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RESUMEN

La modulacién de neurotransmisores se ha propuesto como una alternativa eficiente a
la ablacién del pedunculo ocular (APO) para inducir la maduracion ovéarica y estimular
la espermatogénesis en Penaeus vannamei. Sin embargo, su impacto en el
comportamiento, hematologia y calidad espermatica se desconoce. Este estudio evalud
los cambios conductuales en hembras de P. vannamei antes y después de la inyeccion
de neurotransmisores, asi como los efectos hematolégicos y parametros de calidad
espermatica en machos tras su aplicacion. Se realizaron dos bioensayos para evaluar
los efectos de la modulacién de neurotransmisores. En el Bioensayo 1, se
seleccionaron 12 hembras divididas en dos grupos: uno tratado con serotonina y
espiperona (5-HT/SPY) y otro solo con serotonina (5-HT). Cada organismo fue
aclimatado individualmente y grabado antes y después de la aplicacion del tratamiento,
con un periodo total de observacion de 80 minutos, incluyendo la oferta de alimento.
Los videos fueron analizados mediante etogramas para registrar comportamientos y
cambios morfoldgicos. En el Bioensayo 2, se trabajo con machos distribuidos en cuatro
grupos: 5-HT/SPY, 5-HT, vehiculo (etanol 95% vy solucién salina) y control. Los
tratamientos se aplicaron cada 14 dias y, tres horas despues, se colectdé hemolinfa para
analizar el tiempo de coagulacion, el conteo total y diferencial de hemocitos, por un
periodo de siete semanas. Ademas, se evaluaron parametros de calidad espermatica al
inicio y al final del experimento, incluyendo el peso del espermatéforo, la melanosis,
el conteo total de espermatozoides y su mortalidad. En el Bioensayo 1 se realizé un
ANOVA para comparar los tiempos comportamentales entre tratamientos y una
prueba de Fisher para evaluar su relacion (p < 0.05), se calculo el eta cuadrado (n?)
como medida del tamafio del efecto. En el bioensayo 2, se realiz6 2-ANOVA con
prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). En el bioensayo 1, ambos tratamientos
provocaron cambios significativos en los patrones respecto al control, presentando
desplazamiento erratico, flexion abdominal, pérdida de equilibrio y pigmentacion
anormal rojiza en los apéndices. Se observo una relacion significativa entre el
tratamiento y la flexion abdominal y coloracién de los apéndices (n? > 0.14). En los
machos, no se observaron diferencias significativas en el tiempo de coagulacion ni en
el CTH. EI CDH no cambié en los tratamientos 5-HT/SPY y 5-HT, pero si por el
tratamiento VEH, que presentd incremento de hemocitos granulares y disminucién de
hialinos. Ademé&s, se observd una tendencia de aumento en el numero de
espermatozoides con los tratamientos de neurotransmisores, mientras que el VEH
aumento la tasa de melanosis. Estos hallazgos demuestran que la inyeccion de
neurotransmisores genera cambios en el comportamiento, modifica la composicion
celular de la hemolinfa y estimula la espermatogénesis en P. vannamei, respaldando
su potencial como una técnica alternativa a la APO.

iii



INDICE

CAPITULO 1. Revision bibliografica de la biologia del camardn blanco del Pacifico

............................................................................................................................... 11
PENAEUS VANNAIMEL. ...ttt eieieeeiiieesieeestieeetee e e steeeesseeeessteeeantaeeasseeeesrbeesssteeesnseeeansees 11
INTRODUCCION GENERAL ...ttt 11
Caracteristicas generales de Penaeus vannamei............cccocevevveiieeiieeiieesiee s 11
(OF: 100 1] T ToI U1 | (U] - SRR 13
BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Penaeus Vannamei .............c.ccoveveveeeesrrnenns 14
NEUroeNdOCIINOIOGIA. ... ..cvviiiie et 14
SIStEMA FEPIOTUCTIVO ....vvveeiiie ettt e e e e et e e snree e e 17
Reproduccion inducida de Penaeus VanNamel ............coccereirureiiieeesieessieeesieeesenns 18
Ablacion del pedinculo ocular (APO) .......vvi i 19
MADURACION SEXUAL .......coouiieieieiieireseeeseseseiseie s esessssseisessessses s s enssesassesns 21
Desarrollo testicular y eSpermatogenESIS. .........ccvuveerureeiiiieeiirire e e e e saee e 21
Calidad ESPEIMALICA ........eeiivieeeciee et e e e e s reas 26
Reproduccion en condiciones de 1aboratorio............ccceevvveeiiiee e 26
Alternativas para el mejoramiento reproductivo de Penaeus vannamei .................... 27
ANTECEDENTES. ...ttt ettt be e e nne s 28

Efectos de la aplicacion de serotonina y espiperona en la reproduccion inducida de
PENABUS VANNAMET ...ttt eiiie sttt ettt et e st e et e et e anae e reeenteeaneee e 28

POLITICAS DE BIENESTAR ANIMAL .......cooviiuiieiieeeeiesceeee e 31

iv



CAPITULO 2. Articulo sometido. Revista Ciencias Marinas. .........c.ooovevvevreevveenn.. 32

BT ] 0 1< o PR 33
I8 [ (oo [F]oo3 (o] DUUUUUURRRR RO RSO RUTRTRR ORI 34
2.Material Y MELOUOS. .......eeiiiii et 35

Bioensayo 1: Efecto de un protocolo de modulacion de neurotransmisores en el
comportamiento de hembras de Penaeus vannamei..........ccccoecveevveeenineeiiieesinneene 36

Bioensayo 2: Efecto de un protocolo de modulacién de neurotransmisores en la

hematologia y calidad espermatica de machos de Penaeus vannamei ...................... 38
BLRESUITAAOS ... 43
I 1ol U o o PP 50
5.CONCIUSION ... 57
CAPITULO 3. ConcluSiones generales...............ocveueeeeeeeerininieeresisesesseseeeeeees 59
REFERENCIAS ...t 61



AGRADECIMIENTOS

En esta seccion quiero agradecer a todas las personas y organizaciones que de manera

directa e indirecta hicieron posible este trabajo:

e A la UABC y el 11O por aceptarme en su programa educativo y brindarme
herramientas en mi linea de investigacion,

o« aCONAHCYT por su apoyo econdmico durante mi estancia de maestria,

o a Pabis por ser un motor clave en mi vida,

o aCaramelo, mi pequefio gatijo que siempre llena de alegria (y pelos) mi vida,

e amis padres por apoyarme en la basqueda de mis suefios,

e amis hermanos por inspirarme a ser mejor en lo que hago,

e a mis grupos de amigos: “Club de Tobi”, “Los 7 pecados renacidos”, “Los
chupapis mufefios”, que me han regalado valiosas memorias y aplaudido cada
logro, incluso cuando estos han sido los mas pequefios,

« amifamilia Moreliana que me ha ensefiado a disfrutar y hacer valer mi trabajo,

e amis amigos y comparieros de posgrado que aportaron muchas experiencias y
me hicieron forjar parte de mi carécter,

e alaSala A de posgrado por los momentos de risas, lagrimas, apoyo, diversion
y fiesta que caracteriza el espiritu de Marinas,

e amicomité de tesis: Dra. Sonia Soto, Dra. Sheila Castellanos, Dr. Jorge Alfaro,
Dr. Mario Galaviz y el Dr. André Braga por confiar en mi trabajo y brindarme

de su experiencia,

vi



a los miembros del grupo Camaron UABC: Claro, Day, Myriam, Ernesto,
Alan, Hilda y Francisco que estuvieron conmigo en cada momento y me
brindaron su apoyo incondicional en cada fase de mis experimentos,

a Jorge Lopez Calderdn que siempre ha sido mi mentor académico en los
momentos donde lo he necesitado y por permitirme ser su apoyo en el
Laboratorio de Botanica Marina,

a Angélica que siempre brind6 un excelente seguimiento administrativo y que
agilizé muchos de los tramites que permitieron una conclusion satisfactoria de
mi maestria,

a Violeta Zetzangari por su grandioso trabajo como coordinadora del posgrado
en Oceanografia Costera y brindando la informacion necesaria para la
conclusion de la maestria,

a los investigadores del 110 y FCM que siempre me dieron consejos Yy
mostraron un constante interés en mi formacion,

y a todos los que estan visitando este trabajo, fue pensado en ustedes.

vii



LISTADO DE TABLAS

Tabla I. Descripcion de los cambios morfologicos externos para la identificacion de
los estados de desarrollo de la gonada en machos de Penaeus vannamei de acuerdo a
Chang et al. (2024). .......ooeei e 22
Tabla Il. Descripcion del proceso de espermatogénesis en machos de Penaeus
vannamei adaptado de Alfaro-Montoya et al. (2016).........ccccevveeriviiniiiiieiiieiiee 23
Tabla I11. Fases espermatogénesis en testiculos de Penaeus vannamei adaptado de
AITaro-Montoya (2011).....cocueiiiieiiieiie e 24
Tabla V. Patrones observados en las hembras de Penaeus vannamei durante el ensayo
de comportamiento, incluyendo comportamientos locomotores, de alimentacion y
CAMDIOS FISICOS. ...ttt ettt nree s 38
Tabla V. Patrones conductuales y cambios morfoldgicos externos en hembras de
Penaeus vannamei antes (Control) y después de la inyeccion de serotonina (5-HT) y

serotonina y eSpPIPErona (5-HT/SPY). ....uvvi ittt 44

viii



LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Anatomia general externa de Penaeus vannamei (modificado de FAO, 2024).

Figura 3. Regiones endocrinas encargadas de los procesos reproductivos en Penaeus
vannamei (Tinikul et al., 2011). ......ooiiiiiiiii s 15
Figura 4. Sintesis de las vias endocrinas encargadas de los procesos reproductivos en
Penaeus vannamei. HIG. Hormona inhibidora de la gonada. HEG. Hormona
estimuladora de la gonada (Alfaro, 2001; Tinikul et al., 2011). ........ccovevveevinenne 16
Figura 5. Diferencias sexuales en Penaeus vannamei. a. Flecha amarilla sefiala el
petasma. b. Flecha amarilla sefiala el télico abierto.............ccccceveveevieevie e, 17
Figura 6. Sistema reproductivo de Penaeus vannamei. a. LB: Lobulos testiculares,
VDP: Vaso deferente proximal, VDM: Vaso deferente medio, VDD: Vaso deferente
distal y AT: Ampolla terminal. b. LA: Lobulo anterior, LL: Lobulo lateral, O:

Oviducto y LA: Lébulo abdominal. Modificado de Alfaro (2001) y Braga et al. (2013).

