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RESUMEN

La langosta roja, Panulirus interruptus, sostiene la pesqueria en Baja
California Sur y ha logrado penetrar al mercado internacional como producto
vivo. Con el objetivo de evaluar la capacidad fisioldgica y el desempefio de la
langosta roja cuando es sometida a hipoxia progresiva se realizaron mediciones
del consumo de oxigeno y evaluaciones de los principales combustibles
metabdlicos a dos temperaturas de aclimatacidn en muesiras de sangre
obienidas de ia regién del pencardio y del pereidpodo de la langosta durante
normgexia, hipoxia y en el punte critico de oxigeno (Pc).

El consumo de oxigeno en normoxia fue constante e independiente del
oxigeno disuelto hasta 1.77 mg/L a 20 °C mieniras que z 27 °C hasta 2.66
mg/L. La temperatura tuvo un efecto significativo (P<0.05) en el Pc. E! consume
durante hipoxia es aproximadamente el 10% del consumo durante normoxia No
existid diferencia significativa entre el sitio de toma de hemciinfa y la
temperatura (P>0.05) en los combustibles meiabolicos, sin embargo existe un
efecto significativo debido a la condicién de oxigeno (P<0.05). El lactato vari¢
de 0.0067 a 0.2919 (mg/mi) a 20 °C y de 0.0227 a 0.2927 (mg/mi} a 27 ‘C y
aumentd significativamente durante hipoxia (A<0.05). La giucosa varic de
0.0960 a 0.2687 (mg/ml) a 20 °C y de 0.1327 a 0.3310 {mag/mi} a 27 °C vy
aumenté significativamente por efecto de ia temgeraiura (P<0.05). Los
carbohidratos variaron de 0.1450 a 1.1164 {(mg/mi) a 20 °C v de 0.2451 a
0.8790 {mg/mi) a 27 °C y aumentaron significativamente durante hipoxia
(P<0.05). Las proteinas vanaron de 80.78 a 119.99 (mg/ml) a 20 °C y de 82.99
a 130.30 (mg/mi) a 27 °C. La tendencia fue a disminuir las proteinas por efecto
de la condicidon de oxigeno, sin embargo no se encontraron diferencias
significativas (P>0.0S5) entre la temperatura, el sitio de toma de hemoiinfa y la
condicion de oxigeno
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INTRODUCCION

La langosta espinosa Panulirus interruptus pertenece al grupo de
Crustaceos Decapodos de la familia Palinuridae (Latrille, 1803) y del género
Panulirus (Gray, 1847). México cuenta con 7 especies de langostas espinosas,
que habitan en aguas tropicales y subtropicales. Cuatro especies se encuentran
en el Océano Pacifico (P. interruptus, P. gracilis, P. inflatus y P. penicillatus) y
tres en el Golfo de México y Mar Caribe ( P. argus, P. guttatus y P. laevicauda)
(Bricnes & Lozano, 2000).

La langosta espinosa se encuentra entre los animales de mayor éxito, ya
que puede dominar los mares por su tamafio, como por su abundancia. Son
importantes en la cadena alimenticia, en parte porque se alimentan de animales
pequefios, y ademas que son carrofieros. Son de habitos nocturmnos y durante el
dia permanece ccuita en cuevas protegiéndose de sus depredadores (Gracia &
Kensler, 1980).

La especie Panulirus interruptus también denominada iangcsta roja se
distnbuye del centro de California, EUA hasta Cabo San Lucas. Baja Caiifornia
Sur. Usualmente habita entre los 2 a los 30 m de profundidad y ocasionaimente
se le encuentra hasta los 70 m (Gracia & Kensler, 1980).

La langosta se ha capturado en México desde 1929. Debido a su
explotacién no racional, en 1938 se establecié una temporada de veda de 6
meses, y se otorgd la exclusividad a las sociedades cooperativistas.
Actualmente, operan 26 sociedades cooperativistas, divididas en las areas
costeras del pais (Vega et al., 1996).

