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RESUMEN
En los crustaceos, la espermatogénesis es un proceso sistematico continuo, iniciando a partir
de la fase juvenil de Litopenaeus vannamei influenciada por la glandula androgénica y
complejo 6rgano X - glandula del seno, este ultimo ubicado en el pedinculo ocular. En
hembras, la ablacién del pedinculo ha sido utilizada como principal técnica para la induccion
de la maduracion gonadal; sin embargo, se sabe que la extirpacion de dicho drgano resulta
un desbalance del sistema endocrino propiciando un desgaste bioldgico que culmina en la
muerte de los ejemplares. Una alternativa a la ablacion es la aplicacion de serotonina y
espiperona, como lo han demostrado estudios anteriormente. Dicha técnica ha sido
considerada promisora también para machos, por estimular el aumento de espermatozoides.
Es por ello que es necesario evaluar el potencial de la técnica durante el proceso de
regeneraciones sucesivas de los espermatéforos, esperando pérdida progresiva de la calidad
espermatica. Asi que el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de SE en la calidad
espermética del camaron L. vannamei durante sucesivas regeneraciones de los
espermatoforos extraidos mediante extraccion manual. Para ello, se realiz6 un experimento
en las instalaciones del Laboratorio de Produccion de Camardn del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Autonoma de Baja California (110-UABC)
con 45 dias de duracién y tres grupos experimentales: (1) inyeccion intramuscular 25 ug de
serotonina/g peso corporal y 5 pg espiperona/g peso corporal (SE); (2) inyeccion
intramuscular de solucion salina (SS); (3) sin inyeccion (control). Sesenta machos (32 + 1 g)
contando con todos los apéndices y espermatéforos y libres de melanosis fueron
seleccionados y distribuidos en cuatro tanques experimentales (15 camarones m?) con
recambio de agua de aproximadamente 400% al dia. Los machos fueron mantenidos a un
fotoperiodo natural de 14:10 horas luz:oscuridad, salinidad de 35 ppm, temperatura de 28 +
1°C y salinidad a 35 £ 1 g /L. Los organismos fueron alimentados a 4% de la biomasa cuatro
veces al dia con una dieta comercial de 35% de proteina cruda (SI-35, Zeigler Bros., Inc.,
EE. UU.) enriquecida con calamar, mejillon, paprika, lecitina de soya y vitamina C. Las
variables de calidad espermética: tasa de espermatdforos melanizados (%), peso del
espermatoforo (g), nimero de espermatozoides totales (x10°) y tasa de espermatozoides
muertos (%) fueron evaluadas cada 15 dias tras la extraccion manual del espermat6foro.
Posteriormente, los espermat6foros fueron macerados en frascos de vidrio con 1.8 mL de
solucidn salina, afiadiendo 200 pL de tincion azul de tripano. Fue tomada 1 mL de la muestra
y colocada en un hematocitometro, llevando a cabo la observacion bajo microscopio. Las
diferencias significativas entre tratamientos fueron dadas a partir del analisis de varianza
(ANOVA) de una via realizando una prueba post-hoc de Fisher cuando se presentaron
diferencias significativas (P < 0.05). Para todos los grupos experimentales, la presencia de
melanosis se observd a partir de la primera regeneracion, encontrando diferencias
significativas en la segunda regeneracion para el tratamiento SS, seguido de un aumento
gradual en las siguientes regeneraciones con diferencias significativas en el tratamiento SS 'y
SE. El peso del espermatoforo presentd un aumento significativo en la primera regeneracion
en comparacion con el muestro inicial; dicha diferencia se mantuvo en la segunda apenas
para SS y control, siendo observada una tendencia de reduccion del peso en la tercera
regeneracion para todos los grupos. No existieron diferencias significativas en el nimero de
espermatozoides totales, sin embargo, SE fue el Gnico que presento una tendencia al aumento
durante las sucesivas regeneraciones. Como se hipotetizd, la tasa de espermatozoides
muertos aumento a lo largo de las regeneraciones, pero en SE hubo una tendencia de menores
promedios durante la segunda y tercera regeneraciones en comparacion con los otros grupos.
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Se concluye que la manipulacion de neurotransmisores mediante la aplicacion de serotonina
y espiperona no comprometio la calidad espermética; al contrario, mitigd la pérdida de
calidad espermatica esperada tras sucesivas regeneraciones del espermat6foro, como
demostrado por la tendencia de aumento de nimero de espermatozoides total y reduccion del
numero de muertos al final del experimento. Los resultados de este trabajo corroboran el
potencial de la aplicacion de SE como una técnica promisora para optimizar la reproduccion
inducida también de machos de L. vannamei, presentando las bases para el desarrollo de
técnicas mas eficientes para dicha aplicacion, e.g. por medio de la alimentacion, que logren
influir en ambos sexos brindando una técnica libre de crueldad animal ante las politicas
actuales de bienestar animal dentro del sector acuicola.

Palabras claves: Litopenaeus vannamei, neurotransmisores, serotonina y espiperona,

regeneracion espermatoforo, calidad espermatica.
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INTRODUCCION

La actividad acuicola ha crecido exponencialmente en los dltimos afios, lo que ha
permitido la explotacion de numerosas especies de manera sostenible (CONAPESCA, 2018).
En 2020, la produccion mundial acuicola de animales acuéaticos alcanz6 un valor de 87.5
millones de toneladas lo que representd un aumento del 31.4% de la produccion acuicola
mundial segun los valores registrados en 2010 figurando una ventaja competitiva ante otros
sectores de produccion animal a escala global (FAO, 2022). De este modo, México se ha
posicionado como el 7° productor de camarén a nivel mundial (SADER, 2018). Segun los
valores registrados por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (2018), México logré
una produccion total de 223 mil 965 toneladas en 2016, donde los principales estados
productores de camarén blanco son Sinaloa y Sonora ocupando el 40.3 y 39.7 % de la

produccidén nacional respectivamente.