Figura 7. Ablacion del peddnculo ocular en Penaeus vannamei. ............cccceeveveeennnen. 20
Figura 8. Frecuencia absoluta de los patrones conductuales y cambios morfolégicos
externos de hembras de Penaeus vannamei antes (control, n = 6) y después de la
inyeccion de neurotransmisores serotonina (5-HT) y serotonina y espiperona (5-
HT/SPY) durante el periodo experimental. A. Desplazamiento. B. Desplazamiento
erratico. C. Pérdida de equilibrio. D. Sin movimiento. E. Blsqueda de alimento. F.

Flexion abdominal. G. Color en apéndiCes. ...........ccvvveeiiiieeiiiiee e 45

X



Figura 9. Tiempo de coagulacion en segundos de machos de Penaeus vannamei tres
horas después de la inyeccion intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY),
serotonina (5-HT), vehiculo (VEH) y grupo control (C) durante el periodo
experimental de SIELE SEMANAS. ........ccviiiieiiieiee ettt 46
Figura 10. Conteo total de hemocitos (CTH) de machos de Penaeus vannamei tres
horas después de la inyeccion intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY),
serotonina (5-HT), vehiculo (VEH) y grupo control (C) durante el periodo
experimental de SIEtE SEMANAS. ........ccuiiiieiii et 47
Figura 11.Conteo diferencial de hemocitos de machos de Penaeus vannamei tres horas
después de la inyeccidon intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY),
serotonina (5-HT), wvehiculo (VEH) y grupo control (C) durante el periodo
experimental de siete semanas. A. Hemocitos granulares. B. Hemocitos hialinos.
Letras minusculas desiguales describen las diferencias significativas entre células
granulares (N =32, P < 0.05). oiiiiiiiiiiie e 48
Figura 12. Calidad espermatica de machos de Penaeus vannamei tras la inyeccion
intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY), serotonina (5-HT), vehiculo
(VEH) y grupo control (C) durante el periodo experimental de siete semanas. A. Peso
del espermatdforo. B. Melanosis (%). C. Nuimero total de espermatozoides (x10°). D.

Espermatozoides MUEILOS (20). .....cccuveeiiiee ettt 49



CAPITULO 1. Revision bibliografica de la biologia del camarén blanco del Pacifico

Penaeus vannamei.

INTRODUCCION GENERAL

Caracteristicas generales de Penaeus vannamei

El camaron blanco del Pacifico Penaeus vannamei es un crustaceo decapodo
que presenta un cuerpo alargado longitudinalmente y comprimido lateralmente con
una tonalidad blanquecina traslicida. Su tagmosis estd dividida en dos regiones:
cefalotérax y un abdomen. En el cefalotérax, se encuentran los ojos, las antenas, las
anténulas, los apéndices bucales y los pereiépodos (IMIPAS, 2018). Mientras que el
abdomen se divide en seis somites donde se localizan los pledpodos, los urépodos y el
telson. Este este ultimo un espino ubicado entre cada par de urépodos en el sexto
somite (Fig. 1) (IMIPAS, 2018). En cuanto a la anatomia interna, el cefalotorax
contiene 6rganos como el cerebro, el estbmago, el corazon, y el hepatopancreas,
mientras que hacia el abdomen se extiende el cordon nervioso y el intestino (Fig. 2)

(Aguilar et al., 2009).
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Cefalotorax Abdomen

Antena

Figura 1. Anatomia general externa de Penaeus vannamei (modificado de FAQ, 2024).
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Figura 2. Anatomia interna de Penaeus vannamei (modificado de Aguilar et al., 2009).

P. vannamei es una especie que se distribuye ampliamente por el Océano

Pacifico; desde el Golfo de California, México, hasta Tumbes, Perl. Es considerado

un organismo eurihalino debido a su tolerancia a amplios rangos de concentraciones
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de sales en su medio. Esta adaptabilidad se vincula con su ciclo de vida; los organismos
adultos que habitan por lo general en aguas oceénicas entre los 40 y 100 m de
profundidad, donde ocurre la reproduccion en esta etapa. Los ejemplares realizan la
copula y después las hembras desovan los huevos horas posteriores al apareamiento
(FAO, 2024). Los huevos fecundados descienden al fondo marino, donde en un
periodo de 12 a 14 horas termina el desarrollo embrionario y eclosiona el nauplio; la
primera fase larval, seguida de las fases zoea y mysis. Todas estas fases larvales son
de vida plancténicas y se desarrollan en el ambiente oceanico hasta culminar en el
estadio postlarva (PL) posterior a la metamorfosis. Estas se asemejan
morfologicamente a un juvenil presentando todos sus apéndices, incluyendo los de
natacion (pledpodos) que les permite migrar a ambientes fangosos ricos en nutrientes
de zonas costeras, donde completan su desarrollo. Finalmente, los subadultos regresan
a mar abierto donde alcanzan la madurez sexual para completar su ciclo de vida

(IMIPAS, 2018; FAO, 2024).

Camaronicultura

En 2022, P. vannamei se consolidd como el principal recurso producido a nivel
mundial cuando se sumaron las cifras de pesca y acuicultura (FAO, 2024). Cuando se
habla de la produccion acuicola de la especie, esta actividad experimentdé un
crecimiento del 2.6% en 2020 en comparacién con el afio anterior. Dentro de los
grupos de animales mas cultivados, los crustaceos se posicionaron entre los de mayor
produccidn, alcanzando 11.2 millones de toneladas métricas y generando ingresos
$81,500 millones de USD (FAO, 2022). De acuerdo con la FAO (2024), a pesar del

desarrollo y de distintas tecnologias que son aplicadas para la produccion de
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crustaceos, solo unas cuantas especies dominan el mercado mundial. De un total de 49
especies de crustaceos cultivadas, P. vannamei destaca como la de mayor produccion
a nivel internacional, representando el 51.7% de la produccién mundial con un valor
de casi siete millones de toneladas (FAO, 2022; FAO, 2024).

En México, la produccion nacional de camardn en 2023 super6 las 192 mil 600
toneladas, con un valor econémico de 19 mil 800 millones de pesos. Estas cifras
lograron posicionar a México como el séptimo productor mundial de camaron y
también como el segundo en Latinoamérica seguido de Ecuador (FAO, 2024;
CONAPESCA, 2024). Por tanto, esta actividad representa una fuente econdmica
importante para el pais, realizandose con éxito en los estados de Sinaloa, Sonora,
Nayarit, Tamaulipas y Colima, siendo Sinaloa y Sonora los estados lideres de

produccién nacional con 42% y 38% respectivamente (CONAPESCA, 2021).

BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE Penaeus vannamei

Neuroendocrinologia

En los crustaceos los procesos reproductivos son regulados por la interaccion
entre el sistema nervioso y las glandulas endocrinas (Alfaro et al., 2004). Esta
regulacion se encuentra dada por el sistema nervioso central (SNC), érgano X -
glandula sinusal (OX - GS), 6rgano mandibular (OM), ganglio toracico y glandula
androgénica (GA) promoviendo un efecto en los procesos reproductivos (Fig. 3)

(Tinikul et al., 2009; Tinikul et al., 2011).
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Figura 3. Regiones endocrinas encargadas de los procesos reproductivos en Penaeus vannamei

(Tinikul et al., 2011).

La regulacion endocrina es dada por la hormona estimuladora de la gonada
(HEG) producida y sintetizada en el ganglio toracico y cerebro y por la hormona
inhibidora de la gbnada (HIG) producida y sintetizada por el complejo OX — GS, de
los peddnculos oculares (Fig. 4). Sin embargo, el efecto positivo en estos procesos

dependera de los niveles presentes de las mismas (Tinikul et al., 2009).

Se ha demostrado con anterioridad el papel que tienen los neurotransmisores
en el proceso reproductivo en crustaceos decapodos (Vaca y Alfaro, 2000, Alfaro et
al., 2004, Wongprasert et al., 2006), donde la serotonina (5-HT) estimula la liberacion
de HEG (producida por el ganglio torécico y cerebro) que promueve la liberacion de
la hormona de la glandula androgénica estimulando el desarrollo testicular y la
espermatogénesis (Fingerman, 1997). Por otro lado, en los machos, las funciones
endocrinas y de gametogénesis son dadas por la GA, OM vy el testiculo
(Ngernsoungnern et al., 2008; Tan et al., 2020), no obstante, ain se desconocen todas

las hormonas involucradas en el proceso reproductivo.
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Figura 4. Sintesis de las vias endocrinas encargadas de los procesos reproductivos en Penaeus
vannamei. HIG. Hormona inhibidora de la gonada. HEG. Hormona estimuladora de la génada

(Alfaro, 2001, Tinikul et al., 2011).
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Sistema reproductivo

P. vannamei es un organismo dioico con diferencias sexuales secundarias en
juveniles; gonopodos modificados en el primer par de pledpodos (petasma) en machos
y un télico abierto en hembras, entre las terceras y quintas patas (Fig. 5) (Ramos-Cruz,

2012).

Figura 5. Diferencias sexuales en Penaeus vannamei. a. Flecha amarilla sefiala el petasma. b.

Flecha amarilla sefiala el télico abierto.
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El sistema reproductivo de los machos consta de testiculo y vasos deferentes,

mientras que las hembras constan de ovarios y oviductos (Fig. 6).

b
' LB
LL
W
7 e
VDM
VDD LA o
AT

VDP

Figura 6. Sistema reproductivo de Penaeus vannamei. a. LB: Ldbulos testiculares, VDP: Vaso
deferente proximal, VDM: Vaso deferente medio, VDD: Vaso deferente distal y AT: Ampolla
terminal. b. LA: Lébulo anterior, LL: Lobulo lateral, O: Oviducto y LA: Lobulo abdominal.

Modificado de Alfaro (2001) y Braga et al. (2013).

