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Efectos de la salinidad sobre el desarrollo de embriones de Cryphiops
caementarius (Crustacea: Palaemonidae) incubados in vitro.

Effects of salinity on embryonic development of Cryphiops caementarius
(Crustacea: Palaemonidae) incubated in vitro
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Resumen

El objetivo fue estudiar los efectos de la salinidad sobre el desarrollo de embriones de Cryphiops caementa-
rius incubados in vitro. Se utilizaron embriones de desarrollo temprano procedentes de una sola hembra. Se
emplearon incubadoras de 400 mL, con 4 tratamientos de salinidades de 0, 10, 20 y 30%o, tres replicas, y 200
embriones cada incubadora. El 80% del agua se renovo frecuentemente. Las salinidades entre 0 y 30%o no
afectaron el desarrollo de los embriones hasta el estadio 6. Las salinidades de 10 y 20%. ocasionaron retraso
del desarrollo de los estadios 7 y 8; y la salinidad de 30%. ocasion6 muerte del estadio 7. En agua dulce el
70,3% de los embriones supervivieron y las larvas fueron normales; en cambio en salinidad de 10%o el 13,5%
y en 20%o solo 7,9% lograron eclosionar larvas pero con deformaciones.

Palabras claves: Incubacion in vitro, embriones, camarén, Cryphiops, Ancash, Peru.
Abstract

The aim of this work was to study the effects of salinity on the development of embryos of Cryphiops caemen-
tarius incubated in vitro. We used embryos of early development, from a unique female. The incubators were
of 400 mL, with 4 salinity treatments of 0, 10, 20 and 30 %o, three replicates, and 200 embryos each incubator.
The 80% of the water was renewed frequently. The salinities between 0%. and 30%o did not affect the develop-
ment of the embryos up to the stage 6. The salinities of 10 and 20 %o caused delay of the development of the
stages 7 and 8; and the salinity of 30%. caused death of the stage 7. In freshwater the 70,3% of the embryos
survived and larvae were normal; on the other hand in salinity at 10%o. to 13,5% and 20%o only 7,9% achieved
larvae hatch but with deformations.

Keywords: Incubation in vitro, embryos, prawn, Cryphiops, Ancash, Peru.

Introduccion

El camardn Cryphiops caementarius (Molina 1872) es recono-
cida como una especie de importancia comercial, comin en los
rios del sur del Pert (Yépez & Bandin 1997). Su limite de dis-
tribucién norte es el Pert, hasta el rio Taymi-Mochumi (6°32°S)
(Amaya & Guerra 1976). En el Perti han sido realizados estudios
sobre los estados de madurez gonadal (Viacava et al. 1978) y
los estadios del desarrollo embrionario (Vegas et al. 1981). Las
hembras se encuentran en las partes més bajas del rio, muy cerca
de su desembocadura (Elias 1960), lo cual coincide con el reque-
rimiento de salinidad de las larvas para su desarrollo(Viacava et al.
1978). En consecuencia, las larvas, las hembras y los embriones
de C. caementarius, se encuentran adaptadas a las variaciones de
salinidad y mantener este comportamiento reproductivo (Char-
mantier & Charmantier-Daures 2001).

La salinidad es uno de los factores ambientales que influye
en los animales que residen en estuarios por la amplia variacién
debido a las mareas y a la descarga de los rios. La membrana
embrionaria de crustdceos ofrece proteccién osmética durante
el desarrollo y disminuye en el momento de la eclosién (Char-
mantier & Charmantier-Daures 2001); esto se relaciona con
el incremento de la enzima Na*/K*-ATPasa, como se observa
en embriones de Macrobrachium rosenbergii (Huong & Wilder
2001) y Palaemonetes argentinus (Ituarte et al. 2008), que les
permite enfrentar variaciones de salinidad. Los embriones de M.
molcolmsonii incubados in vitro mueren en salinidades de 6%o;
y si llegan a nacer las larvas son débiles y menos activas (Samuel
et al. 1997); de igual manera en P argentinus en salinidades
entre 25 y 32%o se ha observado interferencia del catabolismo
de lipoproteinas causando deformaciones (Ituarte et al. 2005).
Esto indica que la tolerancia a la salinidad es propia de cada
especies y parece estar relacionado al punto isoosmético aspecto

que no se ha investigado en C. caementarius. El punto isosmotico
reportado para M. rosenbergii (Charmantier et al. 2001, Cheng
et al. 2003) es 424 mOsm kg (14%o); de manera practica
con 12%o de salinidad se mejora la eclosién de los embriones
portados por las hembras (New & Singholka 1982) y mayores
salinidades causan estrés osmotico en los embriones al sobrepasar
el punto isoosmdtico.

