Revista AquaTIC, n° 40 — 2014 11
Revista cientifica de la Sociedad Espaiola de Acuicultura

Revista AquaTIC, n° 40, pp. 11-20. Afio 2014
|A. ] ] Q' II I‘ f' ISSN 1578-4541

http://www.revistaaquatic.com/aquatic/art.asp?t=p&c=286

Hemocitos y oxihemocianina en hembras de Cryphiops
caementarius Molina 1782 (Crustacea: Palaemonidae) criadas a
diferentes salinidades.

Orlinda Villanueva Valverde', Walter Reyes Avalos', Sorayda Mendoza Espinoza!, Carmen
Yzésiga Barrera®

+ En Homenaje Pdstumo a la primera Doctora del Departamento Académico de Biologia,
Microbiologia y Biotecnologia. Facultad de Ciencias. Universidad Nacional del Santa, Nuevo
Chimbote, Ancash, Peru.

! Departamento Académico de Biologia, Microbiologia y Biotecnologia. Facultad de Ciencias.
Universidad Nacional del Santa. Av. Universitaria s/n Urb. Bellamar. Nuevo Chimbote, Ancash,
Perd.

Email: wreyes_avalos@hotmail.com

Resumen

Las hembras de Cryphiops caementarius se concentran en la desembocadura de los rios para
reproducirse y soporta variaciones de salinidad, entre otros factores. El objetivo fue determinar la
variacion de los hemocitos totales y de la concentracion de oxihemocianina de la hemolinfa en
hembras de C. caementarius criadas en diferentes salinidades. Los camarones de 5,63 gy 5,72 cm
fueron distribuidos en ocho acuarios y mantenidos durante 30 dias en agua con salinidades de 0,
6, 12 y 18%o, alimentados con balanceado dos veces al dia con el 2% de la biomasa. Los analisis
se realizaron de la hemolinfa, extraida del seno pericardico. El nimero total de hemocitos y la
concentracion de oxihemocianina fueron significativamente (P<0,05) mayores en las hembras
criadas a 12%o de salinidad (207,50 x 10° + 38,89 x10° células mL?; 5,619 + 4,735 mmol L) en
relacion con las criadas en 6%o (106,00 x 10° * 64,12 x 10° células mL?; 0,518 + 0,159 mmol L?)
y a 0%o (73,75 x 10° * 25,37 x 10° células mL™; 0,228 £ 0,237 mmol L™%). En salinidad de 18%o
todos los camarones murieron a los 8 dias; en cambio la supervivencia en 12%o fue de 25%, y en
6%o0 y 0%o0 fue de 66,7% y 58,3%, respectivamente. El incremento de la salinidad del agua
inducen a un incremento del nimero total de hemocito y de la concentracién de oxihemocianina;
sin embargo, en alta salinidad la supervivencia fue baja y esto indica situaciones de estrés.

Palabras Clave: Camardn Cryphiops, hemocitos, oxihemocianina, salinidad.

Summary

Hemocytes and oxyhemocyanin in females Cryphiops caementarius Molina 1782
(Crustacea: Palaemonidae) reared at different salinities.

The females of Cryphiops caementarius concentrated at the mouth of the rivers to spawn and
support salinity variations, among other factors. The aim was to determine the variation of total
hemocytes and oxyhemocyanin concentration in females C. caementarius at different salinities. The
prawn of 5,63 g and 5,72 cm were divided into eight tanks and held in water with salinities of 0, 6,
12 and 18%o0, and were fed at the rate of 2% of the biomass, with a balanced diet, twice on a day
for 30 days. Analyses were performed in hemolymph, extracted from the pericardial sinus. The
total number of hemocytes and oxyhemocyanin concentrations were significantly (p<0.05) higher
in females reared at 12%o salinity (207,50 x 10° + 38,89 x10° cells mL™*, 5,619 + 4,735 mmol L)
in relation to those reared in 6%o (106,00 x10° + 64,12 x 10° cells mL?, 0,518 + 0,159 mmol L)
and 0%o (73,75 x 10° £ 25,37 x 10° cells mL?, 0,228 + 0,237 mmol L At 18%o salinity all prawns
died within eight days, whereas in 12%o survival was 25%, and 6%o and 0%o it was 66,7% and
58,3%, respectively. Increased salinity induces an increase of total number hemocytes and
oxihemocianina concentration; however, at high salinity survival was low and this indicates stress.
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Introduccion