Reproduccion inducida de Penaeus vannamei

El incremento en la demanda de postlarvas ha generado la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias para su produccion (FAO, 2022). Entre estas estrategias
se encuentran las técnicas de reproduccion inducida; centradas en manipular los
factores ambientales que estimulan la maduracion ovarica y apareamiento. Entre los
principales factores se incluyen la temperatura, la salinidad, el fotoperiodo
(luz:oscuridad) y la intensidad luminica (FAO, 1988). Asimismo, es fundamental
establecer esquemas de alimentacion que aseguren cumplir con los requerimientos

nutricionales especificos para reproductores (Alfaro, 2001). Dentro de estos
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requerimientos, se busca una dieta rica en proteina (35 al 45%), lipidos (6 al 12% de
EPA y DHA), carbohidratos (hasta 20%), vitaminas y minerales (vitamina C, E, B12,
calcio, fosforo, zinc, entre otros) (FAO, 1988; Alfaro, 2001).

De acuerdo con Alfaro (2001) para P. vannamei es indispensable
complementar la dieta de los reproductores con alimentos frescos. Por lo ello, los
esquemas de alimentacion se han basado en la administracion alternada de almejas,
calamares, pescados, mejillones, poliquetos, artemias, ostiones, junto con el alimento
formulado. Esto permite ofrecer un perfil nutricional enriquecido y brinda una
alimentacion rica en nutrientes esenciales tales como colesterol, acidos poliinsaturados
(PUFAS) y aminoacidos (FAO, 1988; Alfaro, 2001). A pesar del manejo adecuado de
los factores ambientales y nutricionales, en la industria es comun recurrir a métodos
adicionales para inducir o acelerar la maduracion ovarica, entre los cuales destaca la

ablacion del pedinculo ocular (APO).

Ablacion del pedunculo ocular (APO)

La APO se basa en la remocion unilateral del pedinculo ocular (Fig. 7), con el
objetivo de eliminar el complejo OX-GS. Entre las hormonas sintetizadas en este
complejo, estd la HIG cuyos niveles disminuye después de la APO, generando el
aumento en los niveles de la HEG generando la aceleracion de la maduracion ovérica
(Sainz-Hernandez et al., 2008). Esta técnica ha sido aplicada en numerosos
laboratorios a nivel nacional por ser rapida, poco costosa y sencilla de realizar (Sainz-

Hernandez et al., 2008).
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Figura 7. Ablacion del peddnculo ocular en Penaeus vannamei.

Aunque la APO ha sido validada como una técnica eficaz para acelerar la
maduracion ovarica en camarones, se ha incrementado el cuestionamiento ético en
torno a su uso, debido a la mutilacion parcial de la hembra afectando el bienestar de la
hembra. En este sentido, se han buscado protocolos menos invasivos que puedan
sustituir a la APO. Investigaciones recientes han evidenciado que la produccion de
postlarvas puede mantenerse en niveles similares incluso sin recurrir a la APO, y que
los lotes obtenidos de hembras no sometidas a este procedimiento muestran una mayor
resistencia a patdgenos (Zacarias et al., 2019; Zacarias et al., 2021).

Birch et al. (2021), por medio de una revisidn de invertebrados marinos
sintientes, en camarones peneidos reportaron que existe alta evidencia de receptores
de dolor llamados nociceptores. A partir de este conocimiento, se han establecido
normativas y estandares que buscan prohibir la APO por su afectacion en el bienestar

en los camarones de cultivo. La APO implica la mutilacion irreversible del pedtnculo
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ocular afectando procesos fisiolégicos y metabdlicos generando un aumento
significativo en la mortalidad de los ejemplares (Sainz-Hernandez et al., 2008). Es por

lo anterior que se han explorado distintas técnicas alternativas a la ablacion.

MADURACION SEXUAL

Desarrollo testicular y espermatogénesis

El sistema reproductor en machos de P. vannamei se conforma de seis I6bulos
testiculares (LT); vaso deferente divididos en tres secciones, proximal (VDP), medio
(VDM), distal (VDD); y una ampolla terminal (AT) (Martinez et al., 2013). El
desarrollo de la gbnada de P. vannamei comprende cuatro fases de desarrollo (Tabla
1), donde el crecimiento de los testiculos comienza en la fase 111 (PL165), donde estos
comienzan a mostrar mayor crecimiento y diferenciacion, asi como la formacion de

los tubulos seminiferos y la aparicion de células germinales (Chang et al., 2024).
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Tabla 1. Descripcion de los cambios morfoldgicos externos para la identificacion de los estados

de desarrollo de la génada en machos de Penaeus vannamei de acuerdo a Chang et al. (2024).

Fase de desarrollo Caracteristicas visuales

I e Apertura genital visible en el quinto par de perei6podos.
e Prolongacion del petasma en el primer par de pleépodos
sin tocarse entre si.

I e Apertura genital agrandada.
e Alargamiento de petasma sin tocarse entre si.
e Visualizacion temprana de la ampolla terminal de color
blanguecina debajo de la apertura genital.

Il e Prolongacion del petasma y unido parcialmente.
e Visualizacion temprana de los espermatoforos en la
ampolla terminal.

v e Petasma fusionado.
e Paquetes de espermatoforos desarrollados con
elevacion en el quinto par de periopodos, debajo de las

aperturas genitales.

La formacion de espermatozoides en P. vannamei es un proceso que ocurre en
los testiculos y vasos deferentes con un desarrollo asincrénico de grupo presentando
diferentes estadios en las diferentes regiones de los I6bulos testiculares (Tabla 11y 111)

(Alfaro-Montoya et al., 2016).
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Tabla Il. Descripcion del proceso de espermatogénesis en machos de Penaeus vannamei

adaptado de Alfaro-Montoya et al. (2016).

Etapa Proceso Descripcion Diametro
I Maduracién de Espermatogonios ubicados en Espermatogonios (10-
Espermatogonios  los lébulos testiculares realizan 11 pum).
la produccion de espermatocitos Espermatocitos
primarios a partir del proceso de primarios (10-12 pm).
mitosis.
I Meiosis | Los espermatocitos primarios Espermatocitos
sufren proceso de meiosis | secundarios después de
formando espermatocitos meiosis | (7,5-11 pm).
secundarios.
Il Meiosis Il Los espermatocitos secundarios Espermatidas (5-7,5
sufren proceso de meiosis Il pm).
formando espermatidas.
\v} Espermiogenesis ~ Maduracion  paulatina  de -

espermatidas, encontrandose en
procesos tempranos e
intermedios.

Proceso de polimerizacion de la
espina en region anterior de la
espermatida.

Espermatozoides reciéen
formados son compactados por
el espermatéforo después de
pasar por la ampolla terminal.
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Tabla I11. Fases espermatogénesis en testiculos de Penaeus vannamei adaptado de Alfaro-

Montoya (2011).
Proceso Histologia Descripcion
Meiosis | Tabulos  seminiferos con
espermatocitos  primarios.
Los espermatocitos
primarios sufrirén un
proceso de meiosis |
formando  espermatocitos
secundarios.
e 3
4 T < B 4
PAV= vesicula proacrosomal, E. SPMT=
espermatida temprana, N= nucleo, SPTC1=
espermatocito primario.
Meiosis 1l ) " WY Presencia de asincronidad en

SPG= espermatogonio, SPTC2=
espermatocitos secundarios, ST= tlabulo
seminififero= SPTC1: espermatocitos
primarios.

Espermiogénesis

los tdbulos seminiferos.
Tabulos seminiferos con
espermatocitos en diferentes
estados de desarrollo
(primario y secundario).

M. SPMT= espermética intermedia, AC=

acrosoma, SD=  ducto

EPT=epitelio.

seminifero,

Produccion de
espermatozoides llevada a
cabo en ductos seminiferos y
deferentes.
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A. SPMT= espermatida avanzada, ACC=
capsula acrosomal, N= nucleo, AC=
acrosoma.

A. SPMT= espermatida avanzada, ACC=
capsula acrosomal, N=n(cleo.

ACC= Capsula acrosomal, SP= esperina,
SC= sub-acrosoma, FM= malla fribilar,
CP=particulas citoplasméticas, SPM=
espermatozoide, N=nucleo.
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Calidad espermatica

La calidad espermatica constituye un factor importante en la calidad y éxito
reproductivo de los machos (Ceballos-Vazquez et al., 2004; Braga et al., 2018). Este
proceso suele ser evaluado por una serie de indicadores biol6gicos que muestren el
estado actual de los reproductores, destacando: 1) peso del espermatéforo; 2) nimero
total de espermatozoides; 3) porcentaje de espermatozoides muertos; 4) presencia y/o
ausencia del espermat6foro, entre otros (Leung-Trujillo y Lawrence, 1987; Alfaro y
Lozano, 1993; Alfaro-Montoya y Vega (2011).

El potencial reproductivo de los machos para la produccion de larvas no
depende exclusivamente de la calidad espermatica, sino que también depende de la
condicidn de salud y reproductiva de las hembras; por lo que factores como el estado
fisiologico, condicion de salud y de maduracidn ovarica también serd esencial para

garantizar el exito reproductivo en los estudios de reproduccion inducida.

Reproduccion en condiciones de laboratorio

Los procesos reproductivos de P. vannamei ha sido Ilevada con éxito gracias a
las mejoras tecnoldgicas de los sistemas de produccion, buscando mejorar los factores
abidticos que influyen en este proceso (luz, temperatura, pH, salinidad, oxigeno
disuelto y compuestos nitrogenados) asi como la calidad nutricional en esta fase de
desarrollo (Gonzélez et al., 2018). La madurez sexual de P. vannamei es un proceso
continuo, en hembras se alcanza aproximadamente a los 28 g y en aproximadamente
machos a los 20 g, ocurriendo de forma natural en los tanques de reproduccion siempre

y cuando los organismos estén saludables, sin embargo, este proceso es acelerado
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realizando la APO en hembras que modifica los niveles de la hormona que promueve
el desarrollo gonadico (Sainz-Hernandez et al., 2008).