El sistema de incubacién in vitro ha sido utilizado en em-
briones de varios crustdceos como el cangrejo de rio Astacus sp.
(Arrignon 1985), la langosta Jasus frontalis (Dupré 1988), los
cangrejos estuarinos Chasmagnathus granulata y Cryptograpsus
angulatus (Bas & Spivak 2000) y diversas especie de palaemo-
nidos como M. nobilii, M. idella, M. lamarrei (Balasundaram
& Pandian 1981, Mathavan & Murugadass 1988), M. rosen-
bergii (Damrongphol et al. 1990, Caceci et al. 1996, Porntrai
& Damrongphol 2008), M. molcolmsonii (Samuel et al. 1997)
y P argentinus (Ituarte et al. 2005). Esta técnica de incubacién
in vitro permite estudiar respuestas a condiciones de estrés
como salinidad (Ituarte et al. 2005), temperatura (San Feliu et
al. 1976), antibiéticos (Damrongphol et al. 1990) o puede ser
utilizado en manipulacién genética (Caceci et al. 1996).

En el presente trabajo se describen los efectos de tres con-
centraciones de salinidad (10, 20 y 30%o) sobre el desarrollo de
embriones de C. caementarius incubados in vitro.

Material y métodos

Hembras oviferas de C. caementarius fueron capturadas
cerca a la desembocadura del rio Lacramarca (09°07°70”S y
78°34°20”W) de la provincia del Santa, Ancash, y transporta-
das en baldes con agua del mismo rio hasta el laboratorio. Un
ejemplar de 5,2 cm de longitud total con embriones en estadio
3 de desarrollo fue seleccionado; porciones de la masa embrio-
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Figura 1. Estadios (E) del desarro-
llo embrionario del camaron de rio
Cryphiops caementarius, obteni-
dos durante la incubacion in vitro.

(E9)

naria fueron extraidos con pinzas y depositados en placas petri
conteniendo agua con aireacién y luego fueron separados para
obtener racimos de hasta 20 embriones y embriones individuales.

Doscientos embriones fueron transferidos a cada una de las
doce incubadoras de pldstico cilindro-cdnicas conteniendo 400
mL de agua a las salinidades de 0, 10, 20 y 30%so. Los embriones
fueron mantenidos en suspension y en movimiento continuo in-
troduciendo aire (0,5 L.min ") desde el fondo de las incubadoras
a través de un tubo pldstico de @ 3 mm. Todas las incubadoras
estuvieron dentro de un acuario a 22,5 + 1,5 °C, mantenidas
con un termostato y uniformizada con un sistema air-water-lift.
A cada incubadora se le agregé 500 ppm de azul de metileno.

La salinidad del agua fue preparada por mezcla de agua de
mar (35%o) procedente de la playa El Dorado (Prov. Santa,
Regién Ancash), con agua potable (0%o) declorada por airea-
cién durante 48 h. La salinidad del agua de las incubadoras fue
determinada con un refractdmetro (£1%o) y la salinidad fue
controlada adicionando agua potable declorada. La temperatura
fue registrada con termémetro digital (0,1 °C) y el oxigeno
con oximetro digital (+ 0,01 mg.L™). El 80% del agua de cada
incubadora fue renovada cada cinco dfas durante los primeros
diez dias de incubacidn, luego cada tres dias hasta el final de la
experiencia. En todos los casos el agua para recambio tuvo la
misma temperatura y concentracion de azul de metileno que el
de las incubadoras.

Una submuestra al azar de aproximadamente 10 embriones
fueron extraidos diariamente de cada incubadora para determi-
nar los estadios embrionarios segtin las caracteristicas siguientes:

Estadio 3 con blastoporo y primordio embrionario; estadio 4
metanauplio embrionario reciente; Estadio 5 con cromatéforos y
pigmentacién ocular sobre el vitelo; Estadio 6 con pigmentacién
ocular granate al borde del vitelo; Estadio 7 con cromatéforo en
tercer segmento abdominal; Estadio 8 metanauplio en premuda
y Estadio 9 pre zoea. Asi mismo se buscé deformidades del
embridn y se contabiliz6 los embriones muertos.

Debido a la forma elipsoide de los embriones, se midieron los
didmetros mayor (D) y menor (d) de cada estadio embrionario
utilizando el ocular micrométrico del microscopio, para luego
determinar el volumen (mm?) segtn la férmula V= [[*D*d?/6;
considerando que durante el desarrollo normal hay incremento
del volumen que contribuye con la eclosién. El porcentaje de
eclosién fue determinado contando las larvas eclosionadas y la
longitud total (escotadura postorbital — extremo posterior del
telson) fue determinada en 10 larvas.

Se empleo el disefio experimental de estimulo creciente
de salinidad. Los datos fueron sometidos a homogeneidad de
varianzas, luego andlisis de varianza de una via y a la prueba de
Tukey, con un nivel de significancia del 1%, para ello se empled

el software SPSS-15 para Windows.