La acuicultura de crustaceos constituye una actividad econdmica muy importante pero al
mismo tiempo esta limitada por enfermedades infecciosas provocadas, entre otros, por
virus, bacterias y hongos, a esto se suma el incremento de la resistencia de éstos
patdgenos creada por el uso de antibidticos (Bachere, 2000). El sistema de defensa de los
crustaceos esta basado en efectores celulares y humorales, los cuales se conjugan para
eliminar microrganismos potencialmente infecciosos.

La circulacion en los crustaceos es abierta y la hemolinfa realiza varias funciones
fisiologicas siendo una de estas funciones el transporte de proteina respiratoria llamada
hemocianina el cual constituye el 65% del total de proteinas de la hemolinfa en
Macrobrachium rosenbergii (Cheng y cols., 2003c), seguida por la proteina de coagulacion
y otros componentes humorales (Rodriguez & Le Moullac, 2000). Ademas en la hemolinfa
se encuentran los elementos celulares llamados hemocitos.

Los hemocitos de los crustaceos son las células que pueden ser cuantificadas como
hemocitos totales y hemocitos diferenciales, siendo estos Ultimos conformada por diversos
tipos de células que tienen un rol crucial en reacciones inmunitarias especificas, siendo los
hemocitos granulocitos y semigranulocitos los que almacenan las enzimas que constituyen
el sistema profenoloxidasa y con la que proveen una respuesta inmune rapida de los
organismos a la invasion bacteriana (Rodriguez & Le Moullac, 2000; Vargas-Albores &
Yepiz-Plascencia, 2000; Terwilliger, 2007), ademas, poseen capacidad de fagocitosis,
encapsulacion, formacion de nédulos y de citotoxicidad (Vasquez y cols., 1998; Rendén &
Balcazar, 2003).

En los crustaceos, los hemocitos, la fenoloxidasa y la hemocianina son algunos de los
parametros inmunoldgicos ampliamente estudiados (Sung y cols., 1996; Le Moullac y
cols.,, 1998; Bachére, 2000; Terwilliger, 2007). Cambios en los factores ambientales
inducen alteraciones en la respuesta inmune en términos de numero de hemocitos,
actividad de fagocitosis, actividad fenoloxidasa (Le Moullac & Haffner 2000) y del anién
superdxido (Verghese y cols., 2007). Asi, en el langostino Litopenaeus vannamei el
amonio afecta la actividad fagocitica y de la fenoloxidasa (Liu & Chen 2004). En el
camaron de agua dulce M, rosenbergii, €l pH produce una disminucion de la actividad
fagocitica (Cheng y cols., 2003a), el oxigeno del agua afecta el sistema inmune y la
susceptibilidad a patdgenos (Cheng y cols., 2002) y el insecticida triclorfén disminuye la
actividad fenoloxidasa a concentraciones superiores a 0,2 mg L™ (Yeh y cols., 2005).

Cambios en el sistema inmune de crustaceos también son provocados por desbalance
hormonal (Fingerman, 1997), por hipoxia (Le Moullac y cofs., 1998; Cheng y cols., 2003c),
temperatura (Sanchez y cols., 2001), infecciones virales, uso de inmunoestimulantes
(Henning y cols., 1998), ayuno (Pascual y cols., 2006), calidad de la dieta (Rodriguez y
cols., 2000; Pascual y cols., 2004; Goimier y cols., 2006; Yaemsooksawat y cols., 2009;
Villanueva, 2011) y salinidad (Perazzolo y cols., 2002).

