ES) medidos
en nauplios de L. vannamei alimentados con o sin U. clathrata en la dieta fresca durante 45 dias.

Acidos Fraccion neutra Fraccion polar
grasos Control Ulva ANOVA  Control Ulva ANOVA
16:0 248 + 0.2 23.1 £ 0.2 P<0.01 189 = 0.2 189 + 0.2 NS
18:0 48 £ 0.1 53 £ 02 P<0.05 105 + 02 106 + 02 NS
20:0 0.5 £ 0.1 05 = 0.1 NS 04 £ 00 04 = 0.0 NS
15:1n-8 0.6 = 0.1 0.8 = 0.1 NS 03 = 0.1 03 + 0.2 NS
16:1n-9 09 = 0.1 1.2 £ 0.1 P<0.01 1.7 £ 0.1 1.7 £ 0.1 NS
16:1n-7 8.7 £ 0.2 8.7 £ 0.3 NS 6.1 + 04 58 £ 0.5 NS
18:1n-9 140 =+ 03 133 = 0.3 NS 154 + 03 156 = 03 NS
18:1n-7 43 + 0.1 45 + 0.1 NS 53 = 0.1 50 = 0.1 NS
20:1n-9 1.6 £ 0.0 1.7 £ 0.1 NS 25 + 0.1 26 = 0.1 NS
20:1n-7 07 £ 00 0.7 £ 0.1 NS 09 £ 00 09 = 0.0 NS
18:2n-6 21 £ 0.1 1.6 £ 0.1 NS 20 £ 0.1 20 = 0.1 NS
18:3n-6 01 £ 00 0.1 £ 0.0 NS 03 = 00 03 = 00 NS
18:3n-3 1.0 £ 0.2 25 + 0.2 NS 1.7 £ 03 1.3 £ 03 NS
20:2n-6 05+ 00 05« 0.0 NS 08 £ 00 0.8 = 0.0 NS
20:3n-3 05 + 0.1 07 £ 0.1 P<0.01 08 + 0.1 0.6 = 0.1 NS
20:4n-6 1.7 £ 00 21 £ 0.1 P<0.01 28 + 0.1 3.1 = 0.1 P<0.01
20:5n-3 79 £ 0.2 95 = 03 P<0.01 109 = 03 11.0 £ 0.3 NS
22:6n-3 124 + 03 127 £ 04 NS 1.1 + 04 11.6 £ 04 NS
> Saturados 369 + 0.3 339 + 04 P<0.01 327 £ 03 328 £ 0.3 NS
>MUFA 346 £ 04 345 = 0.5 NS 351 £ 0.5 347 £ 0.5 NS
> PUFA 285 £ 05 316 = 0.6 P<0.01 322 £ 0.6 32,6 £ 0.6 NS
>HUFA 244 + 0.5 26.1 = 0.7 NS 265 + 0.7 277 £ 0.8 NS
n-3/n-6 42 £ 02 52 + 02 P<0.01 39 £ 0.1 3.7 + 0.1 NS

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; HUFA: acidos grasos
altamente insaturados; NS: sin diferencia significativa (P<0.05)

10.4.4. Acidos grasos de nauplios de L. vannamei

El perfil de acidos grasos de la fraccion neutra y polar medida en nauplios obtenidos de
reproductores alimentados con y sin Ulva en la dieta se muestra en la Tabla 5-2. En la
fraccion neutra con Ulva aumentaron significativamente el 18:0, 16:1n-9, 18:3n-3,
20:3n-3, 20:4n-6, 20:5n-3 y la ZPUFA en 10%, 33%, 150%, 40%, 23%, 20% y 11%,
respectivamente y disminuyeron significativamente el 16:0 en 8%, la X Saturados en
8% y la n-3/n-6 en 20% respecto al grupo control. En la fraccion polar el 20:4n-6

aumento significativamente en 11% con el consumo de Ulva. Al realizar analisis de
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regresion lineal entre los acidos grasos y el contenido de carotenoides de los nauplios de
reproductores, encontramos que los nauplios alimentados con la dieta con Ulva tuvieron
una correlacion positiva entre el 20:4n-6 de la fraccion polar y el contenido de

carotenoides (r = 0.900; P<0.05).

