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Resumen

Investigaciones recientes han revelado diversos efectos adversos en camarones a altas
concentraciones de alcalinidad. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar los
cambios histolégicos en branquias y hepatopancreas de juveniles de Penaeus vannamei
debido al estrés cronico causado por altas concentraciones de alcalinidad. Para ello, se
realizd un experimento con una duracién de 30 dias en el cual se utilizaron cuatro grupos
experimentales con tres réplicas cada uno: T120 (control), T200, T300 Y T400 donde se
mantuvo la alcalinidad a 120, 200, 300 Y 400 mg de CaCOs/L, respectivamente. Los
tratamientos T200, T300 y T400 se mantuvieron con adicion de bicarbonato de sodio
(NaHCOs3), mientras el control fue mantenido a la concentracion natural del agua de mar.
Juveniles (n= 336; 1.5 + 0.8 g) P. vannamei fueron sembrados a una densidad de 28
camarones/m? en tanques de 60 L con agua de mar filtrada. Los tanques mantuvieron
aireacion constante y temperatura de 27 £ 1 °C. Los camarones fueron alimentados con
una dieta comercial al 35% de proteina cruda, cuatro veces al dia (10:00,14:00, 18:00 y
22:00 h). Biometrias fueron realizadas el dia 0 y cada siete dias, el dia 30 los camarones
se cuantificaron y pesaron para determinar los siguientes parametros: sobrevivencia,
peso promedio final, ganancia de peso, crecimiento semanal, tasa de crecimiento
especifico, productividad, factor de conversién alimenticia y alimento consumido. Las
muestras para histologia se tomaron el dia 0, 14 y 30. Las altas concentraciones de
alcalinidad no afectaron el crecimiento ni la sobrevivencia de los juveniles. Sin embargo,
los camarones del tratamiento T300 presentaron cambios en la morfologia de las
branquias para compensar el estrés, los cuales pudieron revertirse gradualmente en un
periodo de 30 dias. Los camarones del tratamiento T400 mostraron dafios severos en

branquias y hepatopancreas, que solo pudieron revertirse en el hepatopancreas después



de 30 dias. En conclusién, el estrés por altas concentraciones de alcalinidad indujo
cambios histologicos en branquias y hepatopancreas debido al estrés alcalino. Sin
embargo, el camaron fue capaz de revertir estos cambios tras una exposicion cronica
(30 dias), destacando la importancia de mantener una concentracion menor a 300 mg/L
para el cultivo de juveniles de camaron.

Palabras clave: Peneido, calidad de agua, alcalinidad de carbonatos, morfologia,

histologia.
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Capitulo 1: Introduccion general
1.1 Caracteristicas Generales de Penaeus vannamei.

Penaeus vannamei (camaron blanco del Pacifico) es un crustaceo nativo de las aguas
costeras del Océano Pacifico, con una amplia distribucion desde México hasta Peru
(INAPESCA, 2018). Habita aguas marinas y estuarinas poco profundas de fondos
arenosos y fangosos. Pertenece a la familia Penaeidae de la orden Decapoda
caracterizados por poseer un cuerpo alargado y comprimido lateralmente (Bauer,
2023).

Su cuerpo esta dividido en dos regiones; una anterior (cefalotérax), donde se
encuentra las anténulas, compuestas por un par de pequeiios flagelos que funcionan
como quimiorreceptores de distancia y unas antenas que cumplen la funcién de
estabilizacion durante el nado y deteccion de vibraciones en el agua. También en el
cefalotérax se encuentra una prolongacién hacia delante en forma de espina llamada
rostro que cumple una funcion de defensa. A cada lado del rostro se encuentran los
0jos, fijados sobre un pedinculo que permiten la rotacion del ojo (Dall et al., 1990).
Los peredpodos (cinco pares de patas toracicas) son apéndices que les sirven para
alimentarse y caminar.

La segunda region es la parte posterior (abdomen), que esta compuesta por seis
segmentos. Los pledpodos (cinco pares de apéndices abdominales) se encuentran a
lo largo de los cinco primeros segmentos, en el sexto segmento se encuentran los
urépodos que junto a un telson forman una cola que le permite escapar de situaciones
de riesgo y como aletas estabilizadoras durante el nado hacia delante y de direccion
cuando se impulsan hacia atras (Alday-Sanz, 2010; Bauer, 2023). La superficie

externa de estas regiones esta cubierta por un exoesqueleto quitinoso (Dall et al.,



1990) que cambian varias veces a lo largo de su vida, actuando como una barrera
fisica y quimica contra lesiones e invasion microbiana (Soni et al., 2023) (Figura 1)
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Figura 1. Anatomia general externa de Penaeus vannamei (modificado de FAO, 1995).

Los camarones son especies eurihalinas con un patron hiper-hipo osmoregulador que
se establece en las primeras etapas post larvarias (patrén de osmorregulacion
ontogénica tipo 3) debido a que viven en un entorno muy variable y en constante
cambio durante su ontogenia desafiando permanentemente su homeostasis
fisiologica (Chong-Robles et al., 2014; Fehsenfeld y Weihrauch, 2017). Esto por qué
los adultos viven en el océano, donde las hembras liberan los huevos fertilizados y
se da el desarrollo de las larvas: seis nauplios, tres protozoeas, y tres etapas de
mysis. Luego, las postlarvas son reclutadas en las zonas costeras (estuarios y
lagunas) donde crecen hasta convertirse en juveniles (Bauer, 2023; Chong-Robles
et al., 2014). Esto es posible porque estos organismos tienen organos reguladores
eficientes, tal como las branquias, que les permiten soportar estos cambios durante

su ciclo de vida.



1.2 Branquias

Las branquias son el principal 6rgano de la homeostasis del liquido extracelular, en
donde se realiza el intercambio pasivo de gases respiratorios (CO2 y Oz2), intercambio
ionico y excrecion de desechos téxicos. Como principal desecho metabdlico de los
crustaceos esta el amoniaco, lo que convierte a los camarones en organismos
amoniotélicos, excretando la orina a través del poro excretor por el epitelio branquial
(Freire et al., 2008; Henry et al., 2012).

Las branquias estan ubicadas en la cavidad branquial en el cefalotérax, cubiertas por
una extension ventrolateral del exoesqueleto (branquiostegita), y se conforman de un
eje central (raquis) a lo largo del cual surgen filamentos (ramas secundarias)
otorgandole una forma ramificada (dendobranquia) (Figura 2) (Bauer, 2023). Por lo
tanto, este 6érgano se encuentra en estrecho contacto con el medio acuoso, que a
menudo se inflama o se dafia cuando hay cambios drasticos en los factores

ambientales (Soni et al., 2023).

Figura 2. Morfologia de branquias de Penaeus vannamei (Modificado de Bauer, 2023).



La barrera agua-hemolinfa en el flamento esta conformada por cuticula, epitelio y
lamina basal, teniendo un grosor de aproximadamente 1.0 - 1.5 pm. Estas
dimensiones junto con la circulacidbn sanguinea continua son los factores que
permiten que el oxigeno y el didxido de carbono se difundan a través de la superficie
cuticular (Foster y Howse, 1978). La especializacion del epitelio branquial puede ser
vista en un nivel ultraestructural y se identifican cinco tipos de células: delgadas,
gruesas, brida, atenuadas y pilastras (Fehsenfeld y Weihrauch, 2017; Freire et al.,
2008). Las células pilastras o pilares, se encuentran en las laminillas branquiales,
siendo su rasgo mas caracteristico la abundancia de microtubulos y tonofilamentos
de tipo desmosomal en la superficie de las células basales. Dos 0 mas células de
pilastra pueden abarcar todo el espacio de la hemolinfa a través de la lamina,
sostienen el tabique intralaminar en las laminillas branquiales y limitan la deformacion
del espacio hemolinfa durante los cambios en la presion hidrostatica. Mientras que
las células de pilastra mas simples pueden ejercer estas funciones estructurales
exclusivamente, otras células de pilastra muestran similitudes con las células gruesas
y las células de brida y parecen estar involucradas en el transporte de iones y en el
proceso de muda de los peneidos, secretando liquido de muda y materiales
cuticulares (Freire et al., 2008; Foster y Howse, 1978).