De forma paralela, los procesos de maduracion ovérica son complementados
con dietas que cumplan con los requerimientos especificos; haciéndose necesaria la
inclusién de alimento fresco que son ricos en nutrientes esenciales tales como
colesterol, &cidos poliinsaturados (PUFASs) y amino &cidos (Alfaro, 2001). Para ello,
se incluyen; almeja, calamar, pescado, poliquetos y ostiones. A su vez, se ha descrito
que la inclusién de alimento peletizado y alimento fresco debe mantener una relacién
de hasta el 3y 20 % de la biomasa alimentada para cada uno respectivamente (FAO,

1988; Alfaro, 2001).

Alternativas para el mejoramiento reproductivo de Penaeus vannamei

Dentro de las técnicas mas prometedoras esta la aplicacion de serotonina y
espiperona (5-HT/SPY) como un procedimiento vanguardista para modular el sistema
neuroendocrino; logrando igualar los rendimientos obtenidos por medio de la APO
(Alfaro et al., 2004; Alfaro-Montoya y Vega, 2011; Quesada-Avila et al., 2024).
Estudios realizados en hembras de P. vannamei han demostrado la induccion de la
madurez ovarica empleando la inyeccion intramuscular de 5-HT/SPY (Vaca y Alfaro,
2000; Alfaro et al., 2004).

De forma paralela, se demostrd que la inyeccién de 5-HT/SPY bajo las dosis
de Alfaro et al. (2004) tiene una tendencia de aumento en la produccion de
espermatozoides de P. vannamei, demostrando el potencial reproductivo en machos
de la especie (Alfaro-Montoya y Vega, 2011). Estos hallazgos resaltan la necesidad de

evaluar el impacto del protocolo en el éxito reproductivo en condiciones de laboratorio
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entre machos y hembras asi como la calidad de la progenie. La determinacion de esta
respuesta propondria una vision integral en el uso de neurotransmisores en la
reproduccion inducida de P. vannamei.

Pese a esto, es necesario también de evaluar el impacto de la modulacion de
neurotransmisores no solo en la calidad espermatica de los machos, sino también en el
éxito reproductivo Por ello, determinar los efectos observados en indicadores del
comportamiento, parametros hematoldgicos y de calidad espermatica permitira

proponer una nueva vision en el comportamiento reproductivo de camarones peneidos.

ANTECEDENTES

Efectos de la aplicacion de serotonina y espiperona en la reproduccién inducida de

Penaeus vannamei

Si bien auin no se ha comprendido la funcion de los neurotransmisores en la
maduracion ovarica de los crustaceos, existe evidencia que reporta que la serotonina y
la dopamina participan activamente en la regulacion neuroendocrina de este proceso.
Particularmente, se ha descrito que la serotonina tiene efectos positivos en la
maduracion ovarica, siendo demostrado esto en la expresion de receptores
seretoninérgicos en la membrana de oocitos en fase 111 y 1V, asi como su implicacién
en la expresion génica asociada a la vitelogénesis y en las fases posteriores de
maduracion de los oocitos en Penaeus monodon (Ongvarrasopone et al., 2006). Mas
tarde, Tomy et al. (2016) confirmaron que la serotonina influye en la maduracion

ovarica mediante un ensayo de expresion génica en Penaeus indicus observando la
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activacion de genes relacionados con la vitelogenesis y post vitelogénesis de los
00Citos.

Por otro lado, para dopamina, se ha descrito un rol antagonico a la accion de la
serotonina con un efecto directo en el retraso de la maduracién ovarica (Tropea y
Lépez, 2013; Tinikul et al., 2009). Estudios realizados en cangrejos de agua dulce
Barytelphusa guerini por Prasad et al. (2014) con el neurotransmisor dopamina
permitié observar el efecto inhibitorio al desarrollo ovérico y testicular en ejemplares
de la especie, denotando su accion directa en la sintesis y liberacién de HIG. De forma
contraria, la combinacion de serotonina y espiperona (un antagonista de dopamina)
present0d una accion directa a la estimulacion de la maduracion ovérica cuando fue
inyectada intramuscularmente a hembras de P. vannamei (Alfaro et al., 2004;
Quesada-Avila et al., 2024).

Pocas han sido las metodologias que han demostrado la eficacia en la
maduracion ovarica de crustaceos decapodos. Dentro de estas se ha empleado el
silenciamiento de genes mediante ARN de interferencia (Tiu y Chan, 2007; Feijé et
al., 2016) y el suministro de metil farnesoato (Nagaraju, 2007; Wilder et al., 1994).
Por esta razon, la busqueda de estrategias alternativas a la APO para inducir la
maduracion ovarica P. vannamei ain continla siendo estudiada.

Una de las primeras aproximaciones que se exploraron fue la utilizacion de
serotonina como agente inductor, dado su efecto positivo previamente documentado
en otras especies de crustaceos (Vaca y Alfaro; 2000; Alfaro et al., 2004;
Subramoniam y Kirubagaran, 2010). En el caso especifico de P. vannamei, los trabajos
pioneros fueron realizados por Vaca y Alfaro (2000), quienes evaluaron la maduracion

ovarica y desove del camar6n mediante la inyeccién de serotonina, probando dos
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concentraciones, 15 pug g ' y 50 ug g ! del peso corporal. Los resultados obtenidos
demostraron induccion de maduracion y desove en ambos tratamientos, representando
asi una de las primeras evidencias del potencial de la manipulacion de
neurotransmisores como una alternativa viable al uso de la APO.

Posteriormente, Alfaro et al. (2004) evaluaron el desarrollo de una técnica para
la maduracién ovarica y desove de P. stylirostris y P. vannamei en combinacion con
machos de la misma especie. Para las hembras se emplearon dos combinaciones de
moléculas: (1) 50 ug g ! de serotonina y la hormona juvenil (JH III); y (2) 25 pg g
de serotonina y 1.5 pg g ' o 5 pg g ! de espiperona. Para ambas especies se observo
que la primera combinacion no presentd ninguna estimulacion a la maduracion ovarica
mientras que la combinacidn entre serotonina y espiperona presento la estimulacion a
la maduracion ovarica y desove de ambas especies pero con disminucion en la
actividad de desove después de la tercera inyeccion. Lo anterior siendo atribuido a un
agotamiento reproductivo por parte de las hembras experimentales.

Los valores de maduracion ovarica de las hembras 5-HT/SPY presentaron
valores muy similares a las hembras con APO, sin embargo, la maduracion no se
observé exclusivamente en hembras estimuladas con 5-HT/SPY, sino que tambien en
las hembras control (sin inyeccion) y las inyectadas con el vehiculo (solucion salina y
etanol al 95%). Este efecto coincide con lo reportado por Quesada-Avila et al. (2024)
empleando las dosis descritas por Alfaro et al. (2004) para P. vannamei. Como posible
explicacion de estos resultados, los autores propusieron la hipotesis de que el uso
combinado de 5-HT/SPY induce a la maduracion de otras hembras por medio de la

liberacién de compuestos quimicos en el agua.
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POLITICAS DE BIENESTAR ANIMAL

La alta demanda a nivel nacional ha propiciado el empleo de la APO como una
técnica para la obtencién de larvas ya que acelera la maduracién ovarica. Sin embargo,
es poco €tica por ser un método invasivo, por lo que es importante desarrollar métodos
alternativos que favorezcan la integridad de los organismos que son sometidos a
técnicas de reproduccion inducida en laboratorio y que de forma paralela resulten
eficientes y sostenibles para la industria acuicola.

Diversas normativas nacionales, como la Ley General de Vida Silvestre, la
NOM-033-SAG/Z00-2014 y la Ley de Proteccion Animal, promueven el trato digno
hacia los animales bajo manejo humano. Con esto, se busca evitar sufrimiento y dolor
a las especies animales en su interaccion con el ser humano. Aungue inicialmente estas
leyes son enfocadas en vertebrados, estas disposiciones establecen principios
aplicables y que engloba también al sector acuicola, subrayando la necesidad de
adoptar métodos alternativos a la APO que sean éticos, sostenibles y alineados con el

marco legal vigente.
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Resumen

La modulacién de neurotransmisores se ha propuesto como una alternativa eficiente a
la ablacién del pedunculo ocular (APO) para inducir la maduracion ovéarica y estimular
la espermatogénesis en Penaeus vannamei. Sin embargo, su impacto en el
comportamiento, hematologia y calidad espermatica se desconoce. Este estudio evalud
los cambios conductuales en hembras de P. vannamei antes y después de la inyeccion
de neurotransmisores, asi como los efectos hematolégicos y parametros de calidad
espermatica en machos tras su aplicacion. Se realizaron dos bioensayos para evaluar
los efectos de la modulacién de neurotransmisores. En el Bioensayo 1, se
seleccionaron 12 hembras divididas en dos grupos: uno tratado con serotonina y
espiperona (5-HT/SPY) y otro solo con serotonina (5-HT). Cada organismo fue
aclimatado individualmente y grabado antes y después de la aplicacion del tratamiento,
con un periodo total de observacion de 80 minutos, incluyendo la oferta de alimento.
Los videos fueron analizados mediante etogramas para registrar comportamientos y
cambios morfoldgicos. En el Bioensayo 2, se trabajo con machos distribuidos en cuatro
grupos: 5-HT/SPY, 5-HT, vehiculo (etanol 95% Yy solucién salina) y control. Los
tratamientos se aplicaron cada 14 dias y, tres horas después, se colecté hemolinfa para
analizar el tiempo de coagulacion, el conteo total y diferencial de hemocitos, por un
periodo de siete semanas. Ademas, se evaluaron parametros de calidad espermatica al
inicio y al final del experimento, incluyendo el peso del espermatéforo, la melanosis,
el conteo total de espermatozoides y su mortalidad. En el Bioensayo 1 se realizé un
ANOVA para comparar los tiempos comportamentales entre tratamientos y una
prueba de Fisher para evaluar su relacion (p < 0.05), se calculo el eta cuadrado (1?)
como medida del tamafio del efecto. En el bioensayo 2, se realiz6 2-ANOVA con
prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). En el bioensayo 1, ambos tratamientos
provocaron cambios significativos en los patrones respecto al control, presentando
desplazamiento erratico, flexion abdominal, pérdida de equilibrio y pigmentacion
anormal rojiza en los apéndices. Se observo una relacion significativa entre el
tratamiento y la flexion abdominal y coloracion de los apéndices (n?> > 0.14). En los
machos, no se observaron diferencias significativas en el tiempo de coagulacion ni en
el CTH. EI CDH no cambié en los tratamientos 5-HT/SPY y 5-HT, pero si por el
tratamiento VEH, que presentd incremento de hemocitos granulares y disminucién de
hialinos. Ademé&s, se observdé una tendencia de aumento en el numero de
espermatozoides con los tratamientos de neurotransmisores, mientras que el VEH
aumento la tasa de melanosis. Estos hallazgos demuestran que la inyeccion de
neurotransmisores genera cambios en el comportamiento, modifica la composicion
celular de la hemolinfa y estimula la espermatogénesis en P. vannamei, respaldando
su potencial como una técnica alternativa a la APO.