El langostino L. vannamei es mas susceptible a Vibrio alginolyticus dentro de las 24 horas
de ser expuesto a salinidades entre 5%o0 y 15%0 (Wang & Chen 2005). En M. rosenbergii,
las salinidades entre 5%o0 Yy 10%o0 produce incremento de la actividad fagocitica (Cheng y
cols., 2003b), ademas hay un incremento del nimero total de hemocitos cuando es criado
en 15%o0 (Cheng & Chen, 2000).

El camardn de rio Cryphiops caementarius Molina 1782, es la especie de importancia en el
Perl porque soporta intensa pesqueria que en el 2012 alcanz6 las 729 TM (Produce,
2013) y porque tiene amplia distribucién latitudinal en la vertiente occidental de los andes,
desde el rio Taymi (Cuenca del rio Chancay-Lambayeque) en el norte del Pert (06°32°S,
Amaya & Guerra, 1976) hasta el rio Maipo en el norte de Chile (33°26°S, Jara, 1997),
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pero abunda en los rios de Arequipa-Pert (16923'S) desde el nivel del mar hasta los 1400
msnm, contribuyendo con el 80% del recurso existente en la costa peruana (Zacarias &
Yépez, 2008). Es por ello que se reportan diversos estudios de cultivo de la especie
(Morales, 1997; Meruane y cols.,, 2006; Reyes y cols., 2006; Reyes, 2012; Mogolldn,
2013).

Los tipos de hemocitos granulosos, semigranulosos y hialinos de C. caementarius fueron
caracterizados por Azafero y cols. (2006) y se ha determinado que la levadura en la dieta
incrementa el nimero total de hemocitos (Cornejo & Pérez, 2013). El efecto de la
salinidad sobre el nimero total de hemocitos en hembras de C. caementarius no se
conoce, sin embargo por el hecho de que ellas se concentran en la desembocadura de los
rios para reproducirse (Viacava y cols.,, 1978) deben soportar amplias variaciones de
salinidad, entre otros factores ambientales, pues en otros crustaceos se ha reportado que
el nimero de hemocitos circulantes es un indicador de estrés, que varia de acuerdo a las
condiciones ambientales (Le Moullac & Haffner, 2000). Por consiguiente, el objetivo fue
determinar la variacién de los hemocitos totales y de la concentracion de oxihemocianina
en hembras del camardn de rio C. caementarius, criadas en diferentes salinidades.

Materiales y métodos

Material bioldgico y disefio experimental: Se emplearon 48 camarones hembras en
diferentes estados de maduracion del ovario de la especie C. caementarius, capturados en
el rio Lacramarca (09°07'70"S y 78°34'20"W) (Provincia del Santa, Departamento de
Ancash, Pert) de 5,63 + 2,53 gy 5,72 + 0,75 cm. Los camarones fueron aclimatados una
semana en agua dulce y luego transferidos hacia acuarios (0,60 m de largo, 0,31 m de
ancho y 0,35 m de alto, con area de 0,186 m? y volumen efectivo de 55 L) conteniendo
30 L de agua con las salinidades de 0, 6, 12 y 18%o0 en donde fueron mantenidos durante
30 dias. Dos acuarios fueron aleatoriamente asignados para cada uno de los cuatro
tratamientos, sembrandose seis camarones por acuario (32 camarones m?). Las
salinidades del agua fueron preparadas con mezcla de agua de mar (Playa El Dorado) y
agua potable previamente declorada por aireacion.