Durante desafios metabdlicos como cambios de las condiciones ambientales, las
branquias brindan un soporte importante para alcanzar la homeostasis interna del
organismo, misma actividad que necesita de un gasto energético elevado, por lo que
los camarones necesitan de una gran reserva de energia, particularmente lipidos,
gue se encuentran almacenadas en la glandula del intestino medio también conocida

como hepatopancreas (Wang et al., 2014).



1.3 Hepatopéancreas

El hepatopancreas es una glandula tubular pareada y es la principal glandula
digestiva de los crustaceos (Részer, 2014; Zhao et al., 2017). Esta relacionado con
la sintesis y secrecion de enzimas digestivas y de moléculas inmunitarias, la
absorcién y reserva de nutrientes y de productos téxicos para el organismo (Yohana
et al., 2023; Zhao et al., 2017). Durante la etapa de crecimiento, la funcién principal
del hepatopancreas es digerir, asimilar y almacenar nutrientes para el crecimiento de
los tejidos y el consumo de energia (Wang et al., 2014).

El hepatopancreas de los camarones esta compuesto por tubulos arborizados en
ramas primarias y secundarias con células epiteliales especializadas, juega un papel
crucial en procesos vitales como la absorcion de nutrientes, la endocitosis y la
digestion intracelular de particulas de alimentos, el almacenamiento de glucégeno y
lipidos, la excrecion de metabolitos de nitrégeno o el almacenamiento de calcio
(Részer, 2014). Las células vesiculares (B) tienen una red de microvellosidades que
aumentan el area de superficie en contacto con la capa epitelial, y secretan enzimas
digestivas (lipasas y proteasas). Las células residuales (R), almacenan y reciclan
productos de desecho en el hepatopancreas, para reducir toxicidad en érganos por
acumulacion de subproductos toxicos (Yohana et al., 2023). Las células fibrilares (F)
cumplen un papel de desintoxicacion, ayudan en la eliminacion de productos toxicos,
mientras las células embrionarias (E) tienen funciones especificas relacionadas con
el crecimiento y regeneracion de tejido (CECCALDI et al., 1989).

Este 6rgano es esencial para el crecimiento, la salud y la capacidad de enfrentar
enfermedades en los camarones, esto resalta la importancia de implementar

practicas de manejo que aseguren un ambiente 6ptimo para el desarrollo de los



organismos de la produccion acuicola, donde la salud de los camarones es un factor
determinante para el éxito en los sistemas de cultivo.
1.4 Camaronicultura

La acuicultura del camardn se encuentra por encima de su captura (pesqueria), por
ser una alternativa con mayor viabilidad economica en la produccién de alimentos
(Bauer, 2023; Godinez-Siordia et al., 2011). El comienzo de esta préactica tuvo lugar
en Centro y Sur América a principios de 1980 (FAO, 2009), misma que ha ido
incrementando afio tras afio, con una produccion estimada de 6.8 millones de
toneladas anuales (FAO, 2024) donde Ecuador y México son los principales
productores de camaron en el hemisferio occidental. Esta actividad no solo contribuye
a la economia de muchos paises costeros, generando empleos y divisas, sino que
también desempefia un papel crucial en la seguridad alimentaria, contribuyendo al
objetivo 2: Hambre Cero de la agenda 2030 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS).

La acuicultura es una practica donde organismos acuaticos se cultivan en
condiciones controladas. El camarén P. vannamei es una especie de rapido
crecimiento y con una tolerancia a altas densidades (Yohana et al., 2023). Su
produccion consta de varios ciclos de cultivo; que comienzan por la reproduccion, cria
y larvicultura, seguida de una precria en granjas de cultivo que finaliza con la etapa
de engorda. Durante este proceso, el manejo de alimentos y el monitoreo constante
de varios parametros de calidad de agua son sumamente importantes para alcanzar

los objetivos de produccion.



1.5 Calidad del agua

Un suministro de agua de buena calidad es esencial para cualquier operacion de
cultivo acuicola. Los criterios para el agua de buena calidad varian segun el tipo de
organismos y se establecen por niveles seguros, es decir, propiedades fisicas y
quimicas del agua que tiene efectos adversos insignificantes en el crecimiento y la
supervivencia de los camarones. Los factores dominantes en la composicion del agua
son muy variados, e incluyen procesos fisicos, quimicos y biolégicos. Los objetivos
de la gestion del agua son proporcionar agua de alta calidad y minimizar las
fluctuaciones de los parametros de calidad del agua (Venkateswarlu et al., 2019).
Para P. vannamei, los rangos recomendados para su cultivo se plasman en la Tabla

1.



Tabla 1. Rangos recomendados de los parametros de calidad de agua en la

acuicultura del camardn (Van Wyk et al., 1999).

Parametro de calidad de agua Rango recomendado
Temperatura 28 -32°C
Oxigeno disuelto 5.0-9.0 ppm
Dioxido de carbono <20 ppm

pH 7.0-8.3
Salinidad 0.5 - 35 ppt
Dureza total (CaCOs) =150 ppm
Alcalinidad total (CaCOz3) =100 ppm
Amonio desionizado (NH3) <0.03 ppm
Nitrito (NO2) <1 ppm
Nitrato (NOs~) <60 ppm

De los pardmetros antes mencionados, la alcalinidad es un pardmetro que se ha visto un
poco descuidado en los sistemas de cultivo, pero que puede ser clave para el buen

desarrollo del organismo.

1.6 Alcalinidad

La disolucién de la molécula CO:2 en el agua desencadena una serie de transformaciones
guimicas que constituyen el llamado sistema carbonico - carbonato. Una vez disuelto en
la masa de agua, una pequefia parte permanece como gas disuelto, mientras que la
mayor parte reacciona con el agua para formar acido carbonico (H2COs) e ion
bicarbonato (HCOs) y carbonato (COs3%). Generando un reservorio de carbono

inorgénico.
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Principalmente, la suma de las concentraciones de bases titulables mencionadas
anteriormente (carbonato, bicarbonato e hidréxido) forman la alcalinidad, que se define
como la capacidad que tiene el agua de neutralizar iones de hidrégeno (Boyd et al., 2016;

Manahan, 2006).

La alcalinidad proviene de rocas, sales y las actividades fotosintéticas de los organismos
autotrofos, siendo la roca caliza la mayor fuente de alcalinidad (Boyd et al., 2016; Addy
et al.,, 2004). Los cuerpos hidricos alcalinos son una caracteristica prominente en
numerosas regiones del globo terrestre (Zhang et al., 2023, 2024). En areas semiaridas
donde la evaporacién supera significativamente la precipitacion, se produce una
concentracion de iones, lo que resulta en cuerpos de agua con altas concentraciones de
alcalinidad (Velasquez-Lopez, 2001).

El carbono inorganico desempefia un papel crucial para la formacion del exoesqueleto
del camardn. Segun Van Wyk et al. (1999), en el exoesqueleto es donde se encuentra la
mayor cantidad de CaCOs que es movilizado durante la muda con el fin de ablandar esta
estructura y se excreta al ambiente o es reservado en gastrolitos para la formacion del
nuevo exoesqueleto. Generalmente, los crustaceos decapodos experimentan una
pronunciada alcalosis en la premuda (aumento de HCOs en la hemolinfa) para
compensar una acidosis concomitante de origen principalmente metabdlico (aumento del

lactato de la hemolinfa) después de una exudacion exitosa (Fehsenfeld y Weihrauch,



2017). Por lo que como se mencion6 anteriormente la alcalinidad recomendada es de =
100 mg/L de CaCOes.

A pesar de que, histéricamente, en la camaronicultura las altas concentraciones de
alcalinidad no han sido consideradas un aspecto preocupante, recientemente se ha
evidenciado que una alta alcalinidad puede detener los procesos de muda por un exceso
de pérdida de sal (Venkateswarlu et al., 2019). Ademas, alteraciones en el equilibrio
acido-base que provoquen cambios en el pH de los fluidos intra o extracelulares pueden
perjudicar el funcionamiento y la regulacién de las proteinas, conduciendo a alteraciones
en las funciones fisiolégicas (Fehsenfeld y Weihrauch, 2017). En adicion, el analisis
histolégico de branquias y hepatopancreas han revelado dafios de los tejidos en P.
vannamei cuando han sido sometidos a concentraciones mayores a 300 mg/L de CaCOs

(Duan et al., 2023; Zhang et al., 2023).