10.4.5. Esteroles en huevos y nauplios de L. vannamei

Se evaluo el perfil de esteroles en huevos y nauplios de reproductores alimentados con y
sin Ulva y se muestra en la Tabla 5-3. No hubo diferencia significativa en huevos en
relacion a la dieta para algin esterol analizado. En los nauplios de reproductores
alimentados con la dieta con Ulva, el dehydrocolesterol aumento6 significativamente de
3.9 a 12.6%, (P<0.05) y disminuy¢ el colesterol de 96.1 a 87.4% (P<0.05). El resto de
los esteroles analizados no presentaron cambios significativos con el consumo de Ulva.

Tabla 5-3. Perfil de esteroles (% del total de esteroles, medias + ES) en huevos y nauplios de L. vannamei
alimentados con o sin U. clathrata en la dieta durante 45 dias.

Esteroles Control Ulva ANOVA
Huevos
Dehydrocolesterol 24 £ 03 26 £ 03 NS
Colesterol 93.7 £ 0.7 933 £ 0.7 NS
Brassicasterol 27 £ 04 30 £ 04 NS
Campesterol 02 =+ 0.2 03 £ 02 NS
B-Sitosterol 1.0 £+ 04 0.8 £ 03 NS
Nauplios
Dehydrocolesterol 39 £ 3.0 126 + 24 P<0.05
Colesterol 96.1 £ 2.0 874 £ 2.6 P<0.05
Brassicaesterol ND ND
Campesterol ND ND
B-Sitosterol ND ND

NS: sin diferencia significativa (P<0.05); ND: no detectado

10.5. Discusion

En crusticeos, la vitelogénesis es un evento bifasico que consiste en auto sintesis (o
sintesis endogena) que es cuando los ovocitos estan en estadios previtelogénicos y
heterosintesis (sintesis exdgena) derivada en parte del alimento y de la sintesis
enddgena (Subramoniam, 2011). La previtelogénica o de auto sintesis es caracterizada
por la diferenciacion del reticulo endoplasmico y la formacion del vitelo enddgeno

almacenado en vesiculas, mientras que la vitelogénesis secundaria o de heterosintesis
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corresponde a una fase intensiva de captacion y almacenamiento de moléculas
precursoras de vitelo exogenas que se acumulan en grandes globulos de vitelo
(Subramoniam, 2011). En trabajos anteriores observamos que las hembras que
consumen Ulva tienen ovocitos previtelogénicos y postvitelogénicos mas grandes, lo
cual indica que se estd promoviendo la vitelogénesis secundaria. Dicha vitelogénesis
secundaria, probablemente este promovida por una mejor captacion y almacenamiento
de reservas energéticas exdgenas provenientes del alimento, tales como lipidos que son
precursores del vitelo (Corral et al., 2018b). Se ha propuesto que el tamafio del huevo
(volumen o didmetro) es un equivalente aproximado de la cantidad de reservas y la
longitud del nauplio refleja el grado de desarrollo en un momento dado (Racotta et al.,
2003). En concordancia, aqui los huevos tuvieron un mayor didmetro y los nauplios
mayor longitud cuando provinieron de hembras que consumieron Ulva. Aqui, se
observd que los niveles de proteina fueron mayores en huevos y nauplios provenientes
de reproductores alimentados con Ulva.