Mantenimiento de camarones: Los camarones fueron alimentados diariamente (0800
y 1800 h) con balanceado comercial para camardon de mar (40% de proteina total),
considerando el 2% de la biomasa durante el tiempo de la experiencia. Las heces asi
como los restos de alimento no consumido se extrajeron mediante sifoneo dos veces al
dia, reponiéndose el agua en aproximadamente 5%. El agua de los acuarios fue aireada
(2 L min™) mediante un blower de 1 HP. Refugios de tubos PVC (1” @) fue utilizado para
evitar muertes por canibalismo, dado la agresividad de la especie en cautiverio.

Calidad del agua: La salinidad del agua fue determinada con un refractdmetro Atago S-
28E (£ 1%o0) y fue controlada adicionando agua potable declorada. El oxigeno vy la
temperatura fueron registrados con Oximetro YSI 55 (£ 0,01 mg L™%; + 0,1°C).

Extraccion de la hemolinfa: Después de 30 dias de exposicion de los camarones a
cada salinidad de prueba y seleccionando solo camarones en estados de muda C, segin
los criterios descritos por Reyes y Lujan (2003), la hemolinfa (aproximadamente 100-150
WL por camardn) fue extraida del seno pericardico utilizando jeringas descartables de 1
mL conteniendo solucion Alsever como anticoagulante (Van de Braak, 2002).

Conteo de hemocitos: Para determinar el Nimero Total de Hemocitos (NTH), se midié
20 L de hemolinfa y se adicion6 a un microtubo (Eppendorf) conteniendo 80 pL de
soluciéon Alsever (Van de Brack, 2002). El conteo de hemocitos se hizo utilizando una
camara de Neubauer y un microscopio Leica DM LS2 de luz convencional de campo
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luminoso provisto de contraste de fases. Para determinar el nimero de los hemocitos se
utilizd la férmula de Jussila (1997).

Concentracion de oxihemocianina: Se empled 20 pL de hemolinfa diluida en 80 uL de
solucidn Alsever, cuya absorbancia fue medida a 335 nm (Espectrofotdmetro Genesys 20)
caracteristico de la oxihemocianina (Cheng y cofs., 2001) y la concentracién fue calculada
usando un coeficiente de extincién de € = 17,26 calculada sobre la base de la subunidad
funcional de 74 000 Da (Chen & Cheng, 1993).

Analisis estadistico: Los resultados de cada parametro medido fueron analizados
mediante andlisis de varianza de una via y con la prueba de Tukey, con un nivel de
significancia del 5%, para lo cual se utilizo el programa SPSS 18 para Windows.

Resultados

Supervivencia: Todas las hembras de camardn criadas en 18%o0 de salinidad murieron
después de ocho dias de iniciado el experimento. La mayor supervivencia fueron
obtenidas en salinidades de 6% (66,7 + 23,6%) y en 0%o (58,3 + 11,8%) si diferencias
significativas (p>0,05), pero ambas fueron significativamente (p<0,05) mayores que
aquellas criadas en 12%o0 de salinidad (25,0 £ 11,8%) (Fig. 1). Algunos camarones
criados en 6%o0 y 12%o0 de salinidad presentaron el cuerpo de una coloracion ligeramente
rojiza.

Figura 1. Supervivencia de hembras de C. caementarius criadas en diferentes salinidades.
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Numero total de hemocitos: EIl NTH fue significativamente (p<0,05) mas alto en los
camarones criados con 12%o de salinidad (207,50 x 10° + 38,89 x10° células mL™), en
cambio con 6%o (106,00 x 10° + 64,12 x 10° células mL™) y 0%o (73,75 x 10° % 25,37 x
10° células mL™) no hubo diferencias significativas (p>0,05). Ademas, el incremento del
NTH en relacidén con el incremento de la salinidad fue exponencial con un R? de 0,9711
(Fig. 2).
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Figura 2. Numero total de hemocitos (NTH) en hembras de C. caementarius criadas en diferentes
salinidades.
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Concentracion de oxihemocianina: La oxihemocianina fue significativamente mas alta
en las hembras criadas a 12%o (5,619 % 4,735 mmol L-1), en cambio con 6%o (0,518 +
0,159 mmol L-1) y 0%o (0,228 £ 0,237 mmol L-1) fueron bajas y no hubo diferencias
significativas (p>0,05) entre ellas. Ademas, el incremento de la concentracion de

oxihemocianina en relacién con el incremento de la salinidad fue exponencial con un R? de
0,9265 (Fig. 3).