1.7 Histologia

La histologia es la rama de la biologia que se dedica al estudio de los tejidos bioldgicos.
A través del analisis microscopico, se investiga la estructura, organizacion y funcién de
los tejidos que componen los organismos vivos. Los tejidos se clasifican en cuatro tipos
principales: tejido epitelial, tejido conectivo, tejido muscular y tejido nervioso (Ross y
Pawlina, 2006).

La histologia utiliza diversas técnicas para preparar y observar los tejidos, tales como:
fijacion para preservar la estructura de los tejidos; corte en donde se seccionan los tejidos
en laminas muy delgadas; y la tincion donde se utilizan colorantes para resaltar

estructuras celulares especificas (Mescher, 2013)

10



La histologia no solo estudia la estructura normal de los tejidos, sino que también es
crucial en la comprension de enfermedades (histopatologia), ayudando a identificar
cambios en los tejidos asociados con diferentes patologias. El principal instrumento en
histologia es el microscopio. Existen varios tipos como el microscopio éptico y el
electronico, que permiten observar detalles a diferentes escalas (Ross y Pawlina, 2006).
Esta herramienta ha sido fundamental para caracterizar las respuestas fisiologicas del
camaron ante diversos factores estresantes (Fernandes et al., 2017; Yu et al., 2020). En
cuanto a la alcalinidad, trabajos recientes han sido publicados demostrando los efectos
de diferentes concentraciones en la integridad de tejidos. Por esta razén, la eleccion de
esta herramienta en el presente trabajo es crucial para evaluar los efectos de altas

concentraciones de alcalinidad durante una exposicion cronica.
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Capitulo 2: Analisis de los cambios histoldgicos en las branquias y
hepatopancreas de P. vannamei expuestos a un estrés crénico de alta
alcalinidad.

2.1 Introduccién

La acuicultura del camarén ha experimentado una notable expansion desde 1980 a los
altimos afios con una produccion anual de aproximadamente 6.8 millones de toneladas
métricas (FAO, 2024). Este crecimiento se debe al aumento de la demanda de este
recurso acuicola (FAO, 2023), que se ha extendido incluso hacia regiones semidridas.
En estas areas donde la evaporacion supera significativamente la precipitacion, se
produce una notable concentracion de iones, como el bicarbonato, que pueden resultar
en el incremento de la alcalinidad (Velasquez-Lopez, 2001), lo que resulta en cuerpos
de agua distintos a los tradicionalmente utilizados.

Adicionalmente, los cuerpos hidricos alcalinos son una caracteristica prominente en
numerosas regiones del globo terrestre (Zhang et al., 2023, 2024), como en aguas
subterrdneas donde la degradacién de la materia organica ocasiona las elevadas
concentraciones de carbono inorganico (Domenech y Peral, 2012). Estas caracteristicas
en el agua pueden ser perjudiciales para la produccién de algunos alimentos acuicolas
0 agricolas (Manahan, 2006; Lin et al.,, 2013). No obstante, el camaron blanco del
Pacifico (Litopenaeus vannamei) sobresale entre otras especies por su rapido y continuo
crecimiento, asi como por su capacidad para tolerar elevadas concentraciones de
alcalinidad (Van Wyk et al., 1999). Por lo que ha sido considerado como una especie
ideal para la utilizacion de recursos hidricos con esta caracteristica.

La alcalinidad es la capacidad del agua de neutralizar iones de hidrogeno y actuar como
un depodsito de carbono inorganico. La alcalinidad en agua esta conformada por bases

titulables, principalmente de ion carbonato, bicarbonato e hidréxido (Manahan, 2006). El
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carbono inorganico desempefia un papel crucial para la formacion del exoesqueleto del
camaron. Segun varios estudios, los niveles de alcalinidad superiores a 100 mg/L son
recomendables para mantener la estabilidad del pH y promover el crecimiento saludable
del camaron (Van Wyk et al. 1999, Yao y Zhou, 2010; Furtado et al., 2011)

Sin embargo, investigaciones recientes han revelado efectos adversos en la fisiologia de
camarones cultivados a concentraciones que antes no se consideraban elevadas para
la camaronicultura. El estudio sobre las respuestas fisioldégicas de los camarones frente
a concentraciones elevadas de alcalinidad representa un campo de investigacion en
expansion en la acuicultura, donde se han revelado consecuencias adversas en el
desarrollo de P. vannamei cuando se enfrenta a niveles elevados de alcalinidad (Duan
et al., 2023; Shi et al., 2023; Song et al., 2024). Aunque la mayoria de estos estudios han
abordado los efectos de la exposicion aguda, estos trabajos han observado que el estrés
alcalino induce dafios histolégicos en branquias y hepatopancreas (Ge et al., 2023;
Zhang et al., 2023; Li et al 2024). A pesar de la prevalencia de estos estudios, aln existe
una falta de comprension sobre los efectos especificos en la integridad de las branquias
y el punto de inicio de los cambios histopatolégicos en estas estructuras en respuesta al
estrés alcalino cronico.

Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo generar conocimiento sobre las respuestas
fisiologicas de los juveniles de camaron ante el estrés por alcalinidad durante un cultivo,
centrandose en los efectos a nivel de tejidos.

2.2 Antecedentes

El estudio de las respuestas fisiologicas de los camarones a las altas concentraciones
de alcalinidad es un area de investigacion emergente. Recientemente se han reportado

efectos negativos en el crecimiento, homeostasis, digestion, metabolismo e inmunidad
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de P. vannamei cuando son expuestos a altas alcalinidades (Duan et al., 2023; Shi et al.,
2023; Song et al., 2024). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han concentrado
en los efectos de la exposicion aguda.

Shi et al. (2023) investigaron el mecanismo de respuesta natural del camaréon blanco del
Pacifico ante el estrés agudo (24 horas) de alcalinidad (350 mg/l). Los autores reportaron
la sobre expresion de genes relacionados a la homeostasis (Na/K-ATPasa, anhidrasa
carbonica y cotransportador de Na/K/2Cl), digestion (tripsina, quimiotripsina y alfa-
amilasa) e inmunidad (GPX, PO, APC y AKP), excepto para genes del sistema
enzimatico CTP, indicando una inhibicién en la oxidacién de &cidos grasos. Por lo
anterior, se concluye que P. vannamei pudiera hacer frente a un estrés por alcalinidad,
pero que esto ocasiona altos niveles de autofagia activando la funcion inmune y
perjudicando el 6ptimo desarrollo en el crecimiento del camaron.

En otro ensayo sobre exposicion aguda llevado a cabo por Zhang et al. (2023), se
expusieron juveniles de P. vannamei a una dosis subletal de 350 mg/L CaCos por 24
horas, a la que denominaron como estrés alcalino. A nivel histolégico, se observaron
dafos en branquias como desprendimiento de células epiteliales a partir de las dos horas
de exposicion, ruptura de filamentos branquiales y necrosis. Asi mismo, aparicion de
vacuolas y células inflamatorias en el hepatopancreas, ademas de pérdida de la
integridad de la membrana basal.

Otras especies de crustaceos decapodos también han sido estudiadas bajo condiciones
de exposicion aguda de alcalinidad. Por ejemplo, se han demostrado los efectos de dicha
exposicion en Exopalaemon carinicauda donde se produjeron cambios histologicos en
branquias a las 48 horas de exposicion de 400 mg/L CaCos (Ge et al., 2023). Los autores

reportaron un aumento del tamafio de las células pilares en branquias lo que conlleva a
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un aumento de superficie, interpretandose como una adaptacion al estrés para optimizar
la absorcidén de oxigeno (Ge et al., 2023). De manera similar,(Li et al., 2024) expusieron
E. carinicauda a 321 mg/L CaCospor 72 horas, encontrando necrosis y desaparicion de
células secretoras y de almacenamiento en el hepatopancreas, ademas de separacion
de los tubulos.