Palabras claves: serotonina, espiperona, ablacion, etologia, peneidos,
neuromodulacion.
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1. Introduccion

La acuicultura enfrenta el reto constante de mejorar la eficiencia reproductiva
sin comprometer el bienestar de los organismos cultivados. En especies como el
camarén blanco del Pacifico Penaeus vannamei, ampliamente utilizada en la
produccion mundial, la manipulacién reproductiva mediante protocolos hormonales o
neuromoduladores ha abierto nuevas posibilidades para optimizar la produccion
larvaria (Alfaro et al., 2004; Quesada-Avila et al., 2024). Sin embargo, aln se
desconoce en gran medida como estas intervenciones afectan aspectos clave de la
fisiologia inmunitaria y el comportamiento reproductivo, especialmente bajo

condiciones de cultivo.

Los neurotransmisores como la serotonina (5-HT) y la dopamina (DA) han
demostrado ser actores cruciales en la regulacion de funciones reproductivas e
inmunoldgicas en crustaceos. La serotonina, en particular, ha sido ampliamente
relacionada con la maduracion gonadal y la estimulacién de la espermatogénsis,
mientras que la dopamina suele ejercer un efecto inhibitorio sobre estos procesos
(Ongvarrasopone et al., 2006; Alfaro y Vega, 2011; Tropea y Lopez, 2013). La
combinacion de serotonina con antagonistas dopaminérgicos, como la espiperona
(SPY), ha sido propuesta como una estrategia para potenciar los efectos reproductivos
positivos de la 5-HT en hembras y machos de P. vannamei (Alfaro et al., 2004; Alfaro
y Vega, 2011; Quesada-Avila, 2024). No obstante, las implicaciones inmunoldgicas y
fisiologicas de este enfoque aln no estan completamente dilucidadas. Este estudio
evalla de forma integral los efectos de la aplicacion de la 5-HT y su combinacion con
la SPY en reproductores de P. vannamei, considerando variables como el

comportamiento, hematologia e indicadores de calidad espermatica.
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2. Material y métodos

2.1.  Origen de los animales

Se obtuvieron postlarvas de camaron blanco del Pacifico P. vannamei (n =
60,000 PL12) del laboratorio comercial Acuicola Maricultura del Pacifico S.A. de
C.V., ubicado en Sinaloa, México. Los ejemplares se mantuvieron en tanques
circulares de 10 m? en un sistema de biofloc (Braga et al., 2015) en el Laboratorio de
Produccion de Crustaceos del Instituto de Investigaciones Oceanologicas, Universidad
Auténoma de Baja California (I110O-UABC). Cuando alcanzaron la fase adulta (peso
mayor a 20 g), los animales fueron sexados y se muestrearon (n = 15 ejemplares del
lote) aleatoriamente realizando un analisis en fresco basado en la metodologia de
Duran (2016) para camarones peneidos para establecer un diagnostico presuntivo y
estado de salud del lote experimental. Para ello, fue revisado externamente los
ejemplares para identificar su coloracion tipica e integridad de los tejidos externos:
exoesqueleto, antenas, anténulas, pereiépodos y pledpodos. Aunado a ello, se realizo
la diseccion de los ejemplares para el analisis en fresco de branquias, hepatopancreas
e intestino para dar un valor numérico cualitativo basado en las descripciones de Duran

(2016) para P. vannamei.

Una vez confirmada la calidad del lote, se seleccionaron machos (n = 32; peso
promedio = 27.5 + 2.3 g) y hembras (n = 12; peso promedio = 30.4 = 2.9 g) con la
presencia de todos los apéndices y libres de melanosis en el exoesqueleto. Los
reproductores seleccionados fueron aclimatados en tanques circulares con area de

fondo de 1.4 m? en agua clara por tres semanas; se mantuvieron en una temperatura de
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28.5 = 0.4 °C, con una salinidad de 33 ppm y con un fotoperiodo de 14:10
luz:oscuridad. Para eso, temperatura y salinidad fueron medidos diariamente, mientras
que pH y nitrégeno amoniacal total (NAT; NH3z + NH4*) se midieron semanalmente.
Diariamente se realiz6 una remocién del alimento excedente, de las mudas presentes
y un recambio del 70% del agua con el fin de mantener la calidad del agua
recomendada para cultivo de camarén (Blickle et al., 2006; Gonzalez-Gonzalez et al.,
2009). Los camarones fueron alimentados en cinco horarios con alimento fresco:
calamar, mejillén, artemia y poliqueto, al 4% de la biomasa ajustado semanalmente al

consumo real, para un total del 16% diario.

Al final de la aclimatacion, los individuos fueron divididos en dos grupos
experimentales para la realizacion de dos bioensayos distintos. El bioensayo 1 evalud
el efecto del protocolo descrito por Alfaro et al. (2004) en el comportamiento de
hembras de P. vannamei mientras que el bioensayo 2 evalud el mismo protocolo, pero

en parametros hematoldgicos y calidad espermatica de machos de P. vannamei.

Bioensayo 1: Efecto de un protocolo de modulacidn de neurotransmisores en el

comportamiento de hembras de Penaeus vannamei

Se analizaron dos grupos experimentales (n = 6 por grupo): (1) inyeccion
intramuscular de serotonina y espiperona (25 ug de serotonina/g de peso corporal y 5
g de espiperona g de peso corporal) (5-HT/SPY) y (2) inyeccion intramuscular de
serotonina (25 pg de serotonina g de peso corporal) (5-HT). La inyeccion de
serotonina se realizo en el pleurito izquierdo del segundo segmento abdominal y la

inyeccion de espiperona en el pleurito opuesto del mismo segmento segun la dosis
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correspondiente para su peso corporal (Alfaro et al., 2004). Las hembras antes de la
aplicacion de los tratamientos sirvieron como grupo control (n = 6).

Cada hembra fue acondicionada individualmente en peceras de 35 L, las cuales
se mantuvieron a una temperatura 28.5 = 0.4 °C y una salinidad de 33 ppm, con una
linea de aire conectada a una piedra difusora. Las hembras fueron aclimatadas durante
20 minutos para evitar habituacion entre ellas, segln lo recomendado por Gutiérrez-
Vera et al. (2024). Posteriormente, se retiraron de la pecera para aplicar la inyeccion
segun el grupo experimental y fueron devueltas a sus peceras, grabando su
comportamiento durante 30 minutos. Luego, se ofrecié poliqueto fresco (4% de su
biomasa himeda del ejemplar) y se continué con la grabacion por otros 30 minutos,
totalizando 80 minutos de grabacion por organismo. Durante el periodo experimental,
el comportamiento de las hembras fue grabado con una cdmara de 13 MP, a una
resolucion de 1080p y 30 cuadros por segundo, registrando un tiempo total de 80
minutos por organismo.

Para determinar los patrones observados en las hembras tras la aplicacion de
los tratamientos, se analizaron cada uno de los videos y se realizaron etogramas;
incluyendo los comportamientos locomotores, de alimentacion y los cambios fisicos
(80 min. en total para cada hembra). La Tabla IV resume estos patrones registrados

durante este trabajo.
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Tabla 1V. Patrones observados en las hembras de Penaeus vannamei durante el ensayo de

comportamiento, incluyendo comportamientos locomotores, de alimentacion y cambios fisicos.

Patrones conductuales y Descripcion
morfoldgicos externos

Desplazamiento El ejemplar presenta movimiento continuo a partir de los
pereidpodos y pledpodos.

Desplazamiento erratico El ejemplar presenta descoordinacién en la direccion de su
movimiento, cambios en la orientacion de su cuerpo y/o
giros abruptos.

Pérdida de equilibrio El ejemplar presenta volteo involuntario de su cuerpo, nula
capacidad para mantener su postura estable con dificultad
para enderezar su cuerpo y/o postura inicial.

Sin movimiento El ejemplar no presenta movimiento.

Busqueda de alimento El ejemplar busca localizar y capturar alimento con sus
apéndices bucales.

Cambio en el color de apéndices El ejemplar presenta cambios atipicos en la tonalidad y
coloracion de los pereidopodos y pledpodos.

Flexién abdominal El ejemplar presenta cambio anormal en su postura
abdominal.

Bioensayo 2: Efecto de un protocolo de modulacion de neurotransmisores en la

hematologia y calidad espermatica de machos de Penaeus vannamei

El experimento tuvo una duracion de siete semanas donde solo fueron
utilizados machos de P. vannamei, con muestreos cada 14 dias. Fueron establecidos
cuatro grupos experimentales: (1) machos inyectados con serotonina y espiperona (25
ug de serotonina g y 5 ug de espiperona g*) (5-HT/SPY); (2) machos inyectados con
serotonina (25 ug de serotonina g*) (5-HT); (3) machos inyectados con los vehiculos

de las soluciones de serotonina y espiperona (solucion salina y etanol al 95%,
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respectivamente) (VEH); y (4) machos sin inyeccién (control). Para permitir la
cohabitacion sin barrera entre individuos de diferentes tratamientos en el mismo
tanque, los animales fueron identificados individualmente mediante anillos de colores
en la base del pedunculo ocular a excepcion del grupo control.

Para el experimento, se emplearon cuatro tanques circulares con area de fondo
de 1.4 m? donde fueron sembrados ocho animales en cada uno de los tanques; dos por
cada grupo experimental. Los tanques fueron provistos de dos calentones de 500 watts
y piedra difusora de aire. Las condiciones de calidad de agua y alimentacion fueron
las mismas de las descritas anteriormente para el periodo de aclimatacion (Seccion
2.1).