La camaronicultura representa una actividad econémica muy importante para
México, llevandose a cabo principalmente en el Pacifico norte del pais, asi como en el Golfo
de México (Bortolini y Torres, 2004). EI cultivo de camaron ha requerido de mejoras
tecnoldgicas desde su introduccion en el pais en los 70°s, con el fin de ser una actividad
rentable para los productores. De esta manera se han logrado establecer mecanismos de
accion para el disefio y creacién de dietas especie-especificas, medidas de control y
prevencion de enfermedades, mejora genética y eficiencia en los sistemas de produccion que
logren controlar los aspectos bioldgicos en el ciclo de vida del camaron (Martinez-Cordova,
2002). Actualmente el camaro6n blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) es la especie
mas cultivada, representando el 51.7% de la produccién de crustdceos en 2020 a escala
mundial (FAO, 2022), distribuyéndose desde Sonora, México hasta Tumbes, Perd.

Ciclo de vida

Litopenaeus vannamei es considerada una especie eurihalina dada su alta capacidad
de tolerancia a distintas salinidades. Lo anterior permite dividir su ciclo de vida en 2 tipos de
ambientes: marino y costero. En los camarones peneidos al alcanzar su madurez sexual,

desovan y pasan por sus estadios larvales (nhauplio, zoea y mysis) en aguas oceanicas costeras.
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Posterior a la fase larval, las postlarvas se desarrollan en ambientes estuarinos hasta un
tamafio de 4 y 10 cm de longitud, regresando finalmente al océano como juveniles donde
completan su ciclo de vida (Fig. 1) (L6pez-Martinez et al., 2010; INAPESCA, 2018).

Postlarva

-' W«Q\llysis I-111

? Protozoea 1-111
8

Juveniles/ ’
Subadultos o .
;’ywﬁ‘ Nauplio I-V
P o % @‘@ @
% — Huevos
Adultos

Figura 1. Ciclo de vida del camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei. Fuente:
Lépez-Martinez et al. (2010).

Obtencion de reproductores y reproduccion

La obtencion de reproductores de camarén blanco anteriormente era dada por la
obtencion de ejemplares del medio silvestre, sin embargo, ahora la obtencion es por medio
de la seleccién de ejemplares certificados en bancos de reproductores. Estos son
seleccionados de forma selectiva buscando ejemplares con todas sus partes estructurales
integras, con ausencia de manchas en el exoesqueleto y deformaciones. La maduracion
comienza a partir de los 20 g en machos y a partir de los 28 g en hembras en un tiempo
aproximado de 7 meses segun el método de cultivo. Posterior a ello, los ejemplares son
sexados y mantenidos en tanques de maduracion con fondo oscuro y agua de mar filtrada,

con el suministro de alimento enriquecido y/o fresco (Sanchez, 2006; Leal, 2019).
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La reproduccion de L. vannamei esta dada a partir de una cépula natural o de una
inseminacién artificial. La primera comprende un proceso de copula dentro del tanque, donde
el macho maduro transfiere sus espermat6foros por medio del petasma al télico abierto de la
hembra madura que se encuentra entre el cuarto y quinto par de pereiépodos (Yambay y
Alvarez, 2017). Del mismo modo, la inseminacion artificial comprende la extraccion de los
espermatdforos de los machos y colocdndose sobre el télico abierto de las hembras (Moreno
et al., 2000).

Endocrinologia en la reproduccion

En los camarones peneidos, la maduracion gonadal requiere de factores nutricionales,
ambientales y endocrinos (Oliveira 'y Correa, 1999). Este es un proceso ciclico regulado por
el sistema endocrino que secreta neurohormonas a partir de las células neurosecretoras en las
glandulas endocrinas (Vazquez, 2014). Como parte del sistema estdn el complejo
neurosecretor 6rgano X - glandula del seno -OX-GS-, glandula androgénica -GA-, 6rgano Y,
6rgano mandibular, ganglio toracico y los ovarios (en el caso de las hembras) que llevan a
cabo la modulacién de los factores metabolicos y fisioldgicos, resultando en la sintesis de
hormonas que estimulan o inhiben la maduracion gonadal (Garza, 2011; Gendrop-Funes y
Valenzuela-Espinoza, 1995; Vazquez, 2014). Aunado a ello, en machos la regulacion de la
espermatogénesis esta influenciada especificamente por el complejo OX-GS-GA, sin
embargo, el complejo OX-GS sintetiza la hormona inhibidora de la muda (MIH, por sus
siglas en inglés) y la hormona inhibidora de la gonada (GIH, por sus siglas en inglés)
promoviendo un efecto negativo en ambos procesos. A pesar de esto, aln no se conocen en
su totalidad las hormonas involucradas en los procesos reproductivos en decapodos
(Vazquez, 2014).
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Espermatogénesis

La formacion de espermatozoides en L. vannamei es consecuencia de la
espermatogénesis como producto de un proceso sistematico y continuo, iniciando a partir de
la fase juvenil de los machos. La diferenciacion de las células espermaticas se lleva a cabo a
lo largo de un sistema reproductor compuesto por: seis I6bulos testiculares (LT); vaso
deferente divididos en tres secciones, proximal (VDP), medio (VDM) y distal (VDD); y una
ampolla terminal (AT) (Fig. 2), donde se concentran los espermatozoides maduros
compactados dentro de una estructura de material acelular llamado espermato6foro, cuyas
principales funciones son proteger y prevenir la pérdida de espermatozoides durante la copula
y la competencia mediante la inseminacién por parte de otro macho (Braga, 2009; Braga,
2013; Peralta et al., 2013).