Por otro lado, el tamafio de los ovocitos puede ser resultados de otros factores no
directamente asociados a la dieta. Al finalizar la vitelogénesis, los ovocitos alcanzan la
etapa final de la maduracioén que se caracteriza por la aparicion de cuerpos en forma de
bastoncillos, llamados barras corticales, localizados radialmente alrededor de Ia
periferia de las membranas plasmaticas del ovocito (Lynn y Clark, 1987; Yano, 1988;
Pongtippatee-Taweepreda et al., 2004). Durante el desove, las barras corticales se
liberan al contacto de los huevos con el agua de mar y forman una inversion de jalea
alrededor de los huevos (Clark et al., 1990; Rankin y Davis, 1990; Pongtippatee-
Taweepreda et al., 2004). En este momento, las sustancias de gelatina se desprenden
gradualmente de la superficie del huevo desovado y se convierten en los materiales
floculantes denominados "agua de huevo" cuya funcioén es un inductor natural de la
reaccion acrosomica del esperma (Clark et al., 1990; Pillai y Clark, 1990). La extrusion
de barras corticales probablemente actlia como un entorno para la fertilizacion y el
desarrollo del embrion (Pongtippatee-Taweepreda et al., 2004). En trabajos anteriores
encontramos que el consumo de Ulva incrementa el area total cubierta por las mucinas
corticales contenidas en las barras corticales de los ovocitos postvitelogénicos (Corral-

Rosales et al.,, 2018b). Aqui encontramos que el didmetro de los huevos de
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reproductores alimentados con Ulva fue mayor con respecto al control, lo cual podria
ser resultado de la presencia de mayor niimero o tamafio de barras corticales. A su vez,
esto podria explicar la mayor tasa de fertilizacion observada para desoves de
reproductores alimentados con Ulva (Corral et al., 2018a).

Por otra parte, el perfil de acidos grasos vario considerablemente entre huevos
provenientes de reproductores control y aquellos alimentados con Ulva. En particular,
aumento la proporcion de 18:3n-3 y del 20:4n-6: el aumento de 18:3n-3 es normal dado
que Ulva tiene una proporcion muy alta de 18:3n-3 (Aguilera-Morales et al., 2005;
Serviere-Zaragoza et al., 2015), comparada con los demés ingredientes de la dieta
(Corral et al., 2019). En contraste, el incremento de 20:4n-6 es interesante, dado que
Ulva no contiene grandes cantidades de este acido graso. El 20:4n-6 es precursor en la
sintesis de prostaglandinas, induciendo la respuesta inmune y la contraccion durante el
desove. En pez oro (Carassius auratus) se ha descrito que el 20:4n-6 afecta la
esteroidogénesis ovdrica estimulando la produccién de testosterona mediada por la
Prostaglandina E, (PGE;) (Mercure y Van Der, 1996). En huevos y larvas de crustaceos
el 20:4n-6 mejora la eclosion del huevo, aumenta la tolerancia en larvas baja salinidad
(Xu et al., 2016, Asil et al., 2018), permite la acumulacion selectiva de acidos grasos n-
3 y debido a su induccion esteroidogénica tiene funciones reguladoras durante la
embriogénesis (Kangpanich et al., 2016). El 20:4n-6 también afecta la produccion de
esteroides, particularmente testosterona, al regular la transferencia de colesterol
(Mercure y Van Der, 1996; Xu et al., 2016; Kangpanich et al., 2016). Aqui hubo una
disminucion significativa del colesterol en los nauplios del grupo con Ulva.

Hemos observado en larvas de reproductores alimentados por la misma cepa de Ulva
que el consumo de esta alga disminuye los tiempos de metamorfosis en larvas (Corral-
Rosales, 2013) y aumenta la tasa de eclosion en huevos (Corral et al., 2018a). La
liberacion regulada de esteroides activos durante la embriogénesis pueden estar
regulada por el 20:4n-6, desencadenando la formacion de la cuticula embrionaria, la
muda larvaria y la eclosion (Subramoniam et al., 2000; Gunamalai et al., 2004).
Mientras que los efectos del 20:4n-6 son muchos, no es claro por qué los huevos de
reproductores alimentados con Ulva tienen mas de éste HUFA, siendo que el alga tiene