Los machos de los tratamientos 5-HT/SPY, 5-HT y VEH fueron inyectados
con sus respectivos tratamientos cuatro veces cada 14 dias en un periodo de siete
semanas, correspondiendo al tiempo necesario para lograr un efecto estimulatorio en
la produccion de espermatozoides de acuerdo con los resultados presentados por
Alfaro-Montoya y Vega (2011). A las tres horas postratamiento (3 h pt), se extrajo 100
puL hemolinfa de cinco camarones tomados al azar de cada grupo experimental. La
hemolinfa fue extraida con una jeringa que atraveso la membrana artrodial del seno
ventral del primer par de pledpodos y se colocaron dentro de un tubo eppendorf con
200 pL de anticoagulante MAS (390 mg NazCzHsO (COO)s, 980 mg NaCl, 1030 mg
CsH1206, 160 mg C10H16N2Og, pH 7.2, Rezende et al., 2022) previamente enfriada a
4°C. Después, se tomaron 50 pL de la hemolinfa diluida en anticoagulante MAS vy se
coloco dentro de un tubo eppendorf con 350 uL con fijador MAS-Formol 4% (48 mL
MAS, 2 mL Formaldehido 37%) y se almacenaron a 4°C para la realizacion de analisis

hematoldgicos posteriores (Seccion 2.1.2).
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2.1.1.  Solucion de serotonina y espiperona

Las soluciones y dosis de serotonina y espiperona fueron elaboradas e
inyectadas con base a lo reportado por Alfaro et al. (2004). Para la preparacion de las
soluciones experimentales se pes6 9.3 mg de serotonina (SIGMA®, USA) vy
posteriormente se disolvié en 1 mL de solucion salina (2,163 mg NaCl, 112 mg KClI,
53 mg H3BOs3, 19 mg NaOH, 493 MgSO47H0, pH 7.4), resultando en una solucion
con concentracion de 9.3 mg mL. Para la solucion de espiperona (SIGMA®, USA),
se pesod 3.7 mg y se disolvid en 1 mL de etanol 95% en bafio maria a 50 °C para facilitar
su disolucion, obteniéndose una concentracion de 3.7 mg mL™. Las soluciones fueron

almacenadas en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

2.1.2.  Hematologia

2.1.2.1.  Tiempo de coagulacion

El tiempo de coagulacion de la hemolinfa se modificé a partir del método de
Chang et al. (2015). La hemolinfa fue extraida de la regién ventral entre el Gltimo par
de pereidpodos y el primer par de pledpodos y previo a la mezcla con anticoagulante
MAS se coloc6 una gota de la misma sobre un portaobjetos y se agito con la aguja de
la misma jeringa en un angulo de 30 ° en diferentes direcciones hasta la formacion de
coagulos. El tiempo de coagulacién fue igual al tiempo transcurrido para la formacion

de coagulos para cada uno de los ejemplares.
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2.1.2.2.  Conteo total de hemocitos y conteo diferencial de

hemocitos

Los conteos de hemocitos totales (CTH) se determinaron realizando el conteo
de 10 pL de la solucion de hemocitos fijadas en MAS-Formol 4% en una camara de
Neubauer (Costa y Martins, 2009). Los conteos se realizaron en un microscopio 6ptico
(Axioskop 2, Zeiss Alemania) con el objetivo 20x contando los cuatro cuadrantes de
cada lado de la camara. Para el conteo diferencial de hemocitos (CDH), fue colocada
una pequefia gota de hemolinfa fijada en MAS-Formol 4% sobre un portaobjetos y
cubierta con un cubreobjetos realizando el conteo de 100 células al azar con el objetivo

de inmersion 100x.

2.1.3.  Calidad espermatica

Las variables de calidad espermatica fueron dadas por los parametros de peso
del espermatoforo, melanosis (%), nimero total de espermatozoides (x10°) y tasa de
espermatozoides muertos (%). La tasa de espermatozoides muertos fue calculada de la
siguiente forma: TEM (%) = (ndmero de espermatozoides vivos/nimero de
espermatozoides muertos) * 100. Para la identificacion de espermatozoides vivos y
muertos se empled la tincién azul de tripano (SIGMA®, USA) empleado para la
viabilidad celular. Los espermatozoides muertos fueron identificados cuando las

células se tifieron producto de la penetracion de la tincion a través de la membrana.

Estos parametros fueron analizados dos veces durante el periodo experimental,

inicial (dia 0) y final (a la séptima semana). Ambos espermat6foros fueron extraidos
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manualmente (Nakayama et al., 2020); uno fue acondicionado de manera aleatoria e
individual en navecillas de plastico, siendo pesado en una balanza analitica, mientras
que el otro espermat6foro fue macerado con apoyo de pinzas estériles en 1.8 mL de
solucion salina contenidos en un viales de vidrio. Una vez macerado, se adicionaron
0.2 mL de tincién azul de tripano al frasco; la solucién se homogenizé con el apoyo
de una pipeta de plastico. Las muestras se dejaron reposar por cinco minutos.
Posteriormente, fue tomado 1 mL de la muestra con una pipeta automatica y se colocd
en camara de Neubauer, dejando reposar cinco minutos después del montaje. El conteo
de espermatozoides totales y muertos fue efectuado bajo un microscopio 6ptico
(Axioskop 2, Zeiss y Alemania) y contabilizados con un contador manual. Los conteos

se realizaron en la cuadricula central del hemocitometro (&rea total 1 mm2).

2.2.  Analisis estadisticos

Para el ensayo de comportamiento se revisaron las premisas de normalidad y
homocedasticidad, y se realizdé un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar las
diferencias en los tiempos registrados para cada tipo de comportamiento tras la
aplicacion de los tratamientos. Se realizé una prueba post hoc de Tukey cuando se
presentaron diferencias significativas. Por otro lado, se realiz6 una prueba de
independencia con el estadistico de Fisher con el fin de evaluar la relacion del
comportamiento de los ejemplares con respecto a los grupos experimentales por medio
de tablas de contingencia de 2 x 2. Cuando se observé la dependencia entre variables
(p < 0.05) se calculé el eta cuadrado (n?) para conocer el tamafio del efecto de la

variable independiente, considerandose una relacion muy fuerte cuando p > 0.14.
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Para los analisis de coagulacion, CHT, CDH vy calidad espermatica se
verificaron las premisas de normalidad y homocedasticidad por medio de las pruebas
Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias
(2-ANOVA) para evaluar diferencias entre los tratamientos, los muestreos y la
interaccion entre ellos. Se realizd una prueba post hoc de Tukey cuando se presentaron

diferencias significativas.

3. Resultados

3.1 Bioensayo 1

De los 960 minutos (16 h) de grabacidon, fue posible diferenciar siete patrones
conductuales y cambios morfoldgicos externos en las hembras: desplazamiento,
desplazamiento erréatico, pérdida de equilibrio, inmovilidad, bisqueda de alimento,
flexion del masculo abdominal y cambio de color en apéndices. Durante el periodo de
aclimatacion (control), desplazamiento y sin movimiento fueron los Unicos
comportamientos presentes. Sin embargo, posterior a la inyeccion de 5-HT/SPY y 5-
HT, se observo la presencia de los otros comportamientos: desplazamiento errético,
pérdida de equilibrio, flexion abdominal y cambio en el color de los apéndices,
pasando de un color grisaceo a rojizo. Entre los patrones registrados, Unicamente el
desplazamiento erratico y la pérdida de equilibrio presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos y el control (p < 0.05). El desplazamiento erréatico
fue estadisticamente mas frecuente en el grupo 5-HT/SPY, mientras las hembras del

5-HT presentaron pérdida de equilibrio durante un intervalo de tiempo
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significativamente més largo, en ambos casos en comparacion con el grupo control.
No hubo diferencia significativa para la busqueda de alimento entre los tratamientos

(Tabla V).

Tabla V. Patrones conductuales y cambios morfoldgicos externos en hembras de Penaeus
vannamei antes (Control) y después de la inyeccion de serotonina (5-HT) y serotonina y

espiperona (5-HT/SPY).

Grupos experimentales

Patrones Control 5-HT 5-HT/SPY
Desplazamiento (min) 313+ 242 22.45 + 11.60° 16.26 + 12.69°
Desplazamiento erratico (min) 0 0.78 +0.152° 4.23 +2.56°
a b

Pérdida de equilibrio (min) 0 23.19£20.17 21.38 + 5,28
Inmovilidad (min) 16.10 + 4.76° 17.64 £ 7.58% 19.66 + 17.89%
Busqueda alimento (min) N/A 11.38 £ 6.85% 9.65+11.79%
Flexion del masculo abdominal (%) 0 80 67
Cambio de color en apéndices (%) 0 40 83

Letras desiguales representan las diferencias significativas (p < 0.05). n=12.
Patrones en minutos se expresan como media * desviacion estandar.

Segun la prueba de Fisher (p < 0.05), se observo dependencia significativa de
la frecuencia absoluta de la flexion abdominal en relacion a 5-HT, presentando un n?
de 0.25. Para 5-HT/SPY, se observaron dependencias muy fuertes (p > 0.14) de las
frecuencias de la flexion y del cambio en el color de los apéndices en relacion al
tratamiento, con valores de n? de 0.58 y 0.69, respectivamente. No se encontraron

dependencias significativas de los demas patrones conductuales (Fig. 8).
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Figura 8. Frecuencia absoluta de los patrones conductuales y cambios morfoldgicos externos de
hembras de Penaeus vannamei antes (control, n = 6) y después de la inyeccion de
neurotransmisores serotonina (5-HT) y serotonina y espiperona (5- HT/SPY) durante el periodo
experimental. A. Desplazamiento. B. Desplazamiento erratico. C. Pérdida de equilibrio. D. Sin

movimiento. E. Busqueda de alimento. F. Flexion abdominal. G. Color en apéndices.

45



3.2 Bioensayo 2

3.2.1 Hematologia

El tiempo de coagulacion y el CTH no presentaron diferencias significativas a

lo largo de los muestreos (Figs. 9 y 10).
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Figura 9. Tiempo de coagulacién en segundos de machos de Penaeus vannamei tres horas
después de la inyeccion intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY), serotonina (5-

HT), vehiculo (VEH) y grupo control (C) durante el periodo experimental de siete semanas.
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Figura 10. Conteo total de hemocitos (CTH) de machos de Penaeus vannamei tres horas después

de la inyeccion intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY), serotonina (5-HT),

vehiculo (VEH) y grupo control (C) durante el periodo experimental de siete semanas.