LT

=== M VDM

VDD

[ ) AT

VDP

Figura 2. Sistema reproductivo de machos de Litopenaeus vannamei. LT: Ldbulos
testiculares, VDP: Vaso deferente proximal, VDM: Vaso deferente medio, VDD: Vaso

deferente distal y AT: Ampolla terminal. Fuente: Braga (2013).

Del mismo modo, Alfaro-Montoya et al. (2017) demostraron que durante la
maduracion sexual y espermatogénesis de L. vannamei los machos presentan un desarrollo
asincronico de grupo a lo largo de los lébulos testiculares con diferentes estadios de

desarrollo en cada uno de ellos. La descripcion de este proceso se presenta en la tabla I.
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Tabla I. Descripcion de la etapa desarrollo en el proceso de espermatogénesis de machos

de camaron blanco Litopenaeus vannamei.

Etapa Proceso Descripcion Didmetro
| Maduracion de Espermatogonios ubicados en los Espermatogonios (10-
Espermatogonios l6bulos testiculares realizan la 11 pum).
produccion de espermatocitos Espermatocitos
primarios a partir del proceso de primarios (10-12 um).
mItosis.

1 Meiosis | Los espermatocitos primarios Espermatocitos
sufren proceso de meiosis | secundarios después de
formando espermatocitos meiosis | (7,5-11 pm).
secundarios.

11 Meiosis Il Los espermatocitos secundarios Espermatidas (5-7,5
sufren proceso de meiosis Il pum).
formado espermatidas.

IV Espermiogénesis Maduracion paulatina de -

espermatidas, encontrandose en
procesos tempranos e intermedios.
Proceso de polimerizacion de la
espina en region anterior de la
espermatida.

Espermatozoides recién formados
son  compactados  por el
espermatoforo después de pasar

por la ampolla terminal.
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Calidad espermatica

La calidad espermatica comprende el estudio de una serie de pardmetros biol6gicos
que indican la calidad reproductiva en la que se encuentran los organismos. Estos parametros
han sido revisados Alfaro-Montoya et al. (1993), Ceballos-Vazquez et al., 2003, Alfaro-
Montoyay Vega, 2011 y Braga et al., 2018, destacando el estudio de la tasa de melanizacion,
peso de espermatoforo, tasa de ausencia de espermatdforos, tiempo de regeneracion del
espermatoforo, nimero de espermatozoides totales, tasa de mortalidad espermatica, indice
gonadosomatico, peso del testiculo, entre otros. Es en este sentido que estos parametros son
importantes ya que la calidad del lote producido no corresponde Unicamente a la calidad que
la hembra presente, sino también de la calidad espermaética de los machos a utilizar, logrando
los objetivos deseados para la obtencién de postlarvas.
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ANTECEDENTES

Una de las técnicas de reproduccion inducida de camarones a nivel industrial es la
ablacion unilateral y/o bilateral del pedinculo ocular (APQO). Esta técnica consiste en la
extirpacion del organo por diferentes métodos: incision o cauterizacion (Sainz, 1999).
Mediante la ablacion unilateral, el complejo neuroendocrino de uno o de los dos pedunculos
oculares es descartado, disminuyendo directamente los niveles de la hormona inhibidora de
la génada (GIH, por su sigla en inglés) (Sainz, 1999). Como resultado, se puede acelerar el
proceso de maduracién gonadal de manera indirecta ya que la reduccion de GIH en la
hemolinfa tiene una influencia directa en los procesos metabolicos desencadenando la
secrecion de la hormona estimulante de la gdnada (GHS, por sus siglas en inglés) por el
ganglio toréxico iniciando con el proceso reproductivo (Pérez, 2005). Del mismo modo, la
ablacion tiene como efecto adicional un desbalance endocrino que afecta dos de los procesos
bioldgicos més costosos energéticamente para el camarén: la muda y la maduracién gonadal,
lo que resulta en la muerte de los ejemplares ablacionados por agotamiento reproductivo, por
lo que un reto actual es la busqueda y desarrollo de nuevas técnicas que sean igualmente

eficientes y que al mismo tiempo logren salvaguardar el bienestar de los animales.

En este sentido, una de las alternativas mas prometedoras es la modulacién del
sistema neuroendocrino mediante la manipulacion de neurotransmisores. Alfaro-Montoya et
al. (2004) encontraron una respuesta positiva en la maduracion ovarica de hembras de L.
stylirostris y L. vannamei por medio de la inyeccién intramuscular de serotonina y espiperona.
Del mismo modo, Alfaro-Montoya y Vega (2011) encontraron que el ambiente en el que se
desarrollan los organismos juega un rol importante en la modulacion de los
neurotransmisores demostrando que tras la aplicacion Unica de serotonina hay una influencia

en el nimero de espermatozoides totales en los espermatoforos extraidos de L. vannamei.

Por otro lado, Farhadi et al. (2020) encontrd esta respuesta en el cangrejo de rio
Pontastacus leptodactylus donde observaron un aumento en el nimero de espermatozoides
a partir de la inyeccidn de serotonina y espiperona, esto siendo atribuido a la influencia que
tiene este neurotransmisor en el proceso de espermatogénesis. A pesar de lo anterior,

actualmente se sigue sin conocer los efectos de la modulacion de la serotonina y espiperona
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en la calidad espermatica de Litopenaeus vannamei después de sucesivas regeneraciones del

espermatdforo por el método de extraccion manual.
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JUSTIFICACION

El camaron blanco del Pacifico L. vannamei representa la especie de crustaceo méas
explotada y con mayor derrame economico en México. Es por ello que ante el incremento de
la actividad camaronicola, en la mayoria de los laboratorios de produccion larval se ha
empleado la ablacion del pedinculo ocular (APO) como técnica para la aceleracion de la
maduracion gonadal. Sin embargo, hoy en dia, no es aceptable la implementacion de técnicas
crueles como es la ablacion. Es por lo anterior que es prioritario buscar alternativas que
permitan satisfacer esta demanda y que, de manera simultanea, logre salvaguardar la

integridad de los organismos cultivados.