A diferencia de la exposicion aguda, pocos son los estudios donde se han evaluado las
respuestas al estrés crénico de alcalinidad. Recientemente, Song et al. (2024)
demostraron que la exposicion crénica (siete dias) de estrés por carbonatos (295 mg/L
CaCos) afectd a la red de bacterias benéficas del intestino, favoreciendo el rol de las
bacterias patdégenas. Acerca del desempefio de zootécnico, Furtado et al. (2015)
reportaron que, a los 49 dias de cultivo en un sistema biofloc, el crecimiento semanal, el
peso final y la ganancia de peso de juveniles de P. vannamei fueron mejores cuando se
mantuvieron en los niveles de alcalinidad mas altos (300 mg/L CaCos) a comparacion de
los que se cultivaron en concentraciones mas bajas (75 mg/L CaCoz). Sin embargo, no
se presentaron resultados sobre cambios en la histologia de los organismos. Por otro
lado, Duan et al. (2023) observaron una reduccion del crecimiento y la supervivencia de
juveniles de P. vannamei cuando fueron cultivados a 200 y 320 mg/L CaCos durante 14
dias. En adicion, estos autores demostraron dafios en hepatopancreas, como atrofia y
deformacion de tubulos, dafio de membrana basal y reduccion en tamafio y nimero de
células B.

A pesar de lo anterior, no se conocen los efectos de un estrés cronico de alcalinidad en
la integridad de branquias. Luego, no hay registros en la literatura sobre la concentracion
a partir de donde se empezarian a observar los cambios relacionados a un estrés

alcalino. Asi mismo, se desconoce las respuestas adaptativas que pudiera presentar P.
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vannamei ante una exposicion cronica, como las reportadas para E. carinicauda ante
una exposicion aguda (Ge et al., 2023).

2.3 Justificacion

Aungue negligenciada en diversos sistemas acuicolas tradicionales, la alcalinidad
constituye un parametro crucial en la camaronicultura, debido a que los camarones
utilizan el carbonato de calcio para la constitucién de su exoesqueleto, ademas, de servir
como fuente de carbono inorganico para el crecimiento de microorganismos como las
bacterias nitrificantes. Las concentraciones recomendadas para el 6ptimo crecimiento de
P. vannamei se encuentran por encima de los 100 mg/L y a menudo se realizan
correcciones en las unidades de produccion, con el fin de incrementar la concentracién
de alcalinidad con la ayuda de carbonos inorgéanicos en forma de carbonatos. Esto se
hace necesario cuando la fuente del agua no contiene la concentracibn minima
mencionada anteriormente, o bien cuando la demanda de consumo de alcalinidad por
los organismos presentes en el cultivo resulta en una reduccion de la concentracion a lo
largo de un ciclo. Los cuerpos hidricos alcalinos estan distribuidos ampliamente en varias
partes del mundo, de los cuales han sido utilizadas cominmente en cultivos de
camarones ciertas fuentes que pueden tener hasta cuatro veces mas de la concentracion
minima recomendada de alcalinidad. Sin embargo, investigaciones recientes han
revelado efectos adversos en la fisiologia de camarones cultivados a concentraciones
gue anteriormente no se consideraban elevadas en este contexto de la camaronicultura.
La descripcion de dafios en tejidos, tales como branquias y hepatopancreas, en
camarones cultivados a 350 mg/L son algunos de los resultados de dichas
investigaciones. No obstante, todavia no se conoce a qué concentracion empiezan los

efectos histopatoldgicos en branquias. Por lo anterior, la presente tesis esta enfocada en
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generar conocimientos sobre las respuestas fisioldgicas terciarias a nivel de tejidos en
juveniles de camardn ante el estrés cronico por alcalinidad durante un cultivo. Al hacerlo
se busca mejorar la comprension de los riesgos asociados a la alta alcalinidad y contribuir
al desarrollo de protocolos mas eficientes y responsables en la acuicultura de
camarones.

2.4 Hipotesis

Juveniles de P. vannamei cultivados a 300 mg CaCOs/L de alcalinidad presentaran
dafos histopatoldgicos en branquias y hepatopancreas perjudicando el desarrollo en el
crecimiento y la supervivencia de los camarones.

2.5 Objetivos

Objetivo general

o Determinar la concentracion de alcalinidad donde empiezan los dafios
histopatoldgicos y reduccidén del desempefio de crecimiento en juveniles de P.

vannamei.

Objetivos especificos

« Evaluar el desempeiio del crecimiento y sobrevivencia de los juveniles cultivados
a diferentes concentraciones de alcalinidad durante 30 dias.
e Analizar histolégicamente branquias y hepatopancreas de los juveniles a los 14 y

30 dias de un cultivo a diferentes concentraciones de alcalinidad.

2.6 Materiales y Métodos

2.6.1 Material bioldgico y disefio experimental

El estudio se realiz6 durante el mes de agosto del afio 2023 en el Laboratorio de
Produccion de Camaron del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas, Universidad

Auténoma de Baja California (IlO-UABC, México). Juveniles de P. vannamei de
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aproximadamente 1.5 g (n = 336), fueron engordados en el Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (Baja California, México) en el sistema
experimental descrito por Gutiérrez-Vera et al. (2024) y trasladados al II0-UABC. Una
vez en el laboratorio, los juveniles fueron acondicionados en tanques experimentales
(60L) a una densidad de 28 camarones/m? equipados con sistema de aireacion
compuesto por un soplador, mangueras y piedras difusoras. Los tanques contaban con
cuatro sustratos verticales de malla de 30 x 46 cm.

Durante siete dias, se realiz6 una aclimatacion de los juveniles en las unidades
experimentales, donde se mantuvo la salinidad a 35 + 1 ppty la temperatura a 27.5 °C +
1 °C mediante el uso de calentadores con termostato (LOMAS, ECO THERMAL, China).
Para mantener la calidad de agua dentro de los rangos recomendados para cultivo de
camaron (Van Wyk et al., 1999) se realizé un recambio de agua diario del 90% del
volumen del tanque.

Después de la aclimatacién, en los mismos tanques, se realizé un experimento de 30
dias. El disefio experimental consistié en cuatro tratamientos con tres réplicas cada uno:
T120 (control) T200, T300 y T400, donde se mantuvo la alcalinidad a 120, 200, 300 y
400 mg de CaCO3/L, respectivamente. Diariamente en un reservorio con agua de mar
filtrada (120mg/L CaCO3) se ajustdo la alcalinidad para las concentraciones
experimentales de T200, T300 y T400, con la adicion de bicarbonato de sodio (NaHCO3)
siguiendo la metodologia descrita por Furtado et al. (2011). Por otro lado, el tratamiento
T120 no contd con adicion de una fuente de carbonato, ya que esta fue la concentracion
natural del agua de mar filtrada obtenida en el laboratorio. Durante el periodo
experimental, los parametros de calidad de agua se mantuvieron de la misma forma

descrita anteriormente para la aclimatacion.
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Los camarones fueron alimentados con una dieta comercial formulada para contener
35% de proteina cruda (Micropellet 35%, ZEIGLER®, México) ofertada cuatro veces al
dia (10:00, 14:00, 18:00 y a las 22:00 h). La tasa de alimentacion inicial se obtuvo
siguiendo la metodologia descrita por Garza de Yta et al. (2004) con ajustes de acuerdo
con el consumo observado en cada alimentacion y resultado del peso promedio semanal
(biometria).
2.6.2 Parametros Fisicos y Quimicos

La temperatura, el oxigeno disuelto y el pH se tomaron dos veces al dia (mafiana y tarde)
con un oximetro (YSI550A, YSI, USA) y un potenciometro (ROULAN, China),
respectivamente. La salinidad se midié una vez a la semana con un refractometro optico
(RSA0100, TRANS INTRUMENTS, China). Las concentraciones de nitrdgeno amoniacal
total (NAT) se midieron una vez al dia con kits colorimétricos (API, Mars Fishcare North
America, USA). La alcalinidad fue monitoreada dos veces al dia, antes y después del
recambio diario y reajuste de las concentraciones experimentales, siguiendo una
modificacién de la metodologia descrita por APHA (2012) al reemplazar al acido

clorhidrico (HCI) por &cido sulfarico (H2SO4).