muy poco. Aqui, encontramos una correlacion positiva entre los niveles de carotenoides
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y la proporcion del 20:4n-6 de los fosfolipidos en huevos y nauplios. Los carotenoides
son compuestos antioxidantes que probablemente protegieron al 20:4n-6 de la
oxidacion. Los carotenoides pueden esterificarse a los acidos grasos y acumularse en el
vitelo en los huevos para su uso futuro durante la embriogénesis (Persia-Jothy et al.,
2019). Ulva es rica en carotenoides (luteina, clorofila y zeaxantina) (Pefia-Rodriguez et
al., 2011) que se pueden metabolizar a astaxantina en el tejido de camarones (Cruz-
Suarez et al., 2010a). En crustaceos, se han propuesto que los carotenoides aumentan la
tolerancia al estrés, mejoran el desarrollo embrionario, el crecimiento y la maduracion
gonadal (Petit et al., 1991; Olson, 1993; Menasveta et al., 1994; Mantiri et al., 1995),
reducen la tasa de mortalidad durante el desarrollo embrionario; aumentan la capacidad
de tolerar condiciones ambientales adversas como la temperatura elevada del agua, los
niveles elevados de amoniaco y los efectos oxidantes de la luz (Torrissen, 1984;
Menasveta et al., 1994). En huevos de E. asidtica la acumulacion de pigmentos
carotenoides como [-caroteno y la astaxantina permite la formacién de los precursores
de pigmentos oculares y cromatoforos (Persia-Jothy et al., 2019).

Otros compuestos altamente antioxidantes (compuestos fenolicos, polisacaridos
sulfatados, fosfolipidos, fucoesterol, etc.) y que fueron acumulados en gonadas de
reproductores que consumieron Ulva (Corral et al., 2019a,b), probablemente son
transportados a los huevos durante la fase final de la vitelogénesis y mejoran la calidad
del vitelo, y a la larga, resultan en el aumento significativo del 13% en la tasa de
eclosion (Corral et al., 2018b).

Concluimos que la inclusion de harina de Ulva en la dieta para reproductores L.
vannamei mejora la calidad de los huevos y de los nauplios bajo condiciones de
produccion comercial, debido probablemente, a una mayor transferencia y acumulacion
de compuestos esenciales para el desarrollo del embrion, la eclosion del huevo y la

reserva de los nauplios.
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11. DISCUSION COMPLEMENTARIA

En este estudio, al incluir la harina de la macroalga verde Ulva en la dieta para
reproductores se obtuvieron mejoras sobre la capacidad reproductiva, la ablacion y el
agotamiento reproductivo en hembras, la transferencia de nutrientes del hepatopancreas
hacia las gonadas durante la vitelogénesis, la melanizacion en machos y la calidad del
desove, mismos que son resumidos en el diagrama.

Como primer punto, y dado que la harina de Ulva fue incluida en el componente
calamar de la dieta fresca para maduracion, es posible que la capacidad aglutinante de la
macroalga permita gelatinizar los jugos del calamar disminuyendo la lixiviacion, o la
perdida de elementos nutritivos solubles arrastrados por el exceso de agua y
aumentando asi su disponibilidad para los reproductores, ya que se ha reportado que la
fraccion de los carbohidratos de las algas ofrece propiedades hidrofilicas y contribuye la
aglutinacion y estabilizacion de la emulsion al aumentar la viscosidad de los alimentos
(Shao et al., 2017). Ademas, estudios previos reportaron que los polisacaridos
sulfatados poseen una serie de propiedades fisicoquimicas con una alta capacidad de
unidn al agua, lo que los hace ideales para ser utilizados en las industrias farmacéuticas,
cosméticas y alimentarias como agentes emulsificante (Robic et al., 2009; Yaich et al.,
2011). Al respecto, Cruz-Suarez et al. (2000) evaluaron el efecto de la inclusion de
diferentes niveles de harina de kelp Macrocystis pyrifera sobre algunas propiedades
quimicas y funcionales de alimentos experimentales y comerciales para juveniles de L.
vannamei y concluyeron que la harina de kelp puede ser incluida entre 2 y 4% en
alimentos peletizados para camaron, funcionando como atractante, aglutinante y
texturizante y permitiendo una utilizacion mas eficiente de los nutrientes diarios, al
asegurar una menor lixiviacion y una mayor ingesta de nutrientes.