Figura 3. Concentracion de oxihemocianina en hembras de C. caementarius criadas en diferentes

salinidades.
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Calidad del agua: La temperatura del agua varié uniformemente en todos los
tratamientos, en cambio el oxigeno disuelto del agua tuvo una tendencia a disminuir con
el incremento de salinidad (Tabla 1).

Tabla 1. Temperatura y oxigeno disuelto del agua de crianza de hembras de Cryphiops caementarius a
diferentes salinidades. Entre paréntesis desviacion estandar.

Salinidad
0%o0 6%o0 12%o0
Temperatura (°C) 21,437 21,53 21,33

(£0,40) (£0,31) (+0,31)
Oxigeno disuelto (mg L)  8,49° 8,02° 7,98°
(£0,26) (£0,21) (& 0,16)

Datos con letras en superindices iguales en una misma fila indica que no hay
diferencia estadistica significativa (p>0,05).
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Discusion

El NTH de las hembras C. caementarius criadas en agua dulce fue de 73,75 x 10°
células mL™ la cual fue superior al reportado en la misma especie por Villanueva
(2011) en ejemplares de 5 g (39,70 x 10° células mL™), asi como por Azafiero y cols.
(2006) pero con ejemplares pequefios de 1,33 g de peso (25,50 x 10° células mL™), lo
que sugiere que el tamaino de los ejemplares tendria alguna influencia en los valores
obtenidos.

Sin embargo, el NTH de las hembras de C. caementarius criadas en la salinidad 12%o0
(207,50 x 10° células mL") corresponde a dos veces el obtenido a 6%o (106 x 10°
células mL™) y casi tres veces el obtenido en agua dulce (73,75 x 10° células mL™), lo
cual sugiere que la salinidad tendria un profundo efecto sobre la proliferacion de
hemocitos de la especie y es probable que se relacione con el incremento de la
inmunidad como sucede en otros crustaceos. En M. rosenbergii se ha observado un
incremento significativo del NTH de 70 x 10° células mL™ en individuos criados a 0%o
de salinidad, hasta 130 x 10° células mL* a 15%o (Cheng & Chen, 2000) y ademas, se
reporta elevada actividad fagocitica a salinidades entre 5%o0 y 10%o0, con respecto a
aquellos criados en 0%o y 15%o0 (Cheng y cols., 2003b). Terwilliger (2007) determina
que la acumulacion de hemocitos en las branquias de Carcinus maenas es una
caracteristica especifica de la respuesta inmune ante particulas y patdgenos. Le
Moullac y cofs. (1998) encuentran que el incremento del NTH en Penaeus stylirostris
lleva a una resistencia a las enfermedades.

Ademas, este incremento exponencial del NTH en relacion al incremento de la
salinidad del agua seria indicador no solo de la tolerancia de la especie a esa condicion
ambiental sino de una respuesta de las hembras a la preparacion para enfrentar un
inminente estrés osmético dado a su comportamiento de buscar las partes bajas de
los rios para reproducirse. Aunque no se conoce el punto isosmético de C
caementarius, pero considerando a una especie cercana como M. rosenbergii cuyo
punto isosmético es de 424 mOsm kg™ que equivale a 14%o0 (Cheng y cols., 2003a),
las hembras de C. caementarius criadas en la salinidad de 12%o0 gastarian menos
energia en osmorregulacion y por consiguiente estarian derivando energia para la
produccion de hemocitos.