En México, la produccidn de langosta se encuentra entre los recursos
pesqueros mas importantes y la mayor captura se lleva a cabo en Baja
California Sur, aportando mas del 75% de la produccién total (SEPESCA,



1998). Panulirus interruptus ha llegado a contribuir hasta el 95% de la
produccién a lo largo de Baja California. En la Gitima década la produccién ha
oscilado alrededor de 1 200 ton, alcanzando la temporada pasada (2000-2001)
aproximadamente 1 600 ton. El 73% de la produccién de la langosta se exporta
como producto vivo o congelado (Ortiz, 1996) a EUA, Japdn y la Comunidad
Europea (SEPESCA, 2000).

Las langostas son transportadas a las cooperativas en  camiones
cerrados o abiertos, en costales, jabas, hieleras ¢ apiladas <in agua. Una de las
caracteristicas importantes es que la langosta es muy resisiente & manejo y
después de ser sacada del agua mantiene unides el cefalotérax y el abdomen
(Gracia & Kensler, 1980). En las cooperativas ias langostas se reintroducen en
agua, generalmente a una temperatura de 13° a 18 °C, durante 1 o & dias
(Vega et al,, 1996). Estos métodos de transporte exponen a las langostas a
condiciones estresantes como excesiva manipulacién, largos pericdos de
emersion y de desecacion, aumento de la actividad . e interaccidn entre
langostas por el hacinamiento, aumento de los niveles de los compuestos
nitrogenados como resultado de la emersion, v bajos nivzies del oxigeno
disponible (Schwarz, 1995; Taylor et al., 1997).

Existe una gran variabilidad de los métcdos de captura, transporte y
procesos de reinmersién durante !a expictacion y el manejo del recurso
langostero de B.C.S. Para transportar iangostas con una alta supervivencia se
requiere establecer criterios para el reconccimientc del estrés y establecer
procedimientos para revertirlos.

El oxigeno disuelto es un factor metabdlico limitante ya que contrcla
alguna de las reacciones bioquimicas del organismo. La cantidad de oxigeno
que esta a disposicion de los organismos va a determinar la supervivencia, asi
como su distribucidon ecolégica y el crecimiento y produccion adecuada. En

organismos marinos en general el consumo de oxigeno esta influido por



diferentes factores ambientales como son salinidad, temperatura, época del
afio, intensidad luminosa y concentraciones de oxigeno disuelto en el agua;
ademas, por factores intrinsecos del organismo como tamafio, estadio de muda,
desarrolio gonadal, inanicién, sexo'y ritmos biolégices (Waterman, 1960).

Las langostas poseen branquias eficientes y mecanismos para generar
un flujo continuo de agua a través de ellas. El agua es su principal recurso para
obtener oxigeno del medio. El agua entra por la ventilacién que se produce
mediante los movimientos de nataciéon normales con ayuda del escafegnatito
del segundo maxilar que funciona como remo para generar ios flujos de
corrientes de agua necesaria. Tales flujos compiejos permiten extraer del agua
un volumen maximo de oxigeno (Wilson, 1989).

La langosta roja puede ser expuesta por periodos prolongados a
condiciones de hipoxia, durante su explotacion y comercializacion. Esto puede
afectar severamente los procesos metabélicos y fisiologicos. Bajo tales
condiciones, deben existir mecanismos compensatorios para mantener el
suministro de energia que requieren los tejidos. Los ajustes respiratorios
durante hipoxia incluyen generalmente alteraciones en la actividad cardio—
ventilatoria y en la captacion del oxigenc por la hemolinfa. La tasa reguiatoria
normalmente se incrementa para compensar la reduccion en el oxigeno, pero la
regulacion del corazdn usualmente es mas vanable, dependiendo de la especie
y de las condiciones experimentales usadas, augue no presenta efecto en
algunas especies (Uglow, 1973; Coyer, 1976; deFur & Mangum, 1979;
Hagerman, 1982; McMahon & Wilkes, 1983; Hagerman & Ugiow. 1985; Taylor &
Spicer, 1987).