Como segundo punto, uno de los resultados interesantes con el consumo de Ulva fue el
aumento en la sobrevivencia en hembras ablacionadas. Se sabe que la ablacion afecta
los parametros bioquimicos y consecuentemente produce un desgaste reproductivo
(reduccion en huevos y viabilidad de nauplios después de un determinado tiempo),

generalmente seguido por un incremento en la mortalidad de hembras.
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Sin embargo, para las hembras ablacionadas que fueron alimentadas con la dieta con
Ulva, la mortalidad se redujo a la mitad y también se disminuyd el desgaste
reproductivo en hembras con desoves multiples. Esto significa que el consumo de Ulva
de alguna forma, disminuye los efectos negativos de desgaste causados por la ablacion.
Una alternativa, es que los nutrientes con propiedades funcionales presentes en Ulva,
tales como terpenos, esteroles, flavonoides compuestos polifenolicos y polisacaridos
sulfatados, incrementan la respuesta inmune y la actividad antioxidante como ha sido
descrito en los capitulos anteriores y minimizar de alguna forma los efectos nocivos
causados por la ablacion. Otra es que Ulva afecta la respuesta hormonal, como se
discutird mas adelante, que puede tener un fuerte efecto sobre la recuperacion tras la
ablacion y sobre el desempeiio reproductivo.

Por otra parte, los andlisis por bioquimica e histologia mostraron que el consumo de
Ulva afecto la vitelogénesis enddgena y exogena al incrementar la cantidad de lipidos y
proteinas en las gonadas, la talla de ovocitos vitelogénicos tardios y postvitelogénicos.
Adicionalmente, el consumo de alga también modificé la trasferencia de nutrientes del
hepatopancreas a las gonadas de hembras, siendo mas evidente los cambios generados
en la composicion lipidica y particularmente, en los HUFA, principalmente el 20:4n-6,
asi como en el incremento en el contenido de carotenoides y compuestos fendlicos. Esta
mayor incorporacion de reservas en las lipoproteinas durante la vitelogénesis exdgena
que probablemente involucra mayor digestion en sistema digestivo, mayor transporte de
nutrientes desde el hepatopancreas y mayor acumulacion en la gonada durante la
vitelogénesis muy probablemente se debe a estimulacion hormonal. Se ha reportado que
hembras alimentadas con Ulva presentaron una mayor digestibilidad y asimilacion de
los nutrientes de la dieta fresca ya que es rica en fibra soluble (polisacaridos) que
genera cambios en el metabolismo bacteriano por un lado, o debido a que es rica en
minerales altamente disponibles que se usan como cofactores mejorando la actividad
enzimatica (Pefia-Rodriguez, 2011). Con el consumo de Ulva aument6 el 20:4n-6 en
gonadas, huevos y espermatédforos, lo cual resulta interesante dado que Ulva no es rica
en 20:4n-6: encontramos alrededor del 1% de 20:4n-6 en esta cepa (Corral et al., 2019)
y considerando que el enriquecimiento de Ulva fue de 0.8% de la dieta total, el aporte

de Ulva es minimo. Una posibilidad es que, dado que Ulva es rica en antioxidantes, hay
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una disminucion de la oxidacion en los tejidos de los camarones alimentados con Ulva.
Otra seria que el 20:4n-6 puede ser acumulado selectivamente en los tejidos. La
importancia del 20:4n-6 sobre la actividad reproductiva radica en su intervencién como
precursor de los eicosanoides, principalmente PG, que afectan la respuesta inmune
(podrian incrementar supervivencia después de ablacidon, como se menciona antes), la
reproduccioén y el desove, y hasta la eclosion.

Por otro lado, es posible que alglin componente de Ulva modifique la expresion de
genes asociados al metabolismo lipidico. En ratas, se ha reportado que el consumo de
algunas macroalgas, como Ulva linza y Lessonia trabeculata reduce significativamente
los niveles de grasa intra-abdominal, la presion arterial, la resistencia a la insulina y los
niveles séricos de colesterol y triglicéridos: dicho efecto fue acompafiado por cambios
en la expresion de superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (Ramirez-
Higuera et al., 2014). Los efectos combinados de los diferentes compuestos que se
encuentran en estas algas explican el efecto regulador sobre diferentes enzimas
antioxidantes y vias metabolicas que protegen a los animales alimentados con una dieta
hipercalérica contra el desarrollo de hipertension, hiperglucemia y obesidad (Ramirez-
Higuera et al. 2014). En L. vannamei se ha observado que Ulva aumenta la expresion de
genes de rutas asociadas a metabolismo de lipidos, entre ellos la digestion y absorcion
de lipidos, biosintesis de acidos grasos y sintesis del 20:4n-6 (Elizondo-Reyna et al.,
2016).