Asi mismo, la calidad espermatica en el camaron blanco L. vannamei después de la
aplicacion de serotonina y espiperona, ha sido estudiada por diversos autores, sin embargo,
se desconocen los efectos después de sucesivas regeneraciones del espermatoforo. Esta es
una préctica comdn en laboratorios que mantienen lotes de machos para inseminacion
artificial, a los cuales les son extraidos los espermatoforos para llevar a cabo la transferencia
de esta masa espermatica a hembras maduras, por medio de una inseminacion artificial.
Ademas, se sabe que después de sucesivas regeneraciones del espermatoforo existe una
pérdida de la calidad espermaética, especialmente representada por un aumento de melanosis,
pérdida del peso del espermatoforo, reduccion del nimero de espermatozoides y aumento
espermatozoides muertos, debido a un agotamiento reproductivo. Asi que probar la
aplicacion de serotonina y espiperona a lo largo de sucesivas regeneraciones del
espermatdéforo permitird evaluar el potencial de la técnica para influir en el proceso

reproductivo de machos para mitigar o evitar el agotamiento reproductivo.

De acuerdo con estudios previos, la aplicacion de serotonina y espiperona se ha
posicionado como una alternativa promisora a la ablacion en L. vannamei, por lo que es
importante generar conocimiento béasico de los efectos de la manipulacion de
neurotransmisores en machos con el fin de descartar efectos adversos que pudiesen
comprometer la calidad espermatica. A partir de estar bases seria posible desarrollar
tecnologias mas eficientes para dicha manipulacién, como podria ser la implementacion de
este compuesto por medio de la alimentacion en tanques de produccion que logren influir en

la respuesta de machos y hembras (que son colocados en los mismos tanques de produccion)
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brindando una técnica libre de crueldad animal ante las politicas actuales de bienestar animal

dentro del sector acuicola.
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HIPOTESIS

La aplicacion de serotonina y el antagonista de dopamina (espiperona) permite a los
machos del camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) mejorar la calidad
espermatica después de sucesivas regeneraciones de los espermat6foros por medio de su

extraccién manual.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar los efectos de la inyeccion intramuscular de serotoninay espiperona (SE)
en la calidad espermatica de L. vannamei durante sucesivas regeneraciones de los

espermatdforos mediante extraccion manual.

Objetivos especificos

1. Determinar los efectos de la SE en la ocurrencia de melanosis en los

espermatdforos regenerados.
2. Evaluar los efectos de la SE en el peso de los espermatdforos regenerados.

3. Analizar los efectos de la SE en el nimero de espermatozoides totales y

muertos en los espermatoforos regenerados.
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MATERIALES Y METODOS
1. Origen de los animales

Por medio del laboratorio comercial “Maricultura Vigas” ubicado en Campeche, México,
fueron obtenidas postlarvas (n = 5,000) de camardn blanco del Pacifico Litopenaeus
vannamei de una linea genética de rapido crecimiento producidas a partir de induccion
gonadal natural (sin ablacion). En el Laboratorio de Produccién de Camarén del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la Universidad Autonoma de Baja California
(UABC, Ensenada), los ejemplares fueron aclimatados y cultivados en un sistema de biofloc
en un tanque circular de 8,000 L durante 6 meses hasta alcanzar la fase adulta.

El tanque fue equipado con una linea de aireacion circular conectado a un soplador de 2
HP con el fin de mantener los s6lidos en suspension, asimismo la concentracion de oxigeno
disuelto arriba de los 4.5 mg/L. Ademas, el tanque se mantuvo cubierto con hule y se equip6
con un calentador de 800 W acoplado a un regulador para mantener la temperatura del agua
a 26 + 1°C. La calidad del agua fue monitoreada por medio de un oximetro YSI 550A-12
(YSI®, EE. UU.) que midi6 la temperatura y el oxigeno disuelto del sistema dos veces al dia.
Dos veces por semana, se midio el pH con un potenciometro portatil KT1 (Ketotek®, China),
alcalinidad siguiendo una modificacion de la metodologia descrita por APHA (2012), donde
se utilizo acido sulfarico 0.05 N y una solucion indicadora compuesta de 100 mg de verde de
bromocresol y 20 mg de rojo de metilo en 100 mL de alcohol etilico para la titulacion, el
amoniaco total (NHz-NH4") y nitrito (NO2") mediante un kit colorimétrico comercial (API®,
EE. UU.) y salinidad a partir de un refractometro portatil RF18 (Extech®, EE. UU.).
Semanalmente, se adiciond agua dulce para compensar la pérdida por evaporacién y, asi,
mantener la salinidada35+1g/L.

Durante la etapa de produccion de reproductores, los camarones fueron alimentados
inicialmente con una dieta comercial para postlarva formulada con 40% de proteina cruda
(PC), siendo posteriormente cambiada por otra para juveniles con 35% PC (PL Raceways
40-9 and SI-35, Zeigler Bros., Inc., EE. UU., respectivamente), cuatro veces al dia (8:00,
11:00, 14:00 y 16:30). Las raciones iniciales fueron basadas en la tabla de alimentacion
propuesta por Jory et al. (2001). Cada 15 dias se realizaron biometrias parciales en los cuales

se llevo registro del peso. Los animales fueron pesados en seco sobre una balanza digital
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Uline y regresados al tanque en el menor tiempo posible para minimizar el estrés por
manipulacion. Este procedimiento fue realizado por triplicado para la obtencion de una media
muestral. Las raciones diarias fueron ajustadas también a cada 15 dias con base en las

observaciones del estado de salud aparente y los pesos obtenidos mediante las biometrias.