Para CDH, se demostré diferencias significativas en la cantidad de hemocitos
granulares y hialinos durante cada muestreo mostrando una interaccion entre el
tratamiento y los muestreos (p < 0.05). El tratamiento VEH presentd
significativamente los valores mas altos de granulares en todos los muestreos, mientras
que la cantidad de estos hemocitos en los grupos 5-HT/SPY, 5-HT y control no fueron
significativamente diferentes entre ellos, pero si con el VEH, a excepcion del muestreo
2, donde no hubo diferencias (Fig. 11A). Por otro lado, este fue importante que se
repitié en el recuento de células hialinas, donde los grupos 5-HT/SPY, 5-HT y control
no presentaron diferencias significativas entre ellos, pero si con el VEH, a excepcion
del muestreo 2 y 4 donde no hubo diferencias. EI VEH present6 significativamente la

menor cantidad de células hialinas en todos los muestreos (Fig. 11B).
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Figura 11.Conteo diferencial de hemocitos de machos de Penaeus vannamei tres horas después de
la inyeccidn intramuscular de serotonina y espiperona (5-HT/SPY), serotonina (5-HT), vehiculo
(VEH) y grupo control (C) durante el periodo experimental de siete semanas. A. Hemocitos
granulares. B. Hemocitos hialinos. Letras minusculas desiguales describen las diferencias

significativas entre células granulares (n = 32, p <0.05).

48



3.2.2 Calidad espermaética

No se encontraron diferencias significativas en peso del espermatéforo (g),
nimero total de espermatozoides (x10°) y tasa de espermatozoides muertos (%) entre
los grupos experimentales (Fig. 12). Todos los grupos experimentales presentaron un

aumento en la tasa de espermat6foros melanizados, siendo méas pronunciado en VEH.
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Figura 12. Calidad espermatica de machos de Penaeus vannamei tras la inyeccion intramuscular
de serotonina y espiperona (5-HT/SPY), serotonina (5-HT), vehiculo (VEH) y grupo control (C)
durante el periodo experimental de siete semanas. A. Peso del espermatdforo. B. Melanosis (%).

C. Numero total de espermatozoides (x10°%). D. Espermatozoides muertos (%).
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4. Discusion

Después de la inyeccion intramuscular serotonina (5-HT) y su combinacién
con espiperona (5-HT/SPY), se observaron cambios significativos en el
comportamiento de las hembras de P. vannamei, donde los ejemplares presentaron
nado erratico y pérdida de equilibrio durante los primeros 24 minutos de su aplicacion,
conductas que se encontraron ausentes en las hembras control. Este hallazgo guarda
relacién con lo reportado por Peeke et al. (2000), que observaron que la respuesta
conductual de la langosta americana Homarus americanus depende de la dosis de 5-
HT, donde la inyeccidn de dosis superiores a 3 mg kg inhibieron la actividad motriz
mientras que dosis de 0.3 mg kg™ no alteraron su comportamiento. Las dosis de este
trabajo (25 pg de serotonina g y 5 pg de espiperona g?) se basan en las dosis
reportadas por Alfaro et al. (2004) y aunque fueron inferiores a lo empleado por Peeke
et al. (2000), también provocaron alteraciones en la locomocion de P. vannamei. El
apartado es para otros animales y no vannamei, discutir o justificar por que.

La combinacion de serotonina con espiperona (5-HT/SPY) tuvo un efecto mas
agudo en los patrones de desplazamiento erratico y el cambio de color de los
apéndices. Esto podria sugerir una accién sinérgica entre ambos compuestos, ya que
la SPY actia como antagonista de los receptores tipo D, de dopamina (DA) y del
receptor 5-HT> de la serotonina, interfiriendo en rutas neuroendocrinas asociadas al
comportamiento. En P. clarkii se observo que la SPY reduce la respuesta sinaptica en
las terminales de neuronas motoras; identificandose que el receptor 5-HTg tiene una
participacion en la actividad motriz (Tabor y Cooper, 2002; Clark et al., 2004).
Aunado a ello, se ha reportado que el receptor D, regula procesos de locomocion,

alimentacion y reproduccion, mientras que 5-HT»p esta vinculado con la neurogénesis

50



de crustaceos decdpodos (Tejas et al., 2010; Zhang et al., 2011). Por lo que, su
modulacion podria explicar la variabilidad conductual que se observo en las hembras
tratadas con este protocolo y respalda la hipétesis de que las alteraciones observadas
en las hembras podrian estar relacionadas con la interaccion de estos compuestos
neuromoduladores en los receptores de membrana de P. vannamei.

No obstante, surge la interrogante de si los patrones observados podrian estar
influidos, en parte, por el vehiculo empleado para la disolucion de SPY (etanol al
95%). Gutierrez et al. (2022) reportaron en P. clarkii que exposiciones de hasta 30
minutos a etanol disuelto en agua en concentraciones entre 0.1 y 1 M, provocaron una
reduccion notable de la actividad locomotora y Swierzbinski y Herberholz (2018)
describieron que la exposicion etanol disuelto en agua a una concentracion de 100 mM
por 90 minutos modula la actividad de interneuronas gigantes responsables de
respuestas de escape en esta misma especie, destacando la sensibilidad de la red
neuronal motora a este compuesto. Estos antecedentes llevaron a considerar que parte
de las alteraciones conductuales detectadas en P. vannamei en este ensayo podrian no
ser exclusivas del efecto farmacoldgico de la 5-HT y su combinacion con SPY, sino
también reflejar una posible interaccion con los vehiculos utilizados. Para identificar
esta posibilidad, se disefid un segundo experimento Unicamente con machos y que
incorpord controles con los vehiculos, permitiendo aislar las respuestas individuales
con 5-HT/SPY, 5-HT, VEH y grupo control en variables hematologicas y calidad
espermatica P. vannamei.

En este segundo ensayo se observd que la inyeccién intramuscular de 5-
HT/SPY, 5-HT y VEH no alteraron significativamente los tiempos de coagulacién en

P. vannamei en comparacién con el grupo control. Aunque algunos estudios sugieren
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que neurotransmisores como la DA podrian intervenir en mecanismos de coagulacion
en P. vannamei al disminuir la cantidad de células hialinas encargadas en este proceso
hasta 18 horas posteriores de su inyeccion (Pan et al., 2011). En comparacion, se ha
reportado que las células Tgase+ presentes en los hemocitos hialianos son las
responsables de los procesos de coagulacion en P. vannamei (Cui et al., 2022). En el
presente estudio, la cantidad de hemocitos hialianos en los grupos tratados con 5-HT
fue similar a la del grupo control en la mayoria de los muestreos, lo que podria explicar
la ausencia de diferencias en los tiempos de coagulacion entre estos grupos
experimentales.

Asi mismo, Ekhoye et al. (2012) reportaron que el etanol aumenta los tiempos
de coagulacion debido a que degrada las redes de fibrina y retrasa la formacion de
coagulos. En este trabajo no se observo ninguna alteracion significativa que pudiera
relacionarse con un efecto directo de la 5-HT, su combinacion con la SPY o el empleo
de etanol. A pesar de que en algunos grupos los tiempos de coagulacion fueron
ligeramente mas altos cuando se utilizé etanol como vehiculo, esta variacion no fue
suficiente para establecer un efecto directo. Por lo que estos resultados sugieren que,
al menos bajo las condiciones evaluadas y con las dosis empleadas, la coagulacion en
P. vannamei no parece verse alterada por la modulacion de estos neurotransmisores.

En cuanto al CTH, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos con 5-HT/SPY, 5-HT, VEH y el grupo control en P. vannamei durante
los muestreos. Noonin (2018) reporté que en el cangrejo del Pacifico Pacifastacus
leniusculus la 5-HT juega un papel en la hematopoyesis, observando un incremento en
el CTH dos horas posteriores a la inyeccion de este neurotransmisor. El tiempo de

muestreo cobra fuerza en este analisis, ya que se ha descrito que la 5-HT circula
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rdpidamente por la hemolinfa durante los primeros 60 min de su aplicacion (Peeke et
al., 2000). Por otro lado, la combinacion de 5-HT con SPY no mostré cambios
significativos en el CTH pese a su antagonismo en receptores serotoninérgicos y
dopaminérgicos (Halberstadt et al., 2009; Zhang et al., 2011). Pan et al. (2011)
reportaron que la inyeccion de DA (107 M por camaro6n) redujo el CTH a las 3 horas
de su aplicacion, atribuyendo esta respuesta a la posible liberacién de enzimas que
degradan del sistema profenoloxidasa (proPO), lo que lleva a una disminucion en la
actividad de la fenoloxidasa y a la degranulacion celular. En este trabajo no se
observaron cambios significativos en el CTH cuando se empleé 5-HT o su
combinacion con SPY, posiblemente porque en este trabajo, las dosis por camaron se
encontraron por debajo de lo empleado por Pan et al. (2011). Con respecto a los
vehiculos, estos no presentaron alguna alteracion en el CTH, lo cual también fue
reportado por Pan et al. (2011) y Granados-Echegoyen et al. (2015) para solucion
salina y etanol respectivamente.

Los hemocitos son claves en procesos de defensa inmunolégica en camarones
peneidos (Cui et al., 2022), sin embargo, la inyeccién de aminas bidgenicas, procesos
de estrés y exposicidn a patdgenos se han reportado como factores que pueden alterar
la composicion de la hemolinfa (Tong et al., 2020; Le Moullac et al., 1998; Yildirim-

Aksoy et al., 2022). Estos resultados podrian indicar que los neurotransmisores
ocasionan una respuesta en la hematologia de P. vannamei pero su efecto en la CTH
cambia por factores como el tipo de neurotransmisor, la dosis y el tiempo de muestreo.
En el CDH se observo que en todos los grupos experimentales y en todos los
muestreos la cantidad de hemocitos granulares fue mayor que la cantidad de hemocitos

hialinos. Se ha descrito que los hemocitos se clasifican segln su funcién en tres tipos:
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granulares, que participan activamente en procesos de fagocitosis y almacenamiento
de la enzima proPO; semigranulares, con participacion encapsulamiento y gafocitos;
e hialinos, encargados de los procesos de coagulaciéon de la hemolinfa y
endurecimiento del exoesqueleto (Gholamhosseini et al., 2020). La variacion en la
cantidad de estos hemocitos es producto de la respuesta primaria de inmunidad celular
no especifica en crustaceos (Johansson et al., 2000; Vargas-Albores et al., 2005).