Las altas temperaturas aumentan la susceptibilidad de un crecimiento bacteriano y
consecuentemente la melanizacion como un mecanismo de defensa en camarones
durante la produccién comercial (Alfaro y Lozano, 1993; Perez-Velazquez et al., 2001;
Pascual et al., 2003). En el presente estudio, se observo disminucion de la melanizacion
del espermatoforo en machos alimentados con Ulva. Esto podria deberse a la actividad
antibacteriana de Ulva (Suganthy et al., 2009; Trigui et al., 2013), que estd dada por una
variedad de metabolitos secundarios como terpenos, esteroles, compuestos polifenodlicos
y polisacaridos como Ulvan, ramnosa, xilosa y acido urdnico (Suganthy et al. 2009;
Trigui et al., 2013) contra patdgenos humanos, bacterias y hongos (Hellio et al., 2000;
Xu et al., 2002, Liao et al., 2003). Se ha reportado que Ulva incluida en la dieta fresca

disminuye la cantidad de unidades formadoras de colonias de bacterias del género
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Vibrio (principalmente colonias de color verdes) en el agua de los tanques de
maduracion de reproductores (Corral-Rosales, 2013). Por otro lado, Lu et al. (2008),
analizaron la capacidad antibacteriana de U. clathrata contra la cepa 65 de Vibrio
anguillarum y concluyeron que los efectos inhibitorios del alga sobre el crecimiento de
la cepa se debia a la presencia de bacterias en competicién asociadas con el alga. En
nuestro caso, debido a que se usé harina y no alga fresca, el efecto es probablemente
debido a metabolitos secundarios. Otra opcidon podria ser el incremento en compuestos
con actividad antioxidante como los carotenoides, el fucosterol y los fenoles en
camarones alimentados con Ulva, que protegen del estrés oxidativo y el dafio celular
causado por la peroxidacion de lipidos in vivo (Rice-Evans et al., 1997; Magsood et al.,
2010), que a su vez disminuye la melanizacion en machos sometidos a altas
temperaturas.

En cualquier caso, el efecto positivo de la harina de Ulva sobre la reproduccion en
produccion probablemente se debié a varios componentes a la vez, y seria deseable
separar cada uno para poder fabricar alimentos funcionales que afecten cualidades

especificas de forma controlada.
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12. CONCLUSIONES
El consumo de Ulva en reproductores L. vannamei durante un ciclo de produccion
comercial aumenta la tasa de eclosion, el nimero de huevos y nauplios por desove

y disminuye la mortalidad en hembras ablacionadas y sin ablacion.

El consumo de Ulva aumenta la acumulacion de lipidos y el crecimiento de
ovocitos vitelogénicos tardios y postvitelogénicos en gonadas y disminuye el

agotamiento reproductivo en hembras con desoves multiples.

En gonadas y hepatopancreas de hembras el consumo de Ulva mejora la
acumulacion y el transporte de acidos grasos durante la vitelogénesis tardia y aporta

compuestos antioxidantes como fenoélicos, esteroles y carotenoides.

En o6rganos reproductivos, el consumo de Ulva promueve la acumulacion de 20:4n-

6 y fucoesterol en gonadas y espermatdforos de reproductores.

En machos, el consumo de Ulva disminuye la melanizacion, promueve la actividad
de cortejo, aumenta el contenido de compuestos antioxidantes en hepatopancreas y
musculo como compuestos fenodlicos y carotenoides e incrementa la tasa de

fertilizacion.

En huevos y nauplios el consumo de Ulva aumenta la acumulacion de reservas
lipidicas transmitidas de los progenitores e incrementa el tamafio de los huevos y

nauplios.