Otro tipo de adaptacion a la hipoxia, esta relacionado con los
mecanismos metabolicos usados en la produccion energética. Durante hipoxia
la obtencién de energia puede darse parcialmente o totaimente usando vias
anaerobicas, dando por resultado concentraciones elevadas de !a glucosa y del



lactato en la hemolinfa y la disminucién en los carbohidratos totales (Baden et
al., 1994, citado en Schwarz, 1985). Recientemente, se ha demostrado que
diversas especies de crustaceos acumulan grandes cantidades de lactato
durante la anoxia o hipoxia prolongada (vgr. Palaemonetes adspersus;
Palaemonetes varians) Y son capaces de removerlo a tasas similares durante Ia
recuperacion (Nielsen & Hagerman, 1998)



ANTECEDENTES

Los primeros trabajos que se tienen para langosta en relacion al
consumo de oxigeno fue el de Paine (1965) y el de Ronder & Winget (19869).
Estos trabajos presentan Ja informacién que relaciona la tasa metabolica con los
mecanismos reguladores o conformadores del oxigeno y definen el punto critico
de oxigeno (Pc). Se ha demostrado que el Pc se incrementa con la temperatura
en crustaceos, insectos, gasteropodos, anélidos, peces y estrellas de mar
(Wiens & Armitage, 1961; JohansenA& Peterson, 1971; Wigglesworth, 1972;
Young, 1973; Cosgrove & Schwarz, 1965; Hoffman & Mangum 1970; Sander,
1973; Tayior et al., 1977; Newell et al,, 1978). Otras de las variables que afectan
el Pc son la actividad (Teal & Cary.1976; Wigglesworth, 1972; Taylor, 1976;
Spoek, 1974); el ciclo de muda (Thompson & Pritchard, 1969); la cantidad de
pigmento respiratorio (Spoek, 1974); la salinidad (Bayne, 1973; Sanders, 1973);
el estrés por manejo (Bayne, 1971) y el ritmo circadiano (Sander, 1973).

La habilidad para soportar hipoxia varia interespecificamente entre los
crustdceos y las respuestas metabdlicas y fisiolégicas pueden estar
relacionadas con el habitat de las especies (Herreid, 1980). Eriksson & Baden
(1996) sefalan que los aduitos de la langosta Nephrops norvegicus toleran
mejor las condiciones de hipoxia que los juveniles y que la actividad genera! de
las langostas se reduce significativamente durante hipoxia. Reiber & Mc Mahon
(1998) indican que durante hipoxia progresiva el oxigeno se mantiene
bombeando sangre a érganos vitales y disminuyendo el ritmo cardiaco y
Schwarz (1995) sefiala que existen ajustes en la captacion del oxigeno en
hemolinfa.

Schwarz (1995) menciona que la exposicion a hipoxia puede afectar
severamente el metabolismo y los procesos fisioldgicos de la langosta durante
su comercializacion y que las langostas pueden presentar mecanismos

compensatorios para mantener el suministro de energia parciaimente o



totalmente usando vias anaerobicas, dando por resultado concentraciones
elevadas de la glucosa y del lactato en la hemolinfa y la disminucién en los
carbohidratos totales. La formacion de lactato durante rutas anaerobeas ha sido
reportada en diversos crustdceos (Robertson, 1960: Taylor, Butler & Al
Wassia.1977; Stewart, Dingle & Odense, 1966; Spoek, 1974; Butler, Taylor &
Mc Mahon, 1978). Taylor & Spicer (1987) observaron hiperglicemia en los
camarones Palaemon elegans y P. serratus aun cuando la concentracién de
lactato era baja concluyendo que debe existir un penodo preparatorio en la que
los animales al detectar condiciones de hipoxia movilizan las reservas de
glucosa cuando aun no se reguierer: vias anaerobeas para la obtencién de
energia.