En el tratamiento VEH se observd la predominancia de células granulares en
todos los muestreos. Sin embargo, estos valores difieren con lo reportado por Pang et
al. (2011), quienes no encontraron cambios significativos en el CDH cuando
emplearon solucion salina como vehiculo. El etanol es un fijador no diferencial que
elimina el agua, desnaturaliza y precipita proteinas de los tejidos (Lam-Ubol et al.,
2018). Esto podria sugerir que el efecto puede ser atribuido al etanol, ya que puede
afectar la viabilidad de los hemocitos y generar la fijacion de los tejidos (Goldstein,
1986; Nakhleh et al., 2017; Lam-Ubol et al., 2018).

Ademas, se ha reportado que el etanol genera radicales libres que inducen
estrés oxidativo, lo que podria activar mecanismos de defensa y favorecer el aumento
de hemocitos granulares, responsables de liberar enzimas antioxidantes para proteger
al organismo (Koch et al., 2004). Aunque en este estudio no se midieron pardmetros
enfocados al gasto energético, que durante cada muestreo se hayan presentado niveles
altos de hemocitos granulares podria indicar que hubo una activacion continua del
sistema inmune, generando un mayor gasto energético para contrarrestar el posible
dafio generado por el etanol (Xiny Zhang, 2023).

Los grupos 5-HT/SPY, 5-HT y control presentaron en la mayoria de los

muestreos una cantidad similar de hemocitos hialinos. Tong et al. (2020) reportaron
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que el neurotransmisor 5-HT en P. vannamei activa la via PLC-DAG-PKC que se
encarga de la sintesis y liberacion de células hialinas encargadas principalmente en los
procesos de fagocitosis, coagulacion y modular el sistema proPO. Asi mismo,
observaron que compuestos como la DA y la norepinefrina (NE) activan la via lo que
provoca una disminucién en la actividad fagocitica. Sin embargo, este efecto se
mantuvo incluso cuando se utilizé SPY, un antagonista de DA, blogueando los efectos
inmunomoduladores de la DA y manteniendo los valores de hemocitos hialinos en
estos grupos experimentales (Pan et al., 2011). En contraste, la cantidad de hemocitos
hialinos en los grupos 5-HT/SPY, 5-HT y control, en comparacion con el grupo VEH,
sugiere un perfil inmunoldgico mas equilibrado, vinculado con funciones como la
fagocitosis y la regulacion del sistema proPO. Cabe destacar que, aunque el grupo 5-
HT/SPY incluye etanol como vehiculo, no mostré la disminucion en hemocitos
hialinos observada en el VEH, lo que indica que la presencia del neuroactivo podria
atenuar el efecto del etanol. Este hallazgo respalda la eficacia y estabilidad del
protocolo originalmente desarrollado por Alfaro et al. (2004), al mostrar que la
combinacion de serotonina y espiperona no compromete el equilibrio inmunologico
en los animales tratados.

Por ultimo, los pardmetros de calidad espermatica no se vieron alterados por la
inyeccion de 5-HT/SPY y 5-HT durante el periodo experimental, no obstante, la
produccién de espermatozoides en estos grupos presentd una tendencia de aumento
superior a VEH y control. Esta tendencia coincide con lo reportado por Alfaro-
Montoya y Vega (2011) en esta especie con la aplicacion 5-HT y su combinacién con
SPY. Pocos han sido los trabajos que se han centrado en estudiar el efecto de la 5-HT

en machos de P. vannameli, sin embargo, se ha descrito que los neurotransmisores
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pueden inducir respuestas fisiologicas en los machos de camarones peneidos solo
cuando actlan en conjunto con estimulos ambientales apropiados, como fotoperiodo
0 contacto con hembras receptivas. Ademas, la espermatogénesis es un evento que
requiere mas tiempo para observar efectos tras una modulacion neuroendocrina
(Alfaro-Montoya y Vega, 2011). Por ello, es posible que el periodo de evaluacion en
este estudio haya sido insuficiente para identificar cambios significativos en la calidad
espermatica.

Alfaro-Montoya y Vega (2011), al igual que en este trabajo, los autores
inyectaron cuatros veces a los machos durante un periodo de siete semanas,
observando una tendencia de aumento en el nimero de espermatozoides de P.
vannamei en el tratamiento que incluydé SPY, mientras que en P. stylirostris y P.
occidentalis esta tendencia se registro Unicamente con 5-HT. Los autores sugieren que
esta distincidn entre especies se debe a diferencias en la regulacion endocrina de a la
reproduccion entre estas especies.

De forma paralela la SPY juega un rol antagdnico de los receptores D de DA,
enfocado en la reproduccion en crustaceos. Diferentes estudios han descrito que la DA
tiene un efecto supresor en la liberacion de gonadotropinas y otros neuropéptidos que
regulan la maduracién gonadal en machos y hembras (Prasad et al., 2014). En este
estudio, la combinacion de 5-HT con SPY en machos mostré una tendencia a favorecer
el efecto positivo de la 5-HT sobre la espermatogénesis, al no verse influida por la
accion antagdnica y supresora de la DA, se observaron valores ligeramente superiores
en comparacion con los grupos VEH vy control (Alfaro-Montoya y Vega, 2011). Lo
anterior sugiere que el incremento de espermatozoides en este trabajo fue producto de

la inyeccion de neurotransmisores que promueve la estimulacion de la
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espermatogénesis en crustaceos decdpodos una vez alcanzada su madurez sexual
(Sarojini et al., 1995a; Sarojini et al.1995b; Klingunga et al., 2012; Farhadi et al.,
2020).

Por otro lado, el papel inmunoldgico de los hemocitos granulares y su papel en la
ruta de activacion del proPO cobra sentido ya que se ha vinculado con la aparicion de
melanosis. En este estudio, el grupo VEH presentd una cantidad elevada de hemocitos
granulares, lo que podria estar relacionado con una activacién constante del sistema
inmune Yy alteraciones de la ruta proPO (Pan et al, 2011). Braga et al. (2018) sefialan
que la melanizacién puede desencadenarse ante eventos de estrés especificos, como el
dafo en tejidos reproductivos, por ejemplo, durante la extraccion del espermatoforo.
En ese sentido, la infiltracion de hemocitos y la activacion del sistema proPO forman
parte de la respuesta inflamatoria. Pese a que se ha descrito que la melanosis puede ser
causada por agentes infecciosos, dafio tisular o estrés fisioldégico (Cerenius &
Soderhall, 2004; Amparyup et al., 2013) en este estudio no se realizaron estudios para
evaluar esta activacion. Considerando lo anterior, existe la posibilidad de que el etanol,
al actuar como estresor, podria estar favoreciendo este tipo de respuesta en el sistema
reproductor, contribuyendo a la aparicion de espermatéforos melanizados debido a su
predominancia en los machos con VEH. No obstante, esta hipotesis debe ser
confirmada con estudios especificos que evaluen el efecto del etanol sobre la

integridad tisular y la activacién del sistema proPO en P. vannamei.

5. Conclusion

El protocolo de modulacion con 5-HT y su combinacion SPY modifico el

comportamiento de hembras de P. vannamei sin alterar negativamente los parametros
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los tiempos de coagulacidn y el conteo total de hemocitos en machos. Estos protocolos
no alteraron la composicién celular, a diferencia del grupo VEH, que presentd un
aumento de hemocitos granulares, posiblemente relacionado con una respuesta al
estrés fisioldgico inducido por el etanol. Esta respuesta sugiere que el etanol como
vehiculo podria inducir activacion inmunitaria, pero es mitigado cuando se emplean
neurotransmisores. Se observé una tendencia al aumento en la produccion de
espermatozoides Gnicamente en los grupos con 5-HT y 5-HT/SPY, lo que podria estar
reflejando su efecto estimulante sobre la espermatogénesis. Estos hallazgos respaldan
el uso del protocolo con neurotransmisores como una herramienta funcional y segura
en el manejo reproductivo de P. vannamei aportando evidencia al entendimiento del

vinculo entre comportamiento, inmunidad y neurotransmisores en crustaceos.
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CAPITULO 3. Conclusiones generales.

Esta investigacion evalu6 el efecto de un protocolo de modulacion con
neurotransmisores como alternativa a la APO en el camardn blanco P. vannamei
establecidas por Alfaro et al. (2004). Estos efectos fueron reportados a partir del
estudio del comportamiento, hematologia y calidad espermatica en condiciones de
cautiverio con la implementacion de este protocolo en machos y hembras, los cuales
hasta el momento no han sido reportados para la especie.

En las hembras, la aplicacion de neurotransmisores provoco cambios en el
comportamiento, lo que sugiere una accion neuromoduladora mientras que en machos
los vehiculos (etanol 95% y solucion salina) cambiaron la composicion celular de la
hemolinfa, sin embargo, la combinacidn con serotonina y espiperona estabilizo este
efecto. De forma complementaria, se observd un incremento en los procesos de
espermatogeénesis en los machos que fueron tratados con neurotransmisores. Lo
anterior complementa el efecto reportado por Alfaro et al. (2004) y Quesada-Avila et
al. (2024) en el aceleramiento de la maduracion ovarica en hembras de P. vannamei,
lo cual resulta importante, ya que el éxito en los procesos reproductivos en los
camarones peneidos depende de ambos sexos.

Estos hallazgos permite el establecimiento de pautas conductuales en P.
vannamei, las cuales no han sido reportadas, y que podrian establecer posibles
indicadores de bienestar animal. Asi mismo, se demostré que los neurotransmisores
no alteran la hematologia y procesos reproductivos, demostrando que es posible
estimular a procesos reproductivos con este protocolo sin comprometer el estado de

los organismos de cultivo. Lo anterior representa un paso mas adelante hacia un cultivo
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de camaron libre de técnicas de crueldad animal y que se apega ante las politicas

actuales de bienestar animal dentro del sector acuicola.
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