2. Disefio experimental

Se realizd un experimento con 45 dias de duracion compuesto por tres grupos
experimentales: (1) inyeccion intramuscular 25 pg de serotonina/g peso corporal y 5 pg
espiperona/g de peso total (SE) (Alfaro et al., 2004); (2) inyeccion intramuscular de solucién
salina (SS) (Tabla II); (3) sin inyeccion (control). Para el tratamiento SE, la solucion de
serotonina fue previamente preparada por medio del pesado de 0.0093 g de serotonina y
disuelto en 10 mL de solucion salina, mientras que para la solucion de espiperona se pesé
0.0037 g de espiperona disuelto en 1 mL de etanol al 95%. Una vez preparadas, las soluciones

fueron almacenadas a 4°C hasta que se inicio el experimento.

Tabla Il. Composicién quimica para la preparacion de 100 mL de solucion salina (pH 7.4).

Compuesto Férmula Cantidad (g)
Cloruro de sodio NaCl 2.163
Cloruro de potasio KCI 0.112
Acido borico H3BOs 0.053
Hidroxido de sodio NaOH 0.019
Sulfato de manganeso heptahidratado MgSO47H20 0.493

Una vez que los ejemplares alcanzaron un peso promedio de 32 + 1 g fueron sexados,
siendo seleccionados 60 machos que contaron con la presencia de todos los apéndices y
espermatoforos, con ausencia de necrosis en estos y exoesqueleto. Del mismo modo, se tomo
una muestra aleatoria de 11 machos a los cuales se les extrajo ambos espermatoforos para
registrar el peso y estudios de calidad espermatica inicial.

Posterior a ello, los machos seleccionados fueron identificados individualmente mediante

corte en sus urépodos con una tijera estéril acorde con el grupo experimental que fueron
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asignados de manera aleatoria: SE, corte de las dos ramas (endopodito y exopodito) derechas
de los urdpodos; SS, corte del exopodito izquierdo de los urépodos; Control, sin corte (Fig.
3).

Figura 3. ldentificacion de los machos acorde con los grupos experimentales. A. grupo
experimental sin tratamiento (control). B. grupo experimental con solucion salina. C. grupo

experimental serotonina-espiperona.

Los 60 machos fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro tanques cuadrados de
1,000 L llenados a 800 L de agua de mar, para un total de 15 animales por tanque, cinco de
cada uno de los grupos experimentales. El sistema experimental estuvo previsto de
calentones, manguera difusora de aire y filtros con relleno sintético (Fig. 4), realizando un
recambio diario del 40% del volumen total de cada tanque, asi como la limpieza de los filtros
una vez a la semana, con el fin de mantener la calidad del agua recomendada para cultivo de
camarén (Van Wyk et al., 1999).
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Figura 4. Tanques experimentales. a. Sistema experimental compuesto por cuatro tanques
de 1,000 L. b. Vista area del sistema experimental. c. Componentes del sistema. 1, entrada
de aire al sistema; 2, parte del sistema de aireacion equipado con manguera difusora de aire;

3, Sistema airlift; 4, filtro mecanico para sélidos utilizando relleno sintético.

Los machos fueron mantenidos a un fotoperiodo natural de aproximadamente 14:10
horas luz:oscuridad, con una salinidad de 35 ppm y temperatura de 28 + 1°C. Para eso, la
calidad de agua se monitoreo acorde con la metodologia descrita anteriormente en el apartado
1.

Cada 15 dias fueron realizados muestreos, llevando un registro del peso y el conteo
de organismos vivos. Durante estos muestreos, a los machos del tratamiento SE, se les
inyectd la solucion de serotonina en el costado izquierdo del segundo segmento abdominal,
y la solucion de espiperona en el lado opuesto (Fig. 3a). Los voliumenes aplicados de cada
solucién dependieron del peso individual de cada macho acorde a la concentracion deseada
para el tratamiento (25 pg de serotonina/g peso corporal y 5 pg espiperona/g de peso total;
Alfaro et al., 2004). En los machos del tratamiento SS, se le inyect6 0.075 mL de solucién
salina del mismo modo que los ejemplares del tratamiento SE, suministrando un total de 0.15

mL. En adicién a lo anterior, fueron extraidos ambos espermatéforos de los machos de todos
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los grupos experimentales mediante el método manual que consistié en aplicar una
compresion ventrolateral en la region de la coxa del quinto par de pereiépodos con el fin de
promover su regeneracion hasta el siguiente muestreo (Fig. 5B). Los espermatdforos
extraidos fueron utilizados para los analisis de calidad espermatica, cuya metodologia es

descrita en el apartado tres.

Figura 5. Muestreos realizados cada 15 dias. a. Inyeccion de espiperona en el costado

derecho de los ejemplares del tratamiento SE. b. Extraccion manual de espermatéforo.

Durante el periodo experimental, se utilizd una dieta comercial formulado con 35%
de PC (SI-35, Zeigler Bros., Inc., EE. UU.) enriquecida con calamar, mejillén, paprica,
lecitina de soya y vitamina C acorde con la Tabla Ill, para ello, los ingredientes fueron
incorporados dentro de una licuadora hasta obtener una mezcla homogénea. Posteriormente,
la dieta comercial fue bafiada con la mezcla hasta impregnar la totalidad del alimento (Fig.
6). Finalmente, la dieta comercial enriquecida fue almacenada en un congelador hasta el

inicio del experimento.

Con la dieta enriquecida, los machos fueron alimentados al 5% de la biomasa cuatro
veces al dia bajo el siguiente horario: 8:00, 11:00, 14:00 y 17:00.
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Tabla I11. Ingredientes (g/Kg) utilizados para enriquecer el dieta comercial formulado con

35% de proteina cruda (SI-35, Zeigler Bros., Inc., EE. UU.).