2.6.3 Alimento consumido

Inicialmente, se determind el porcentaje de lixiviacion. Para lo que se pesaron 10 g de la
dieta en triplicado y se acondicionaron en bolsas de malla de 400 um. Las tres bolsas
fueron sumergidas en tanques del mismo tipo utilizados en el experimento manteniendo
las mismas condiciones de aireacion constante y temperatura. Pasadas 24 horas se
recolectaron y se secaron en un horno a 60 °C durante 24 horas. Una vez que se obtuvo

un peso constante en el horno, el peso se registro y se calcul6 la diferencia entre el peso
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inicial y final, determinando el porcentaje de lixiviacion. Durante el experimento, el
alimento no consumido fue recolectado cada mafana para posteriormente ser secado y
pesado para la determinacion de la cantidad de alimento consumido (g) segun la
metodologia modificada de Lara et al. (2017), con base en la siguiente férmula:
Alimento consumido (g) = ALN - (AO * MS * (100 - % L))
Donde: ALN es el alimento no consumido (g), AO el alimento ofertado (g), MS la materia
seca (%) y L la lixiviacion (%).

2.6.4 Desempefio Zootécnico
Biometrias fueron realizadas al dia 0 y, posteriormente, a cada siete dias, tomandose
una muestra de 10 camarones de cada tanque pesados con una bascula de precision
0.001 g (METTLER TOLEDO, METTLER INSTRUMENT, Suiza). En el dia 30, se
cuantificaron y pesaron todos los camarones vivos para la evaluacion final del
crecimiento y supervivencia en cada tratamiento. Las siguientes métricas fueron
calculadas para determinar el desempefio zootécnico:
Sobrevivencia (S; %) = [(N1 — N2) / N1] x 100; Ganancia de peso (GP; g) = Pf - Pi; Peso
final= £ Pfv / N; Crecimiento semanal (G/P; g/semana) = GP / T; Biomasa final (BF; g) =
> Pfv; Tasa de conversion alimenticia (TCA)= AC / GP; Productividad (P; kg/m2) = Bf -
Bi) / Sp.
Donde: N1 es el numero de camarones iniciales, N2 es el nimero final de camarones,
Pf es el peso final, Pi es el peso inicial, Pfv peso final de los camarones vivos, T es el
tiempo en semanas de cultivo, AC el alimento consumido, Bf la biomasa final, Bi la
biomasa inicial y Sp la superficie (m?).

2.6.5 Andlisis histologico
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El dia 1, 14 y 30 se realizaron muestreos de cinco camarones seleccionados
aleatoriamente que se fijaron en solucion de Davidson durante 48 horas, luego fueron
transferidos en alcohol 70%, los tejidos se deshidrataron en concentraciones
ascendentes de alcohol (70, 80, 90, 96 y 100%), se aclararon en Xileno, se incluyeron
en parafina y se seccionaron con un microtomo a 4 ym. Los tejidos seccionados fueron
tefidos con hematoxilina y eosina.

Para la determinacién de los parametros morfométricos, se realizé una calibracion en el
software ImageJ con imagenes de reglillas tomadas con el microscopio éptico (Axiostar
plus, Zeiss, Alemania) y con el mismo objetivo se realizaron 20 mediciones de una
distancia conocida con la herramienta “straight”, se procedié a realizar un promedio de
las mediciones tomadas, y se utilizé de referencia para la calibracion.

Se realizaron las siguientes mediciones: largo, ancho con mayor longitud (AML), ancho
con menor longitud (AMEL) y ancho de base (AB) de los filamentos branquiales a los 14
y 30 dias en todos los tratamientos con la herramienta “straight” (Figura 3). Para el
hepatopancreas, se midi6 el area de las células vesiculares (B) y residuales (R) con la

herramienta “Polygon selection” a los 14 y 30 dias en todos los tratamientos.

Figura 3. Medidas de Filamentos branquiales de Penaeus vannamei. A) Largo. B) Ancho con

mayor longitud. C) Ancho con menor longitud. D) Ancho de base (Modificado de Bauer, 2023).
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2.6.6 Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico, cuando las premisas normalidad y homocedasticidad fueron
cumplidas, se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) de una via para verificar la
existencia de diferencias significativas entre los grupos, seguido de una prueba post-hoc
de Tukey cuando diferencias fueron identificadas. Para los casos en que las premisas no
se cumplieron, se llevé a cabo un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis. Para todos
los analisis, se utilizé el software IBM SPSS Statistics 26, utilizando un nivel de confianza
del 95%.

2.7 Resultados

2.7.1 Parametros fisicos y quimicos

Los parametros fisicos y quimicos muestreados durante los 30 dias del periodo
experimental se muestran en la Tabla 2. La temperatura, salinidad, oxigeno disuelto,
NAT, nitritos y nitratos no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (P
> 0.05). El pH del tratamiento T400 fue significativamente mayor a los demas
tratamientos (P < 0.05) y no hubo diferencia significativa entre T120, T200 y T300. Los
valores de alcalinidad fueron significativamente diferentes de acuerdo con el disefio

experimental.
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Tabla 2. Valores medio + desviacion estdndar de los parametros de calidad de agua
durante el cultivo (30 dias) de Penaeus vannamei en diferentes tratamientos
experimentales. Las letras en superindice indican las diferencias significativas encontradas en
los tratamientos.

Parametros T120 T200 T300 T400
Temperatura (°C) 27.82+0.25 27.69+0.20 27.82+£0.43  28.07+£0.61
Salinidad (%o) 35.30+£1.01 35.30+£1.01 35.30£1.01 35.30+1.01
pH 8.06+0.182 8.06+0.032 8.06+0.022 8.20+0.04°
Alcalinidad (mg CaCOgs/L) 119+4.252 201+6.65° 300+4.53°¢ 401+7.434
OD (mg/l) 5.69+0.43 5.64+0.37 5.59+0.27 5.81+0.14
NAT (mg/l) 0.28+0.06 0.29+0.05 0.29+0.05 0.29+0.05
NHs (mg/l) 0.017£0.004 0.019+0.003 0.018+0.00 0.028+0.00
NH4 (mg/l) 0.27+0.054 0.26+0.056 0.27£0.056  0.26x0.054

OD: oxigeno disuelto; NAT: nitrégeno amoniacal total; NHs: amoniaco; NH4: amonio

2.7.2 Desempefio Zootécnico

Los parametros del desempefio zootécnico tomados durante el periodo experimental se
muestran en la Tabla 3. Los tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre si en ninguno de los parametros evaluados (P > 0.05). La mortalidad
en todos los tratamientos se muestra en la (Figura 4).

Tabla 3. Valores medios + desviacion estandar de los parametros de produccién durante
el cultivo (30 dias) de Penaeus vannamei en diferentes tratamientos experimentales.

Parametros T120 T200 T300 T400

Productividad (kg/m? 0.04+0.005 0.06+0.004 0.05+0.023 0.02+0.015
Sobrevivencia (%) 46.42+18.89  48.81+5.45 51.19+16.87 34.52+5.45
Ganancia peso (g) 2.91+1.26 3.7210.71 3.11+0.24 2.50+1.23
CS (g/semana) 0.68+0.30 0.92+0.18 0.77+0.05 0.62+0.31
FCA 1.28+1.16 0.94+0.84 1.10+0.48 2.66+1.53
Peso final (g) 3.99+1.27 4.93+1.69  4.63+1.05  4.11+1.47
TCE (%/dia) 3.28+1.73 4.33+0.65 3.77+0.29 2.81+1.52
Alimento consumido (g) 41.72+6.02 43.57+41.91 41.81+7.15 42.13+3.41

CS: Crecimiento semanal; FCA: factor de conversion alimenticia; TCE: tasa de crecimiento

especifica
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Figura 4. Mortalidad de juveniles de Penaeus vannamei expuestos a diferentes concentraciones

de alcalinidad durante 30 dias.