Resultados

Duracién del desarrollo de embriones: El tiempo de per-
manencia de los estadios 3, 4 y 5 del desarrollo de los embriones
de C. caementarius incubados in vitro tanto en agua dulce como
en las tres salinidades experimentales fue de 4 dias; el estadio 6
fue de 5 dias. El estadio 7 demoré 3,4 y 5 dias en 0, 10 y 20%o,
respectivamente, y en 30%o todos los embriones murieron. El
estadio 8 demoré 2 dias en 0 y 10%o y un dia en 20%o. El es-
tadio 9 demord 2 dias a 0%o y un dia a 10%o y 20%o (Figs. 1 y
2). La duracién total del desarrollo embrionario fue de 24 dias.

Supervivencia de embriones: La supervivencia de los em-
briones de C. caementarius incubados in vitro fue estadisticamen-
te similar (p>0,01) hasta los 12 dias y en promedio fue de 94%.
A los 18 dias la supervivencia fue de 35,5% en 30%o diferente
(p<0,01) y més baja que los obtenidos a 0, 10 y 20%o que fueron
91,8, 82,7 y 75,3%, respectivamente, siendo estos similares pero
con tendencia de disminuir a mayor salinidad. A los 21 dias, se
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Figura 2. Tiempo de permanencia de cada estadio embrionario de
Cryphiops caementarius incubados in vitro a diferentes salinidades.
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Figura 3. Supervivencia (%) de embriones de Cryphiops caementarius
incubados in vitro a diferente salinidad, a través del tiempo.

Tabla 1. Volumen (mm?) de cada estadio del desarrollo embrionario
de Cryphiops caementarius incubados in vitro a diferentes salinidades.
Entre paréntesis desviacién estandar.

.5 Salinidad

T

g 0% 10%o 20%o 30%o

3 0,0665 2 0,0640 2 0,0669 2 0,0636 2
(£ 0,0015) (£ 0,0025) (£ 0,0010) (£ 0,0015)

4 0,0789 2 0,07712 0,0764 2 0,0724 2
(£0,0074)  (£0,0086)  (£0,0012)  (+0,0018)

5 0,0809 @ 0,0759 2 0,0708 ® 0,0608 <
(£ 0,0009) (£ 0,0037) (£0,0021) (£ 0,0016)

6 0,0874 2 0,0904 0,0801 2 0,0687 =
(+0,0017)  (£0,0098)  (£0,0007)  (+0,0032)

7 0,0959 @ 0,0932 0,0816 ® 0,0695 «
(£0,0019) (£ 0,0036) (£ 0,0074) (£ 0,0055)

8 0,1082 2 0,1107 2 0,0938 ® —
(+0,0020)  (£0,0017)  (£0,0012) —

9 0,1170= 0,1192 0,1201 = —
(£0,0046)  (£0,0010)  (+0,0089) —

Datos con letras en superindices iguales en una misma fila indica que no hay
diferencia estadistica significativa (p<0,01).

Figura 4. Estadio 5 del desarrollo embrionario de Cryphiops cae-
mentariuscon vitelo deforme y opacidad de apéndices y abdomen.

Tabla 2. Longitud total (mm) de las larvas recién eclosionadas de
Cryphiops caementarius incubados in vitro a diferentes salinidades.
Entre paréntesis desviacion estandar.

Salinidad (%)
0 10 20 30
Longitud total 184> 1770 172¢ -
(mm)
(+0,02) (+0,02) (+0,02)

Datos con letras en superindices iguales en una misma fila indica que no hay
diferencia estadistica significativa (p<0,01).

produjo la muerte de todos los embriones incubados a 30%eo. A
los 24 dfas, la supervivencia fue de 70,3 a 0%o significativamente
alta (p<0,01) en relacién a 13,5% obtenidos en 10%o y de 7,9%
a 20%o, estos dos tltimos no fueron estadisticamente diferentes
(Fig. 3). No hubo mortalidad de embriones por infestacién
con hongos en ninguno de los tratamientos. Los embriones en
estadio 5 incubados a 30%o sufrieron deformacién del vitelo y

opacidad de los apéndices y del abdomen (Fig. 4).

Volumen de embriones: Los embriones de C. caementarius
incubados in vitro a las salinidades de 0 y 10%o incrementaron
de volumen conforme desarrollaron y no hubo diferencia sig-
nificativa (p>0,01) en cada estadio embrionario; pero desde el
estadio 5 si difirieron (p<0,01) con aquellos incubados a 20 y
30%o cuyos volimenes fueron inferiores. El volumen del estadio
9 fue mayor en los incubados a 10 y 20%o (Fig. 5; Tabla 1).