JUSTIFICACION

Las langostas espinosas soportan una de las mas importantes
pesquerias comerciales en el mundo, ademas de pequefias pesquerias
artesanales en algunos tugares donde no son muy abundantes. La langosta es
capturada y comercializada en mas de 90 paises. La captura mundial anual es
aproximadamente de 77,000 ton con un valor aproximado de $500 miflones de
ddlares (Phillips & Kittaka, 2000).

En México, los recursos pesgueros, especialmente aguellos que
presentan un elevado vaior en el mercado como el de la langosta roja, es
importante no sélo por su volumen y valor econémico, ya que es apreciada por
su calidad nutricional y que el tamano de la cola es mayor que el cefalotérax a
diferencia de otras especies de langosta (Ayala et al, 1988). En Maxicc la
produccion de ia langosta en 1999 fue de 1,296 ton de las cuales 1,184 ton,
fueron enviadas al mercado internacional, generando $17.259 millones de
délares (SEPESCA, 2000). Panulirus interruptus sostiene la mayor preduccion
nacional y se distribuye en mayor abundancia en Baja California Sur; este
estado aporta el 75% de la produccién total. Panulirus interruptus es resistente
al transporte en vivo y se ha colocado en el mercado internacional como
producto vive (Diaz & Guzman, 1995).

A pesar que B.C.S. sélo cuenta con una carretera de acceso en sus casi
900 km y que es dificil la llegada a los sitios de captura, la langosta roja genera
importantes ingresos al estado. En presentacion viva la langosta roja se ha
logrado comerciatizar de $15.0 a $22.0 délares/kg. En el mercado internacional,
ha ido aumentando la importancia de la langosta viva y fresca, a diferencia de ia
langosta congelada, que ha disminuido el 16% en su venta desde 1990 (Vega
et al., 1996). Existen diversas investigaciones que evallan distintos aspectos
sobre la ecologia y biologia de langosta roja. Sin embargo, existe un vacio
significativo en el conocimiento de [a fisiologia y de las adaptaciones de estos



organismos cuanda son transportados vivos con fines de mercado. Por esta
razén es importante evaluar la capacidad fisiologica y el desempeiic de la
langosta roja, cuando es sometida a hipoxia progresiva.



OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad fisiologica y el desempefio de la langosta roja,
Panulirus inferruptus, cuando es sometida a hipoxia progresiva.

Particulares

Determinar el consumo de oxigeno de la langosta roja, P. interruptus,
durante hipoxia progresiva a dos diferentes temperaturas.

Establecer el punto criticc de oxigeno (Pc) de la langosta roja, P.
interruptus, a estas dos temperaturas.

Determinar la variacién en los principales combusticles metabdlicos en la
region pericardica y del pereidpodo durante normoxia, hipoxia y Pc a dos
temperaturas en la langosta roja, P. interruptus.



HIPOTESIS

Ho: No existen diferencias significativas en el metabolismo respiratorio y en los
combustibles metabdlicos de la langosta roja, Panufirus interruptus, cuando es
sometida a variaciones en la temperatura y en el oxigeno disponible.

Ha: Si existen variaciones en el metabolismo respiratorio y en los combustibles
metaboiicos de lz langusta roje, Panulirus inferruptus, cuando es sometida a
variaciones en la temperatura y en el oxigeno disponible.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de los organismos experimentales

Se compraron 50 Iéngostas rojas, Panulirus interruptus, de
aproximadamente 600 g de peso, de ambos sexos, de talla comercial que
fueron capturadés en el complejo lagunar Bahia Magdalena-Almejas se localiza
en Baja Caiifornia Sur, entre lo 24° 15" y 25° 20" y los 111° 30" y 112° 12" y
tiene una superficie total de 1, 390 km? y. fueron transportadas vivas a las
instalacicnes del Centro de Investigaciones Bicldgicas de!l Noroeste, S.C.
(CIBNOR).