2.7.3Andlisis Histoldgico

2.7.3.1 Branquias

No se observaron cambios en la morfologia de branquias en el T120 a los 14 y 30 dias
de exposicion a diferentes concentraciones de alcalinidad. Para T200 se observo una
hipertrofia celular, mientras que para T300 se aprecié una hipertrofia celular méas
evidente de los filamentos branquiales. Para T400 se observd pérdida de la estructura
del filamento branquial (necrosis), ademas de tubulos atrofiados y ausencia de células

pilares (Figura 5y 6).
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Figura 5. Cambios histolégicos en branquias de Penaeus vannamei a 14 dias de
exposicion a diferentes concentraciones de alcalinidad. A) Estructura histologica de
branquia del grupo control (x 40, escala = 20 um). B) Estructura histoldgica de branquia del grupo
control (x 100, escala = 10 um). C) Estructura histolégica de branquia de T200 (x 40, escala = 20
um). D) Estructura histologica de branquia de T200. Hipertrofia celular (flecha) (x 100, escala =
10 pm). E) estructura histolégica de branquia de T300 (x 40, escala = 20 um). F) Estructura
histolégica de branquia de T300. Los filamentos presentan una hipertrofia celular (flecha) (x 100,
escala = 10 um Estructura). G) Estructura histolégica de branquia de T400 (x 40, escala = 20
pum). H) Estructura histologica de branquia de T400. Se observa atrofia (cabeza de flecha) y
pérdida de la estructura (estrella) del filamento branquial, mientras que, en la base, las células
pilares se disolvieron (cuadro) (x 100, escala = 10 um).
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Figura 6. Cambios histoldgicos en branquias de Penaeus vannamei a 30 dias de exposicion
a diferentes concentraciones de alcalinidad. A) Estructura histol6gica de branquia del grupo
control (x 40, escala = 20 um). B) Estructura histolégica de branquia del grupo control (x 100,
escala = 10 pm). C) Estructura histolégica de branquia de T200 (x 40, escala = 20 um). D)
Estructura histolégica de branquia de T200 (x 100, escala = 10 um). E) Estructura histolégica de
branquia de T300 (x 40, escala = 20 um). F) Estructura histologica de branquia de T300. Los
filamentos presentan una hipertrofia celular, se observa un aumento del volumen de células
(flecha) (x 100, escala = 10 um). G) Estructura histolégica de branquia de T400 (x 40, escala =
20 um). H) Estructura histolégica de branquia de T400. Se observa una atrofia (cabeza de flecha)
y pérdida de la estructura (asterisco) del filamento branquial (x 100, escala = 10 um).
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A los 14 dias de la exposicion, ninguna diferencia estadistica fue observada entre T120
y T200 para los parametros morfométricos en branquias, ni para el ancho con mayor
longitud entre los grupos experimentales. T300 presentd valores significativamente
mayores del ancho con mayor longitud y del ancho de base con relacién a los demas
grupos experimentales (P < 0.05). Por otro lado, T400 presento valores significativamente
mayores del largo en relacion al T120 y T200, presentando una tendencia de incremento
del T300 para el T400 (Tabla 4).
Tabla 4. Valores medios * desviacion estandar de las medidas de los filamentos

branquiales de Penaeus vannamei en um a los 14 dias de exposicion. Las letras en
superindice indican las diferencias significativas encontradas en los tratamientos.

Medidas (um) T-120 T-200 T-300 T-400
Largo 165+ 10.1P¢ 136+ 4.3¢ 190+ 20.423p 226+19.22
AML 29+ 2570 31+ 6.8° 44+ 2 52 27+ 6.0°
AMEL 15+ 2.5 15+ 1.7 18+ 2.9 15+ 5.1
AB 17+ 4.9 23+ 3.3 33+ 1.42 18+ 2.7°

AML= ancho con mayor longitud; AMEL= ancho con menor longitud; AB= ancho de base.

A los 30 dias de la exposicion, tampoco se observaron diferencias significativas entre
T120 y T200. Para T300, solo el ancho con menor longitud fue significativamente mayor
con respecto al T120 y a T400. T400 presentd valores significativamente menores del
ancho con mayor longitud y ancho de base con respecto a los otros grupos
experimentales. Para el largo, T400 presentd menores valores en comparacion con T120
y T200, no presentando diferencia significativa en relacion a T300, los cuales presentaron

una tendencia inversa a lo observado a los 14 dias (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores medios * desviacion estdndar de las medidas de los filamentos
branquiales de Penaeus vannamei en um a los 30 dias de exposicion. Las letras en
superindice indican las diferencias significativas encontradas en los tratamientos.

Medidas (um)  T-120 T-200 T-300 T-400
Largo 239+ 22.62 243+ 19.42 230+ 19.72 184+ 13.0°
AMA 44+ 1.12 48+ 8.02 46* 3.52 20+ 0.2°
AMEA 14+ 0.5P¢ 19+ 2.3% 24+ 4.82 6+ 1.7°¢

AB 26+ 1.82 31+ 2.22 30+ 5.62 12+ 2.7°

AML: ancho con mayor longitud; AMEL: ancho con menor longitud; AB: ancho de base.

2.7.3.2 Hepatopancreas

Para el T120 no se observaron cambios en los tubulos hepatopancreéticos a los 14 y 30
dias de exposicion a diferentes concentraciones de alcalinidad. Para T200 se observé
desprendimiento de células epiteliales a los 14 dias. T300 present6 dafio de la membrana
basal a los 14 dias. En T400 se observaron dafios de la membrana basal a los 14 y 30
dias. A los 14 dias, los camarones de este tratamiento presentaron una ampliacion del
lumen tubular y disminucion significativa de células fibrilares (F) y residuales (R), lo que
se observd en menor grado a los 30 dias. En T400 se observé un aumento del volumen

de células vesiculares (B) aun a los 30 dias de exposicion (Figura 7) (Tabla 6).
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Figura 7. Cambios de la estructura histolégica de hepatopancreas de Penaeus vannamei
expuestos a diferentes concentraciones de alcalinidad. A) Estructura histologica del
hepatopancreas del grupo control a 14 dias de exposicion. B) Estructura histolégica del
hepatopancreas del grupo control a 30 dias de exposicion. Células vesiculares (B), células
fibrilares (F) y células residuales (R). C) Estructura histologica del hepatopancreas de T200 a 14
dias de exposicion. Desprendimiento de célula epitelial (cabeza de flecha). D) Estructura
histolégica del hepatopancreas de T200 a 30 dias de exposicién. E) Estructura histolégica del
hepatopancreas de T300 a 14 dias de exposicion. Dafio de membrana basal (cuadro). F)
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Estructura histoldgica del hepatopancreas de T300 a 30 dias de exposicién. G) Estructura
histologica del hepatopancreas de T400 a 14 dias de exposicion. Dafilo de membrana basal
(cuadro). Expansién de lumen tubular y disminucion de células R y F. H) Estructura histoldgica
del hepatopancreas de T400 a 30 dias de exposicion. Aumento del volumen de células B (flecha)
y dafio de la misma (cuadro) (x 40, escala = 20 pm).

A los 14 dias, no se presentaron diferencias significativas en el area de las células B entre
los grupos experimentales, mientras que el T400 presentd un aumento significativo con
respecto a los demas grupos en el dia 30. Para el area de las células R, en el dia 14 se
presentd una diferencia significativa en el T200 y el T120 con respecto a T300 y T400,
siendo el area de dichas células menor en estos ultimos. En el dia 30, el area de las
células R fue significativamente menor en el T400 con respecto a T300 y el T120, no

presentando diferencias significativas con T200 (Tabla 6).

Tabla 6. Valores medios + desviacion estandar de las medidas del &area de células
vesiculares (B) y residuales (R) de Penaeus vannamei a los 14y 30 dias de exposicién a
diferentes concentraciones de alcalinidad. Las letras en superindice indican las diferencias
significativas encontradas en los tratamientos.