La suplementacion de la fraccion de calamar de las dietas frescas para maduracion
con harina de Ulva clathrata (20g de harina de Ulva por kg de calamar fresco) es
una estrategia viable para mejorar el rendimiento reproductivo y la calidad del

desove de Litopenaeus vannamei bajo condiciones comerciales.
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13. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados y discusiones presentadas en la presente tesis doctoral, las
perspectivas de trabajo futuro se orientan en dos direcciones: En un primer plano esta la
parte aplicada, los parametros productivos y de manejo, y en segundo plano la parte de
ciencia basica donde se evalué el efecto de Ulva sobre la fisiologia reproductiva.

En primera instancia, en la parte practica, seria interesante probar el efecto de Ulva
desde la pre-maduraciéon de reproductores en estanques. También seria necesario
evaluar diferentes niveles de inclusion, asi como incluir el alga en diferentes
componentes de la dieta. Seria interesante y permitiria tener datos con mayor precision,
tener un seguimiento individual de los machos con anillos oculares al igual que se tuvo
con las hembras. Debido al potencial de los reproductores silvestres seria interesante
comparar reproductores con Ulva vs. reproductores silvestres. Tomando como base los
resultados del efecto de Ulva sobre la melanizacion del espermatoforo, seria relevante
analizar conteo de espermas, espermatozoides anormales, apoptosis, ATP y
microbiologia. Adicionalmente, un reto muy interesante seria trabajar con especies
peneidos mas susceptibles a los cambios de temperatura. Por ejemplo, evaluar el alga
sobre el rendimiento reproductivo de Penaeus stylirostris, un peneido de interés
acuicola, limitado por la melanizacion del espermatoforo debido a las altas temperaturas
durante la maduracion cautiva, asi como usar otras macroalgas para evaluar su efecto.
Por ultimo, es necesario realizar un estudio econémico sobre la factibilidad de incluir
Ulva en la dieta y sus ventajas a nivel productivo y como alimento funcional.

Desde el punto de vista de ciencia basica, seria interesante evaluar los niveles de
vitelogenina y la transferencia de nutrientes, hormonas esteroideas para tener una vision
mas clara del efecto de los fitoesteroles (fucoesterol) y del 20:4n-6 y prostaglandinas,
asi como la transferencia y metabolismo del colesterol para la produccion de
androgenos, estrogenos y progestagenos. Por otro lado, seria deseable evaluar el efecto
prebidtico y probiodtico, enzimas antioxidantes y dafio oxidativo, para reforzar algunos
de los efectos funcionales de compuestos antioxidantes presentes en Ulva, como
pigmentos, fucoesterol, compuestos fenolicos, y flavonoides y asi, separar sus efectos

para lograr un estudio mas certero.
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(CGL), integracion, identificacion y cuantificacion.
-Pruebas colorimétricas por espectrofotometria.
Investigacion cientifica.

PRESENTACIONES/COMUNICACIONES/PONENCIAS

e Participacion como asistente en el segundo Encuentro Nacional en Vigilancia
Epidemiologica Tamaulipas 2013 (28,29 y 30 de octubre 2013)

e Participaciéon en el Simposio Internacional de Acuacultura y Nutricion
Noviembre 2013.
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Simposio Internacional de Nutricion Acuicola SINA (Hermosillo, Sonora,
2015), trabajo presentado: Mejora de la capacidad reproductiva y de la calidad
de las larvas del camaron blanco Litopenaeus vannamei por la inclusion de
harina de alga Ulva clathrata en dietas para maduracion.

The International Symposium on Fish Nutrition and Feeding ISFNF (Sun
Valley, Idaho, Junio 2016), trabajos presentados: 1) Supplementation of
broodstock diets with Ulva clathrata improves reproductive performance and
ovary nutrients accumulation of Litopenaeus vannamei. 2) Improvements of
reproductive performance of the white shrimp Litopenaeus vannamei by
enriching broodstock diets with Ulva clathrata: comparison in two commercial
hatcheries.