Ingredientes g/Kg de la dieta
Calamar 100
Mejillon 50
Paprica 10
Lecitina de soya 10
Vitamina C 1

Figura 6. Enriquecimiento de alimento. a. Bafio del alimento con la mezcla de ingredientes.

b. Secado de alimento.
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3. Calidad espermatica

La calidad espermatica de los machos fue evaluada cada 15 dias por los parametros: tasa
de espermatdforos melanizados (%), peso del espermatoforo (g), nUmero de espermatozoides
totales (x10°) y tasa de espermatozoides muertos (%). Para eso, la presencia de melanosis en
los espermatdforos extraidos fue evaluada mediante observacion visual y posteriormente se
determiné la tasa de espermatoforos melanizados para cada tratamiento utilizando la

siguiente férmula:

Tasa de espermatdéforos melanizados (%) = (numero de espermatéforos melanizados /

namero total de espermato6foros) x 100.

Los espermatdforos melanizados fueron descartados, y solo fueron tomados en cuenta
para los demas parametros aquellos libres de melanosis. De estos, uno de los espermat6foros
extraidos de un mismo macho fue acondicionado de manera aleatoria e individual en
navecillas de plastico, siendo pesado en una balanza analitica modelo METTLER PM 400.
Mientras que el otro espermat6foro con apoyo de pinzas estériles se macer6 en 1.8 mL de
solucion salina contenidos en un frasco de vidrio. Una vez macerado, se adicionaron 200 pL
de tincion azul de tripano al frasco y la solucion fue homogenizada con el apoyo de una pipeta
de plastico. Las muestras preparadas se dejaron reposar por cinco minutos de tal manera que
se tifieran los espermatozoides muertos de color azul. Posteriormente, fue tomado 1 mL de
la muestra con una pipeta automatica y se colocé en un hematocitometro, dejando reposar
cinco minutos después del montaje. El conteo de espermatozoides totales y muertos fue
efectuado bajo el microscopio Zeiss Modelo Axioskop-2 MOT partiendo del cuadrante
central (1 mm?) realizando el conteo de cinco cuadrantes (0.0025 mm?) de uno de los cuadros
de 0.04 mm? (Fig. 7).
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Figura 7. Cuadrantes de un hematocitometro. Azul. Area 1 mm2. Rojo. Area 0.625 mm?.
Verde. Area 0.04 mm?2. Negro. Area 0.0025 mm?.

4. Anélisis estadisticos

Las premisas de normalidad y homocedasticidad de los datos fueron verificadas por
las pruebas Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Del mismo modo, fue realizado un
analisis de varianza (ANOVA) de una via con el fin de verificar la existencia de diferencias
estadisticas entre los grupos experimentales. Por otro lado, se realizé la prueba post-hoc de
Fisher cuando se presentaron diferencias significativas. En los casos donde no se cumplid
con la normalidad se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y se empleo la
prueba post-hoc de Dunn’s. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con un nivel de

confianza del 95%.
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RESULTADOS
1. Calidad de agua

En la Tabla IV se describen las variables de la calidad de agua de los tanques
experimentales. La temperatura presentd variacion menor a cinco grados a lo largo del
periodo experimental con dos eventos independientes de ascenso y descenso de temperatura:
29.1y 24.7 ° C respectivamente (Fig. 8). El oxigeno disuelto y salinidad se mantuvieron
estables, siendo la variacion de apenas una unidad para los dos parametros a lo largo de todo
el periodo experimental. El nitrdgeno amoniacal total no sobrepasé los 0.50 mg L vy la

alcalinidad fue mantenida arriba de los 100 mg L.

Tabla IV. Valores promedios (£ DE, desviacion estandar), minimos y méaximos de las
variables de la calidad agua durante los 45 dias de experimento con machos de Litopenaeus

vannamei.
Promedio (x DE) Minimo Maximo
Temperatura (° C) 271507 24.7 29.1
Oxigeno disuelto (mg 1) 6.31+0.25 5.75 6.77
Salinidad (ppt) 34.42+0.4 34 35
Nitrégeno amoniacal total (mg 1) 0.15+£0.17 0 0.50
Alcalinidad (mg I) 146.25 + 8.5 135 160
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Figura 8. Variacion de la temperatura en tanques experimentales respecto al tiempo.

2. Calidad espermatica

Todos los tratamientos presentaron una tendencia de aumento progresivo de la tasa
de espermatoforos melanizados a lo largo del periodo experimental, siendo encontrados
valores significativamente mayores en la regeneracion 2 para el tratamiento SS y en la
regeneracion 3 para los tratamientos SS y SE en comparacion con el muestro inicial. Al
comparar los grupos experimentales, no se observd diferencias estadisticas entre ellos en

ninguna de las regeneraciones (Fig. 9A)
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Figura 9. Calidad espermética de camaron blanco Litopenaeus vannamei durante sucesivas renegaciones del

espermatdforo tras su extraccion cada 15 dias. Las barras indican la desviacién estandar y las letras desiguales sobre

ellas indican diferencias significativas (P<0.05).
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El peso inicial del espermatoforo fue de 0.025 g, siendo observado un incremento en
los tres tratamientos a partir de la primera regeneracion reflejando valores estadisticamente
significativos en comparacion con el muestro inicial. Este aumento significativo con relacion
a los valores iniciales se mantuvo en la regeneracién 2 para SS y control, mientras el peso de
los espermatdforos en el tratamiento SE se mantuvo estable, sin presentar diferencias
estadisticas entre los demés grupos experimentales y el muestro inicial. Por otro lado, en la
ultima regeneracion, se observo una tendencia de pérdida de peso de los espermatdforos para
los tres grupos experimentales, sin presentar diferencias estadisticas con el muestro inicial y

las dos regeneraciones anteriores (Fig. 9B).