Tratamientos T-120 T-200 T-300 T-400

ACB (um)

Dia 14 397+ 115 444+ 142 331+ 704 432+ 141
Dia 30 432+ 169 473+ 287b 488+ 175b 901+ 3022
ACR (um)

Dia 14 23.12+ 4 582 27.36+6.522 11.84+2.97° 6.70+3.28P
Dia 30 32.91+10.012  26.04+5.072° 31.42+8.872 13.05+2.67°

ACB-= area de células B, ACR= area de células R.
2.8 Discusion

La alcalinidad se mantuvo acorde al disefio experimental, con los cuatro grupos de
concentraciones estadisticamente diferentes: 119 + 4.25, 200 £ 6.65, 300 + 4.53y 400

7.43 mg/L para los tratamientos T120, T200, T300 y T400, respectivamente. En relacion
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con los demas parametros, solo el pH present6 diferencias significativas entre los grupos
experimentales, presentando el T400 el mayor valor promedio (8.20 + 0.04). Este también
es un resultado esperado, ya que por lo general hay una relacién proporcional positiva
entre alcalinidad y pH (Addy et al., 2004). Esta relacion se da debido a que cuando se
afiade una base a una solucion, se incrementa la concentracion de iones de carbonato y
bicarbonato, los cuales pueden neutralizar mas iones de H* disminuyendo la acidez, lo
gue equivale a un aumento en el pH (Boyd et al., 2011).

Aunque el pH registrado en el T400 estuvo dentro del recomendado para la fase de
engorda de camaron (Van Wyk et al., 1999), este parametro pudiera haber afectado el
equilibrio entre el NHs y NH4*. Sin embargo, siguiendo la tabla presentada por Van Wyk
et al. (1999), donde se muestra la proporcion de la forma no ionizada, que es la mas
toxica, en el NAT con relacion al pH y la temperatura, se obtiene que en este estudio se
mantuvo una concentracién promedio estimada de NHs inferior al limite considerado
seguro para camarén (< 0.03 mg/L) (Tabla 1). Ademas del pH y NH3s, todos los pardmetros
de calidad de agua se mantuvieron dentro de los rangos recomendados para la fase de
engorda de camarén (Van Wyk et al., 1999; Venkateswarlu et al., 2019). Por lo anterior,
es posible inferir que los resultados obtenidos en el presente trabajo estén relacionados
principalmente a las concentraciones de alcalinidad.

El crecimiento y la supervivencia de los camarones no se vieron afectados por las
diferentes concentraciones de alcalinidad, presentando el T200 una tendencia de mayor
ganancia de peso (3.72 + 0.71 g). Estos resultados coinciden con lo anteriormente
reportado por Maica et al. (2018) para postlarvas de P. vannamei cultivadas durante tres

dias en agua clara y biofloc donde no se observaron diferencias en la supervivencia y se
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obtuvo la mayor ganancia de peso en ambos sistemas (0.45 + 0.06 g y 0.49 + 0.07 g,
respectivamente) en la concentraciéon de 200 mg/L. En juveniles, Sakthivel et al. (2014)
observaron mayor ganancia de peso (8 £ 0.14 g) en alcalinidad de 250 mg/L después de
48 dias de cultivo en sistema biofloc. En otro trabajo también con juveniles cultivados por
45 dias en biofloc, Furtado et al. (2015) reportaron una mayor ganancia de peso de
camarones en alcalinidad de 300 mg/L (5.24 £ 0.42 g). En la literatura, se reporta incluso
el cultivo de camaron por 94 dias a concentraciones de alcalinidad mas altas (i.e., 450
mg/L) sin comprometer su crecimiento (Miranda et al., 2010). Con base en estos
resultados y en los encontrados en el presente trabajo, en un primer momento se podria
concluir que los camarones son capaces de sobrevivir y crecer cuando son cultivados a
altas concentraciones de alcalinidad (e.g., 300 y 450 mg/L). Sin embargo, Duan et al.
(2023) reportaron una reduccion de la ganancia de peso en juveniles mantenidos en agua
clara por 14 dias en concentraciones de alcalinidad de 200 y 320 mg/L (0.70 y 0.50 g,
respectivamente), ademas de observar una disminucién en la supervivencia en las
mismas concentraciones. Por lo anterior, es necesario realizar mas investigaciones para
comprender los efectos del estrés alcalino no solo en el crecimiento, sino en las demas
respuestas fisioldégicas del camardn.

Aunque no hubo diferencias estadisticas en la supervivencia entre los grupos
experimentales, es importante destacar que los valores estuvieron por debajo de lo
esperado. Estos bajos valores fueron registrados incluso en el control, en el cual se
mantuvo una alcalinidad de 120 mg/L, por lo que no hay indicios de que este resultado
esté relacionado con las concentraciones de alcalinidad. La alta mortalidad registrada

durante el experimento probablemente estuvo relacionada a la aclimataciéon de los
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animales a las condiciones experimentales. Como se demuestra en la Fig. 1, una
mortalidad entre 40 y 60% se presento apenas en los primeros siete dias experimentales,
la cual se redujo a partir de la segunda semana. Como fue descrito anteriormente, los
camarones utilizados en el presente trabajo fueron obtenidos de otro laboratorio de
investigacion y transferidos al 110-UABC. Después de la transferencia, se realiz6 una
semana de aclimatacion previa al experimento; sin embargo, se infiere que habria sido
necesario de una semana adicional para la aclimatacion completa de los camarones.

Ademas de los efectos en crecimiento y supervivencia discutidos anteriormente, en el
presente trabajo se evaluaron los cambios histologicos en branquias y hepatopancreas
de los camarones expuestos a diferentes concentraciones de alcalinidad. En branquias,
se observaron cambios histolégicos en la morfologia a los 14 dias, presentando un
aumento de la severidad en la hipertrofia de los filamentos branquiales, que comenzé
menos severo en los 200 mg/L alcanzando su maximo a los 300 mg/L, donde se observo
una hipertrofia celular méas evidente. Dicha hipertrofia estuvo acompafiada de un aumento
significativo del AML y AB en T300 (Tabla 4). El incremento del area de superficie es una
compensacion fisiolégica conocida como compromiso osmorespiratorio en donde se
maximiza la absorcion del oxigeno y se aumenta la difusién de iones durante un desafio
metabdlico, ya que la difusiébn de iones es proporcional al area de superficie e
inversamente proporcional a la distancia de difusion (Zimmer y Perry, 2022). Resultados
similares fueron reportados previamente por Ge et al. (2023) para E. carinicauda donde
observaron un aumento en el volumen de las vacuolas de los nefrocitos branquiales y

células pilares alargadas, acompafiados de un incremento en la osmolalidad y el pH de
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la hemolinfa en las primeras 48 horas de estrés por alcalinidad, que posteriormente fueron
decreciendo gradualmente tendiendo a estabilizarse.

Indicios de un proceso de hipertrofia fueron observados en T200 y T300 a los 30 dias,
demostrandose por los valores de AML y del AB de los filamentos estadisticamente
iguales al control (Tabla 5). Estos resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los
camarones de T200 y T300 pudieron hacer frente al estrés al aumentar el area de
superficie de sus branquias para compensar el desequilibrio provocado por la alcalinidad,
sin comprometer la integridad de los filamentos branquiales. Estos son resultados
novedosos ya que no hay demostracién de los cambios histolégicos por estrés alcalino
en P. vannamei después de los 14 dias disponibles en la literatura (Duan et al., 2023;
Zhang et al., 2023).

Un patron diferente al observado en T200 y T300 fue el registrado T400, en donde desde
los 14 dias ya se observaron rupturas de los filamentos, sin indicios de recuperacion a
los 30 dias. Los datos morfométricos, en particular de largo a los 14 dias (Tabla 4), son
un indicio de que los camarones de este tratamiento sufrieron un incremento del &rea de
las branquias intentando recuperar la homeostasis, tal como se mencion6 anteriormente
para T200 y T300. Sin embargo, es posible sugerir que, al contrario de los demas
tratamientos, en T400 los camarones no fueron capaces de mantener el compromiso
osmorespiratorio a los 14 dias, resultando en la ruptura de la estructura branquial,
histolégicamente demostrada por una destruccion notable de los filamentos branquiales,
por la presencia de necrosis y por la pérdida de las células pilares que forman la
estructura de soporte de las branquias. Rupturas como las observadas en este trabajo,

por lo general, son asociadas al bloqueo de iones y al aumento de la presion osmotica
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intracelular, ocasionando una posible disminucion de la actividad de enzimas
transportadoras de iones, mientras la pérdida celular puede ocasionar una disminucién
de la actividad de enzimas antioxidantes (Freire et al., 2008; Zhang et al., 2023). Esto
podria explicar por qué no se observaron indicios de recuperacion de las branquias en
T400 luego de 30 dias, donde se observo una atrofia de los filamentos, observandose
valores menores en los parametros morfométricos obtenidos en este tratamiento en
comparacion con los demas grupos experimentales (Tabla 5). Zhang et al. (2023) también
reportaron filamentos atrofiados en camarones mantenidos a 350 mg/L, lo que
posiblemente esta asociado a la pérdida de las células pilares alterando la morfologia de
la estructura.