Simposio Internacional de Nutricién Acuicola SINA (Ensenada, Baja California,
2017), trabajo presentado: Efectos de la inclusion de Ulva clathrata en la dieta
fresca para maduracion de camaron blanco Litopenaeus vannamei sobre el
perfil de 4cidos grasos

International Society for Applied Phycology ISAP (Nantes, Francia, Junio 18-23
2017) trabajo presentado: Supplementation of broodstock diets with Ulva
clathrata improves reproductive performance and ovary nutrients accumulation
of Litopenaeus vannamei.

The World Aquaculture Society WAS (Ciudad del Cabo, Sudafrica, Junio
2017). trabajos presentados: 1) Supplementation of broodstock diets with Ulva
clathrata improves reproductive performance and ovary nutrients accumulation
of Litopenaeus vannamei. 2) Improvements of reproductive performance of the
white shrimp Litopenaeus vannamei by enriching broodstock diets with Ulva
clathrata: comparison in two commercial hatcheries.

The World Aquaculture Society LAQUAI17 (Mazatlan, Sinaloa, Noviembre
2017), trabajo presentado: Enhancement of reproductive performance In shrimp
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) by supplementation of Ulva clathrata
meal in maturation diet in two mexican commercial hatcheries.

International Symposium on Fish Nutrition and Feeding (Islas Canarias, Espaiia,
Junio 2018), trabajo presentado: Effects of Ulva clathrata inclusion in the fresh
diet on reproductive performance, biochemical composition and fatty acid
profile of Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)
broodstock.
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PUBLICACIONES

e Corral-Rosales D. C. (2013).Megjora de la capacidad reproductiva y de la calidad
de las larva del camaron blanco Litopenaeus vannamei por la inclusion de harina
de alga Ulva clathrata en dietas para reproductores (Tesis licenciatura). Facultad
de Ciencias Biologias, Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de
los Garza, Nuevo Leon.

e Corral-Rosales, D. C., Palacios, E., Ricque-Marie, D., y Cruz-Suérez, L. E.
(2018). Enhancement of reproductive performance in shrimp Litopenaeus
vannamei (Boone, 1931) by supplementation of Ulva clathrata meal in
maturation diet in two commercial hatcheries. Aquaculture Research, 49(2),
1053-1059.

e Corral-Rosales, D. C., Cruz-Suarez, L. E., Ricque-Marie, D., Rodriguez-
Jaramillo, C. y Palacios, E. (2018). Modulation of reproductive exhaustion using
Ulva clathrata in Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)
broodstock during commercial maturation. Aquaculture Research, 49(12), 3711-
3722.

e Corral-Rosales, D. C., Ricque-Marie, D., Cruz-Sudrez, L. E., Arjona, O. y
Palacios, E. (2019). Fatty acids, sterols, phenolic compounds and carotenoid
changes in response to dietary inclusion of Ulva clathrata in shrimp Litopenaeus
vannamei broodstock. Applied Phycology. 00-00
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16. ANEXOS
ANEXO 1.
Articulo: Corral-Rosales, D. C., Palacios, E., Ricque-Marie, D. y Cruz-Suérez, L. E.
(2018). Enhancement of reproductive performance in shrimp Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) by supplementation of Ulva clathrata meal in maturation diet in two
commercial hatcheries. Aquaculture Research, 49(2), 1053-1059.
https://doi.org/10.1111/are.13554
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ANEXO 2.

Articulo: Corral-Rosales, D. C., Cruz-Suarez, L. E., Ricque-Marie, D., Rodriguez-
Jaramillo, C. y Palacios, E. (2018). Modulation of reproductive exhaustion using Ulva
clathrata in Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) broodstock
during  commercial = maturation. Aquaculture  Research,49(12),  3711-3722.
https://doi.org/10.1111/are.13839
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ANEXO 3.
Articulo: Corral-Rosales, D. C., Ricque-Marie, D., Cruz-Suérez, L. E., Arjona, O. y
Palacios, E., (2019). Fatty acids, sterols, phenolic compounds and carotenoid changes in

response to dietary inclusion of Ulva clathrata in shrimp Litopenaeus vannamei

broodstock. Applied Phycology. 00-00.
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