Maontenimiento de los organismos experimentales

Las langostas permanecieron en una tina ovalada de fibra de vidrio de 1,
00G L por dos semanas, en un sistema de recirculacion, integrado por dos
unidades de 100 L para la biofiltracion del agua. La salinidad permanecio a 37%o
y se mantuvo con una saturacién de oxigeno superior al 80%. Para simular
condiciones de su habitat, se colocaron escondrijos. Diariamente se reaiizd un
recambio de agua del 50%, y se retiré el alimento no consumido. Las langostas
se alimentaron con calamar picado ad /ibitum una vez al dia. Los escondrijos se

limptaron una vez por semana.

Temperaturas experimentales

Después de dos semanas de acondicionamiento, las langostas se
aclimataron por 24 h a la temperatura expenmental. Se seleccionaron dos
temperaturas experimentales: 1) Temperatura 1 (T, = 20 °C = 0.5) que se
encuentra en el intervalo de temperatura del agua registrada a la mitad de la
temporada de captura y 2) Temperatura 2 (T, = 27 °C + 0.5) que se encuentra
en el intervalo de temperatura del agua registrada al inicio de la temporada de
captura (Vargas, 1999). T1 se mantuvo con ayuda de un aire acondicionado
mientras que para T; se utilizaron calentadores sumergibles de 50 watts.
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Sistema de Respirometria

Se utilizd un sistema de respirometria, que consistié en una serie de 5
tinas de plastico rectangulares (respirémetros) de 4 gal de capacidad. A cada
respirémetro se le coloco una piedra aereadora de acuario de 10 cm y se llené
con agua de mar a 35%. filtrada (1u), clorada por 24 h y neutralizada con

tiosulfato de sodio. El volumen de cada respirémetro se mantuvo constante a
15.5 L.

Mediciones de consumo de oxigeno

Las langostas fueron aclimatadas al sistema de respirometria por 24 h.
Se resalizd un recambio del 100% de agua de mar, antes de cortales el
suministro de aire y permitir que ias langostas consumieran el cxigeno de

manera progresiva hasta alcanzar condiciones de hipoxia.

E! consumo de oxigeno fue registrado cada 10 min durante el
experimento con ayuda de un oximetro (YSI-59) con electrédo polarcgrafico.
Una vez que no se registraron cambios en el consumo de oxigeno, el suministro
de aire fue reestablecido y el agua completamente reemplazada. Las langostas
permanecieron en el sistema de respirometria por tres dias, para recuperacion.
Las mediciones del consumo de oxigeno se realizaron a la misma hora durante
dicho penodo. Al final del experimento las langostas se pesaron en una balanza
digital (Acculab Vi) y se registro sexo. Un respirémetro sin langosta sirvié coma
blanco para estimar las posibles vanaciones debido a microorganismos y otros
factores que pudieran alterar los registros de oxigeno. Las evaluaciones del
consumo de oxigeno fueron realizadas en 8 langostas.

El metabolismo respiratoric se estimé en base a la pendiente (velocidad
de consumo) de la regresion lineal entre el tiempo y la disminucién de oxigeno
disuelto, después de haber sido ajuétada considerando el volumen de agua del
respirémetro y el peso de la langosta.

12



Toma de muestra de hemolinfa

Se tomaron muestras de hemolinfa de la regidn pericérdica y en la base
del tercer pereidépodo con jeringas hipodérmicas de 3 mi previamente bafiadas y
llenadas con 200 ul de solucidn isotonica para crustaceos (SIC) c/oxalato al 5%
como anticoagulante, y se separaron en tubcs para microcentrifuga de 1.75 mi,
Las muestras de hemolinfa fueron centrifugadas (3 600 rpm, 5°C, 10 min) y
separadas en submuestras para el andlisis de los principales combustibles
metabdlicos: proteinas, carbohidratos, glucosa y lactato de acuerdo a las
técnicas propuestas por Carrefio (2000) y estandarizadas para langosta en el
laboratorio de Bioquimica Fisioldgica del CIBNOR.