Con respecto al nimero de espermatozoides totales, se registré un valor inicial de
14.5 x 10° observando una tendencia al incremento en la primera regeneracion en el control
con una produccion de 17.84 x 10°® espermatozoides totales, mientras los tratamientos SS y
SE presentaron promedios menores, 10.07 y 14.06 x 108, respectivamente. A partir de la
segunda regeneracion, esta tendencia se invirtid, siendo observada una reduccion minima en
el control, mientras que los tratamientos SS y SE presentaron valores crecientes, alcanzando
SE el pico méas alto tras la tercera regeneracion con 28.98 x 10° espermatozoides, sin
presentar diferencia estadisticamente significativa en comparaciéon con los demas grupos

experimentales y regeneraciones (Fig. 9C).

Para la tasa de espermatozoides muertos, inicialmente se registrd un valor de 5.05%.
En cada conteo se observd un aumento progresivo en este proceso. En la primera
regeneracion, hubo una tendencia de incremento en el nimero de espermatozoides muertos
para todos los grupos experimentales en comparacion con el muestro inicial; sin embargo,
sin presentar diferencia estadistica. Después de la segunda regeneracion, se mantuvo la
tendencia de aumento para todos los grupos, pero se observo una tasa significativamente
mayor para el tratamiento SE en comparacion con el muestro inicial. Entre cada grupo, no se
encontrd diferencias para ningun de ellos al comparar las regeneraciones 1y 2. La misma
tendencia de aumento se observo para los tres grupos experimentales después de la tercera
regeneracion. Sin embargo, los grupos SS y control presentaron valores significativamente
mayores en la regeneracion 3 en comparacion con las anteriores, siendo, asi, SE el tnico que

no presentd diferencias estadisticas entre las regeneraciones (Fig. 9D).
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DISCUSION

La calidad de agua es uno de los factores que garantizan el éxito en el cultivo de L.
vannamei (Alfaro-Montoya, 1998; Van Wyk et al., 1999; Paredes y Rodriguez, 2020).
Autores como Cavalli et al. (2008), Alfaro-Montoyay Vega (2011) y Nakayama et al. (2020)
han descrito que factores como la temperatura y compuestos nitrogenados influyen en
procesos de maduracion y calidad espermatica de camarones peneidos. Es por lo anterior
que, Garcia et al. (2007) establecen parametros idoneos para la engorda de juveniles basados
en una recopilacion de informacion de distintos autores, mencionando que un rango de
temperatura 20 a 30 °C, oxigeno disuelto entre 6 y 10 mg I}, alcalinidad no inferior a 100
mg I, salinidad de 20 a 35 ppt y amonio no superior a 0.1 mg I son variables fisicoquimicas
que favorecen la calidad la calidad de agua para el buen desarrollo de L. vannamei. En este
trabajo, los parametros de calidad de agua durante el periodo experimental se mantuvieron
dentro de las especificaciones sefialadas por Van Wyk et al., (1999), Pérez-Velazquez et al.
(2001), Garcia et al. (2007) y Nakayama et al. (2020) para el mantenimiento 6ptimo de
reproductores y estudios de calidad espermaética.

Por otro lado, el estudio de la tasa de melanizacion fue realizado por medio de la
observacion de las regiones donde se realiz6 la inyeccion intramuscular (tratamiento SS'y
SE) y la extraccién de los espermatdforos por compresién manual durante cada regeneracion.
De este modo, Pefia-Navarro y Varela-Mejias (2015) destacan que la melanosis es un proceso
bioldgico en los crustaceos producto de una respuesta inespecifica del sistema inmune ante
organos y tejidos con algun tipo de dafio. De manera complementaria, Alfaro-Montoya et al.
(1993) y Diaz et al. (2001) mencionan que la presencia de melanosis en los espermat6foros
conlleva una reduccién de la calidad espermatica viéndose influenciado este proceso
principalmente por 4 factores: agentes patdgenos, estrés por condiciones de cultivo no
adecuadas, falta de transferencia de espermatoforo y extraccion manual del espermatoforo
(Braga, 2009 y Braga et al., 2018).

Basado en los resultados de este experimento, se observé que la tasa de espermatofos
melanizados comenz6 a partir de la primera regeneracion, encontrando diferencias
unicamente en los tratamientos solucién salina y serotonina y espiperona con un aumento

progresivo hasta la conclusiéon del experimento. Del mismo modo, la melanosis estuvo
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focalizada unicamente en los espermatdforos y de manera progresiva en estos tras cada
regeneracion. Sin embargo, faltaron andlisis complementarios para descartar la posibilidad
de una afectacion por un agente infeccioso (Pefia-Navarro y Varela-Mejias, 2015; Pefia-
Navarro y Varela-Mejias, 2016). Pese a que en este trabajo se mantuvieron las
recomendaciones mencionadas por Braga (2009) y la temperatura recomendada por
Nakayama et al. (2020) para retardar la activacion del sistema polifenol oxidasa, se observo
el proceso de melanizacion como un proceso bioldgico influenciado por la extraccion manual
y de manera continua. En la finalizacion del experimento no se observé una mejora en este
proceso por parte de ningln tratamiento, sino que se observd un dafio progresivo en la region
ventral de los organismos a los que se les extrajo el espermatoforo viéndose reflejado en el
aumento de espermat6foros melanizados. Este aspecto también fue reportado por Braga et
al. (2018) en Farfantepenaeus brasiliensis tras la extraccion manual del espermatoforo que

produjo una melanosis hemocitica.

En adicién a ello, se estudio el peso del espermat6foro durante cada regeneracion.
Diversos autores han demostrado que el peso del espermatdforo se asocia con el peso del
organismo, edad y partes estructurales que presentan (Diaz et al., 2001). Durante el periodo
experimental se observaron valores significativos en el incremento en el peso de los
espermatdforos durante la primera regeneracion pudiéndose atribuir a la adecuada densidad
poblacional por tanque (15 camarones m?2), tipo de alimento suministrado (alimento
comercial y enriquecido con alimento fresco) y condiciones de la calidad de agua presente
en los tanques experimentales mas que a los tratamientos per se (Araneda et al., 2008; Braga,
2009; Braga et al., 2013). La tendencia de pérdida del peso de los espermat6foros observados
en todos los ejemplares se atribuye a un proceso natural y esperado dado el deterioro y
agotamiento reproductivo al que se sometieron los ejemplares y mismo que también fue

reportado por Rendon et al. (2007) en L. vannamei.