Las hembras de C caementarius criadas en agua dulce (Control) tuvieron una
concentracién de oxihemocianina de 0,228 mmol L™, cercano a lo reportado por
Villanueva (2011) para hembras de la misma especie (0,297 mmol L™), evaluadas en
estado C del ciclo de muda y en similares condiciones de crianza, lo que sugiere que
estos valores serian propios de la especie siendo bajos en relacidon con otras especies
de crustaceos. Asi, en hembras de M. rosenbergii la oxihemocianina es de 1,82 mmol
L en estados de muda C y Do y de 2,01 mmol L en D, (Cheng y cols., 2001). En
Scylla serrata la oxihemocianina es de 0,66 y 0,69 mmol L en hembras y machos,
respectivamente (Chen & Chia, 1997).

En la salinidad de 12%o la concentracién de oxihemocianina (5,619 mmol L™) de las
hembras de C. caementarius fue diez veces mayor que a 6%o (0,518 mmol L) y
veinticinco veces mas alto que a 0%o (0,228 mmol L™). Desde que las condiciones de
alimentacién y del ciclo de muda (estado C) de las hembras fueron las mismas en
todos los tratamientos, no se puede atribuir la variacion de la oxihemocianina a esas
condiciones como es sugerido por Cheng y cols. (2001). Por consiguiente, el
incremento exponencial de oxihemocianina en la hemolinfa en relacién con el
incremento de la salinidad observado en nuestros resultados, indicarian que las
hembras al no gastar energia para osmorregular la utilizarian también para formar
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pigmentos respiratorios, lo cual ademds probablemente esté relacionado con la
disminucién del oxigeno del agua en salinidad alta y la dificultad de las branquias para
captar oxigeno. En M. rosenbergii la condicion de hipoxia ocasiona una significativa
elevacion de la oxihemocianina (Chen & Kou, 1998) y hay hiperventilacion para
facilitar la captacion de oxigeno e incrementar la capacidad de conducir oxigeno
(Cheng y cols.,, 2003c). Ademas de ello, las hembras evaluadas al final del
experimento, estuvieron en proceso de maduracién y en ésta condicion es probable
que haya formacién de una hemocianina especifica de hembras relacionada con el
proceso reproductivo como lo reportado en hembras de S. olivacea (Chen y cols.,
2007). Estas observaciones sugieren que ante una elevacién de la salinidad del agua
las hembras de C. caementarius estarian capacitadas para extraer eficientemente el
oxigeno del agua.

Si bien hubo un incremento exponencial significativo del NTH y de la concentracion de
oxihemocianina en relacion al incremento de salinidad, la supervivencia a
concentraciones de 12%o fue significativamente baja (25%), lo que indicaria que en
ésta salinidad ya se observan alteraciones fisioldgicas, pues en salinidad de 18%o0
todas las hembras murieron después de ocho dias de iniciado el experimento.
Nuestros resultados difieren de los reportados por Rodriguez y cofs. (1991) con el
camaron de rio Atya scabra que no tuvo problemas con los fuertes cambios a
salinidades entre 5%o0 y 21%o0. Esto sugiere que las hembras de nuestra especie, aun
cuando se concentran en las partes bajas del rio para reproducirse, no resisten
salinidades de 18%eo0 por largo periodo; en cambio si toleran salinidades entre 6%o y
12%eo0, pero algunas adquirieron una coloracion rojiza en el cuerpo y la hemolinfa, lo
que podria ser signo de debilidad y de estrés, como lo reportado en Farfantepenaeus
paulensis cultivado en salinidades de 22%o y 13%o0 (Perazzolo y cols., 2002).

Los resultados permiten inferir que el incremento de la salinidad del agua de crianza
de hembras de C caementarius induce a un incremento del nimero total de
hemocitos y de la concentracion de oxihemocianina; sin embargo, elevada salinidad
afecta la supervivencia y esto indicaria situaciones de estrés. Es conveniente evaluar
otros parametros hemocitoldgicos en similares condiciones de crianza.
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