Las proteinas fueron determinadas por la técnica de Bradford (Bradford,
197€}, con un Kit comercial (Sigma, No Cat. B6316). Dicha técnica esta basada
en que los grupos amornio reaccionan, con el colorante azul cromassie, acido
fosforico y metanol. El compuesto colorndo formado por la reaccidon es
directamente proporcional a la concentracion de proteina en la muestra.

Para los carbohidratos se utilizé el método de Antrona (Van Andel, 1965),
con el reactivo Anthrone (Sigma, No. Cat. A1631). La hemolinfa (150 i) se
hace reaccionar con la solucion de Antrona al 0.1%, en bafo Maria a
temperatura de 80 a 90 °C por 15 a 20 minutos. La reaccidén es directamente
proporcional a la concentracidn de carbohidratos totales presente en la muestra,
y se lee en un espectrofotdmetrc a 620 nm.

Para fa glucosa se utilizd un Kit comercial (Merk, No Cat. 740393,
método GOD-PAP, que consiste en la oxidacién de la glucosa por la enzima
glucosa oxidasa, con la liberacion de peréxido de hidroégeno. Este reacciona con
fenol y 4-amino fenazona en presencia de una peroxidasa, dando un colorante
rojo violeta de antipirilquinonimina, que es proporcional a la cantidad de glucosa
presente en fa muestra.
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Para el lactato, se utilizd un Kit comercial (Sigma, método 735), con el
cual el acido lactico es convertido a piruvato con formacién de peréxido de
hidrogeno por lactato oxidasa, el cuai es oxidado por una peroxidasa formando

un compuesto colorido, el cual es directamente proporcional a la cancentracion
de lactato.

Analisis estadistico

Para la estimacion del punto critico de oxigenc se utilizaron ecuaciones
de regresion lineal, por arriba y por debajc del punto estimado de cambio
{oxigeno-indeperdencia & oxigenc-dependencia). La interseccién de ambas

rectas fue considerado come el mejor estimador dei punto critico.

A los datos cbtenidos se les aplicaron pruebas de homocedasticidad. Las
diferencias entre los tratamientos fueron establecidas mediante analisis de
varianza (Statistica, Windows) (Sokal & Rohlf, 1984), y la prueba a posteriori de

Tukey con un nivel de significancia de 0.05 para establecer los grupos
homagéneos. ‘
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RESULTADOS

Metabolismo Respiratorio

En las figuras 1 v 2 se presentan el consumo de oxigeno de la langosta roja,
Panulirus interruptus, durante hipoxia progresiva a 20 y 27 °C. El mayor
consumo de oxigeno se presentd a 27 °C. El Pc a 20 °C se encuentra a 1.77
mg/L y a 27 °C se encontré a 2.66 mg/L. La supervivencia a 20 °C fue 80% y a
27 °C fue 70% después de finalizar el experimento.

8 -
% 7 g Nofmexia
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S s \
34 \
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s 5 \ Hipoxia
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F Pc ‘ \\*_A L
0!
0 i

O N O & H O
AN N

Tiempo (min)

Figura 1. Ejemplo del consumo de oxigeno de P. interruptus durante hipoxia
progresiva a 20 °C. Se sefiala el consumo durante normoxia e hipoxia y se
indica el punto critico de oxigeno (Pc).
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Figura 2. Ejemplo del consumo de oxigeno de P. interruptus durante hipoxia
progresiva a 27 °C. Se sefiala el consumo durante normoxia e hipoxia y se
indica el punto critico de oxigeno (Pc).