Los valores iniciales obtenidos para el nimero total de espermatozoides en este
trabajo, se encontraron por encima de lo reportado por Wang et al. (1995), Ceballos-Vazquez
et al. (2003) y Ceballos-Vazquez et al. (2004), atribuyéndose a la calidad de agua donde los
ejemplares de mantuvieron en oOptimas condiciones, asi como la alimentacion recibida
(Pérez-Velazquez et al., 2001; Alfaro-Montoya, 2010; Braga et al., 2013). Aunado a estos
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factores, Alfaro-Montoya y Vega (2011) estudiaron el efecto del ambiente y de
neurotransmisores en machos silvestres L. vannamei en condiciones de cautiverio utilizando
una relacion de serotoninay espiperona de 25y 2 ug g* peso del organismo respectivamente,
y siendo inyectado intramuscularmente 4 veces durante un proceso de 7 semanas. Los autores
encontraron un efecto reproductivo favorecedor en la cantidad de espermatozoides
producidos en los ejemplares expuestos a la combinacion de serotonina y antagonista de la
dopamina espiperona, con respecto a los ejemplares control y aquellos expuestos Unicamente
con unicamente serotonina. Lo anterior logro ser observado Unicamente en los machos que
fueron inyectados con serotonina y espiperona registrando una tendencia de aumento en el
nimero de espermatozoides tras sucesivas regeneraciones del espermatéforo. Del mismo
modo, la dosis empleada de espiperona para este trabajo fue mayor a la empleada por Alfaro-
Montoyay Vega (2011) empleando una relacion de espiperona a5 g g peso del organismo.
A su vez, Farhadi et al. (2020) encontraron este mismo efecto estimulante en la produccion
de espermatozoides con el neurotransmisor serotonina en machos de cangrejo del rio
Pontastacus leptodactylus el cual tuvo un efecto directo en el d6rgano mandibular
favoreciendo la sintesis de la hormona metil farnesoato (MF por sus siglas en inglés)
promoviendo la estimulacién en la maduracion de los ejemplares. En este trabajo, el
incremento de la produccion de espermatozoides durante cada extraccion se atribuye a la
aplicacion del neurotransmisor serotonina que estimulé el complejo neuroendocrino
encargado de la sintesis de hormonas encargadas del proceso de espermatogénesis de los
ejemplares que fueron inyectados con este neurotransmisor. Por otro lado, este efecto no fue
observado en los ejemplares control y del tratamiento SS, ya que en ellos se presentd una

tendencia de descenso a partir de la segunda regeneracion del espermatéforo.

Inicialmente la tasa de espermatozoides muertos presentd valores que se encontraron
por debajo de lo registrado por Ceballos-Vazquez et al. (2003) y Ceballos-Vazquez et al.
(2004), registrando un incremento en sus valores en cada extraccion para cada uno de los
tratamientos y control hasta la conclusién de este trabajo. Talbot et al. (1989) estudiaron la
caracterizacion de los dafios en machos sexualmente maduros de camaron blanco del
Atlantico Penaeus setiferus en cautiverio, mostrando que existe perdida en la calidad
reproductiva a partir del dia 35 observando espermatozoides muertos en el espermatéforo en

algunos machos. De este modo, Pefia-Navarro y Varela-Mejias (2015) y Pérez (2005)
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describen que la mortalidad espermatica en camaron es producto de un proceso bioldgico tras
el agotamiento reproductivo de los ejemplares. Al finalizar el estudio de mortalidad
espermatica se observd como este proceso fue en aumento, sin embargo, se observaron
valores estadisticamente menores de espermatozoides muertos en el tratamiento SE en la
tercera regeneracion con respecto a los ejemplares control y del tratamiento solucion salina
gue mostraron un alza en sus valores. Es por ello que las causas de mortalidad espermatica
en este estudio no se atribuyen directamente al manejo en cautiverio, peso de los ejemplares
o tratamientos utilizados (SS y SE) ya que en todos los ejemplares fue observando un
incremento en la tasa de mortalidad espermatica, logrando atribuirlo principalmente a un

agotamiento reproductivo tras la extraccion continua del espermatéforo.
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CONCLUSIONES

La aplicacion del neurotransmisor serotonina y antagonista de la dopamina
(espiperona) no comprometié los parametros de calidad espermética mitigando la
pérdida de calidad espermética esperada tras sucesivas regeneraciones del
espermatoforo.

El método de extraccion manual del espermatéforo posiblemente fue el factor
causante del proceso de melanosis en los ejemplares.

La inyeccién intramuscular en los ejemplares del tratamiento solucion salina y
serotonina-espiperona no llevé a cabo la produccién de melanosis en las regiones
donde se realizo las aplicaciones.

El declive del peso del espermatdforo y tasa de mortalidad espermatica fue resultado
de un agotamiento reproductivo por parte de los ejemplares tras mdaltiples
extracciones del espermatéforo.

Unicamente los ejemplares del tratamiento serotonina-espiperona mostraron una
tendencia de aumento en el nimero de espermatozoides en cada regeneracion del
espermatoforo, atribuido al potencial estimulo que ejerce la serotonina en el proceso
de espermatogénesis.

Los resultados de este trabajo presentan bases para el empleo del neurotransmisor
serotonina y de la espiperona como una técnica promisora para optimizar la

reproduccion inducida también de machos de L. vannamei.
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