Eclosién: La eclosién de embriones de C. caementarius
incubados in vitro se inicié a los 22 dias a 0%eo, a los 23 dias a
10%o y a los 24 dias a 10%o. El porcentaje de eclosién de los
embriones incubados a 0%o fue alta (70,3%) y significativa
(p<0,01), obteniendo larvas sin alteraciones morfoldgicas. En
cambio fue baja la eclosién de los incubados a 10%o (13,5%)
y 20%o (7,9%) que no difirieron estadisticamente (Fig. 6); sin
embargo, existieron mayor proporcién de larvas con deforma-
ciones morfoldgicas de los apéndices cefalotoricicos y del sexto
segmento abdominal, en relacién directa con la salinidad. Eclo-
sién prematura ocurri6 en 30%o, es decir eclosién de embriones
en estadio 8. La longitud total de las larvas recién eclosionadas
fue estadisticamente diferente (Tabla 2).

Calidad del agua: La temperatura del agua varié uniforme-
mente en todas las incubadoras; en cambio el oxigeno disuelto
del agua varié6 significativamente en proporcién inversa a la

salinidad del agua (Tabla 3).
Discusion
No se observé diferencias significativas en el desarrollo de los

embriones de C. caementarius incubados in vitro tanto en agua
dulce como en las salinidades de 10, 20 y 30%o desde el inicio

Tabla 3. Temperatura y oxigeno disuelto del agua de incubacion de
embriones de Cryphiops caementarius, a diferentes salinidades. Entre
paréntesis desviacion estandar.

Salinidad (%o)
0%o 10%o 20%o 30%o
Temperatura (°C) 2252 2232 22,62 22,62
(£#150) (*118) (*113) (£1,15)
Oxigeno d}]suelto 8,527 831" 8,14 ¢ 8,03 ¢
(mgL)
(£0,04) (£0,04) (20,05 (£0,03)

Datos con letras en superindices iguales en una misma fila indica que no hay
diferencia estadistica significativa (p<0,01).
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hasta el estadio 6; en cambio el estadio 7 retras significativa-
mente (p<0,01) el desarrollo a 10%o y 20%o pero a 30%o todos
murieron probablemente por deshidratacién. Se ha reportado
que la habilidad de los embriones de crustdceos para tolerar
diferentes concentraciones osmdticas al de su medio interno,
estd relacionada a su membrana externa (Bas & Spivak 2000)
y que la permeabilidad disminuye cuando las membranas em-
brionarias estdn en formacién y aumenta cuando se completan
las membranas (Glas et al. 1997). En embriones de C. caemen-
tarius la presencia de una doble membrana aparece en el estadio
4, pero no protege a los embriones porque desde el estadio 5
y en las salinidades de 20 y 30%o disminuye el volumen pero
no alterd la duracién de los estadios 5 y 6, lo cual indica que
fueron resistentes; en cambio el estadio 7 fue sensible incluso a
10 y 20%o que ocasioné alteraciones morfolégicas reduciendo
la supervivencia. Similares resultados fueron obtenidos en em-
briones de P argentinus incubados in vitro a 25 y 32%o (Ituarte
et al. 2005). Sin embargo, en embriones de M. molcolmsonii el
incremento de salinidad de 0,5 a 6%o ocasiona alta mortalidad
(Samuel et al. 1997), lo que sugiere que la resistencia a la sali-
nidad es propia de cada especie.

El alto porcentaje de eclosién (70,3%) de embriones de C.
caementarius incubados in vitro y en agua dulce, es bastante
consistente a lo reportado en la misma especie (Vegas et al.
1981), donde alta eclosién en laboratorio es obtenida cuando el
desarrollo de los embriones portados por las hembras es llevado
a cabo en agua dulce y en condiciones naturales.

Sin embargo, el bajo porcentaje de eclosion obtenido en 10%o
(13,5%) y en 20%o (7,9%), ademds de la eclosién prematura
de embriones en estadio 8, asi como la presencia de larvas con
deformidades, serfa consecuencia de la salinidad que ocasioné
primero deshidratacién y después en el tltimo estadio ingreso
de excesiva agua y de iones que ocasioné incremento del volu-
men y ruptura de la membrana embrionaria, lo que sugiere que
los embriones a partir del estadio 7 no estdn capacitados para
enfrentar salinidades entre 10 y 30%o. Los embriones de P argen-
tinus, incubados in vitro a 25%o y 32%o, sufren deformaciones
morfoldgicas y alteraciones en larvas por interferencia con el
catabolismo de lipoproteinas (Ituarte et al. 2005); ademds, de
otras alteraciones metabdlicas que pueden haber sido afectadas
por el exceso de iones dentro de los embriones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, inferimos que las
hembras oviferas de C. caementarius permanecen en lugares con
salinidad menor a 10%o; en todo caso, desde mitad del desarrollo
de sus embriones ellas deben evitar ambientes con alta salinidad
para proteger a la prole.
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