En el hepatopancreas también se observd una severidad progresiva a los 14 dias de
exposicién con las crecientes concentraciones de alcalinidad. En T200 apenas se
presentd un ligero desprendimiento celular, mientras que en T300 fueron observados
dafios en la membrana basal y disminucion del volumen de las células R. Dafios mas
severos en la estructura tubular y el espacio intratubular, ademas de la reduccién en
namero y volumen de las células R se presentaron en T400. Descripciones de cambios
histoldgicos en el hepatopancreas de crustaceos como resultado de la alta concentracion
de alcalinidad han sido reportados con mas frecuencia para exposiciones agudas. Por
ejemplo, en E. carinicauda mantenidos por 72 horas a 320 mg/L se presentaron dafos
muy severos en el hepatopancreas, tales como alteracion de la morfologia normal y
separacion entre los tubulos hepatopancreaticos, asi como necrosis en las células Ry B
(Li et al., 2024). Zhang et al. (2023), al exponer juveniles de P. vannamei a 350 mg/L por

24 horas, observaron necrosis parcial de los tubulos y ruptura de la membrana basal. En
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una exposicion cronica, Duan et al. (2023) reportaron una atrofia de los tabulos a los 14
dias de exposicion de juveniles a una concentracion de 320 mg/L. Es importante recalcar
gue los dafios reportados en los trabajos mencionados anteriormente se han presentado
siempre en concentraciones superiores a 300 mg/L, tanto en exposiciones agudas como
cronicas. Por lo que los resultados de este trabajo corroboran que, por arriba de esta
concentracion, los efectos del estrés alcalino son mas severos a nivel histologico.

Los dafios mas severos observados en T400 posiblemente son resultados de un
desequilibrio en el metabolismo del hepatopancreas como fue sugerido por Duan et al.
(2023). Estos autores reportaron que, bajo un estrés alcalino crénico (14 dias), el
transporte transmembrana de sustancias se vio afectado, alterando la desintoxicacion de
juveniles de P. vannamei. La glandula del intestino medio juega un papel importante en
la desintoxicacidon de los crustaceos, en particular las células R son las encargadas de
almacenar y reciclar subproductos téxicos de la digestion con el fin de evitar acumulacion
y, por ende, dafios a otros 6rganos (Zhang et al., 2017; Yohana et al., 2023). En el
presente trabajo, la hipétesis de que los dafios observados a los 14 dias estan
relacionados a la pérdida de capacidad de desintoxicacion es corroborada por la
reduccion significativa del volumen de células R registrada en T300 y T400 en
comparacién con los demas grupos experimentales.

A los 30 dias, el hepatopancreas mostré una recuperacion en todas las concentraciones.
En T300, dicha recuperacion se demostré por el aumento del volumen de las células R,
al ya no presentar diferencias con el control y T200. En T400, aunque se observaron
indicios de una recuperacion, tal como la tendencia de restauracion de la forma normal

de la estructura de los tubulos hepatopancreaticos, las células R siguieron presentando
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un volumen menor con respecto al control. Ademas de no observarse una recuperacion
del volumen de las células R, en el T400 se presentdé un aumento en el volumen de las
células B a los 30 dias en comparacion con los demas grupos. Las células B son las
encargadas de la secrecion de enzimas digestivas, las cuales pueden sufrir hipertrofia
cuando el camardon esta bajo estrés como una compensacion para optimizar la
asimilacion de nutrientes y, por ende, generar la energia necesaria para hacer frente al
estrés (Fernandez et al., 2008; Yohana et al., 2023). Por lo anterior, en el presente trabajo
se demuestra que los camarones mantenidos en T400 no fueron capaces de recuperar
los dafios histoldgicos en el hepatopancreas a los 30 dias de exposicidon. Al contrario,
siguieron presentando cambios que sugieren la continuidad del estrés alcalino, a
diferencia de aquellos mantenidos en T300, que presentaron signos de una recuperacion
mas pronunciada.

En este trabajo se observaron cambios en branquias y hepatopancreas mas evidentes a
partir de los 300 mg/L. Sin embargo, en T300 se observaron apenas cambios
caracterizados como una compensacion fisiol6gica, restaurando la estructura normal de
ambos tejidos a los 30 dias. Por otro lado, en T400 ambos tejidos presentaron dafios,
siendo apenas parcial la recuperacion del hepatopancreas, mientras que en las branquias
los dafios siguieron progresando. Shi et al. (2023) demostraron que el estrés por
alcalinidad (350 mg/L) inhibe la oxidacion de acidos grasos, que son componentes
indispensables de la membrana celular. A su vez, se sabe que alteraciones de la misma
pueden afectar la capacidad de osmorregulacion del organismo (Li et al., 2017), siendo
posible que los cambios en ambos tejidos encontrados en el presente trabajo estén de

alguna manera relacionados. De ser asi se hipotetiza, con base en los resultados de los

37



tejidos evaluados en el presente trabajo, que la recuperacion de los dafios causados por
el estrés alcalino podria empezar por el sistema digestivo. Por otro lado, en este trabajo
no fue posible determinar el tiempo necesario para la completa recuperacion de los dafios
causados por la concentracion de alcalinidad en T400, asi que se hacen necesarias mas
investigaciones para comprender el proceso de recuperacion de dafos histolégicos en

diferentes tejidos de camaron.
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Capitulo 3: Conclusién y Perspectivas a futuro

En conclusion, las altas concentraciones de alcalinidad no comprometieron el crecimiento
ni la supervivencia de juveniles de P. vannamei. Sin embargo, a concentraciones de 200
y 300 mg/L se observaron cambios que caracterizan una compensacion fisiolégica para
enfrentar el estrés ambiental, mientras que a 400 mg/L ya se observaron dafios en este
tejido. Estos efectos del estrés alcalino se observaron a los 14 dias, pero a los 30 dias
los cambios observados a 200 y 300 mg/L se revirtieron en branquias y hepatopancreas,
mientras que a 400 mg/L estos siguieron progresando. Por lo anterior, es posible concluir
que los cambios histologicos causados por el estrés alcalino son dosis y tiempo
dependiente.

Aungque el crecimiento y la supervivencia no se vieron afectados, los cambios
ocasionados en las branquias, el principal érgano de osmorregulacion, recalcan la
necesidad de evaluar los efectos del estrés alcalino en otros tejidos relacionados a este
proceso, tal como la glandula antenal. Asi mismo, los cambios observados en el
hepatopancreas dan un indicio de como el sistema digestivo es afectado por la calidad
de agua, por lo que se sugiere evaluar también los efectos en otros 6rganos relacionados
con la nutricién, tal como el intestino. Algo muy interesante observado en el presente
trabajo fueron los signos de recuperacion a los 30 dias, por lo que se hace necesario
estudiar como se da esta recuperacion, determinando donde y cuando empieza este
proceso. Ademas, se demostraron indicios de que P. vannamei realiza estrategias para
poder enfrentar desafios metabdlicos. Por lo que se sugiere el uso de las herramientas
omicas y bioinformaticas, en particular la transcriptdmica para determinar biomarcadores

moleculares relacionados con el metabolismo, la osmorregulacion, la inmunologia, el
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estrés oxidativo, etc. con el fin de comprender mejor la compensacion fisiolégica para

enfrentar el estrés alcalino.
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