En ia tabla 1 se presentan las ecuaciones del consumo de oxigeno de las
langostas durante normoxia e hipoxia y el Pc a las dos temperaturas
experimentales. El consumo de oxigeno en normoxia fue constante e
independiente del oxigeno disueito hasta 1.77 mg/L a 20 °C mientras que a 27
°C hasta 2.66 mg/L. La temperatura tiene un efecto significativo (P<0.05) en el

Pc. El consumo durante hipoxia es aproximadamente el 10% del consumo
durante normoxia.
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Tabla 1. Ecuaciones utilizadas para la estimaciéon del punto critico durante
normoxia e hipoxia en P. interruptus a 20 y 27 °C.

Temperatura  Ecuacion durante Ecuacién durante Pc Peso N
(°C) Normoxia Hipoxia (mg/l)  (g)
20 Y =7.07- 0.0342x y =3.12- 0.0103x 1.77 557 7
10.07 105
27 Y =515-0.0600x Y =258-0.0113x 2.66 513 8
$0.60 72

Combustibles Metabdlicos

En las tablas 2 y 3 se presentan la variacion en los principales
combustibles metabdlicos en Panulirus interruptus. No existid diferencia
significativa entre el sitio de toma de hemolinfa y la temperatura (P>0.05) en los
combustibles metabdlicos, sin embargo existe un efecto significativo debido a la
condicién de oxigeno (P<0.05).
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Tabla 2 Combustibles metabdlicos lactato, glucosa, carbohidratos (CHOS) y
proteinas (media y desviacion estandar) durante normoxia, hipoxia y Pc en

pereibpodo y region del pericardio en P. interruptus a 20 °C.

Tratamiento Lactato  Glucosa CHOS Proteina
_(mg/mi) __(mg/mi) __ (mg/mi) _(mg/mi)
Normoxia, pereidpodo  0.0201 0.1008 0.1450 95.06
+0.020 +0.031 10.031 +23.97
Normoxia, corazén 0.0067 0.1096 0.1815 119.99
+0.003 £0.043 +0.053 +21.08
Pc., pereiépodo 0.0570 0.0980 0.3851 88.58
+0.048 +0.047 +0.212 +20.28
Pc, corazén 0.0542 0.1780 0.3472 28.83
+0.051 +C.147 10.218 +13.04
Hipoxia, pereidpodo 0.2580 0.2687 1.1164 84.97
+0.168 +0.216 +1.247 +16.55
Hipexia, corazoén 0.2913 0.2520 0.6327 80.78
+0.157 +0.178 +0.419 +29.32
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Tabla 3. Combustibles metabdlicos lactato, glucosa, carbohidratos (CHOS) y

proteinas (media y desviacion estandar) durante normoxia, hipoxia y Pc en

pereidpodo y regién pericardica en P. inferruptus a 27 °C.

Tratamiento Lactato Glucosa CHOS Proteina
(mg/ml) (mg/mi) (mg/mi) {mg/mi)
Normoxia, pereiépodo 0.0247 0.1327 0.2451 114.17
+ 0.046 +0.080 £0.1100 13371
Normoxia, corazén 0.0227 0.1757 0.2677 130.3Q
£ 0.013 + 0.094 +0.129 +32.75
Pc, pereidpoedo 0.1414 0.2630 0.5432 105.62
+0.097 +0.166 £ 0.199 +39.82
Pc. corazén 0.0707 0.3310 0.5336 82.99
+0.043 +0.277 +0.270 + 47.26
Hipoxia, pereiépodo 0.2927 0.32910 0.8789 96.63
+0.124 + 0.166 +0.463 + 35.79
Hipoxia, corazon 0.2764 0.2856 0.8047 84.78
+0.132 +0.142 +0.346 +4122

El lactato vané de 0.0067 a 0.2919 (mg/mi) a 20 °C y de 0.0227 a 0.2927
(mg/ml) a 27 °C y aumenté significativamente durante hipoxia (P<0.05), sin

embargo no existié diferencia significativa (P>0.05) entre la temperatura y el

sito de toma de hemolinfa (Figura 3).

El

lactato durante hipoxia es

aproximadamente 10 veces mas alto que durante normoxia a 27 °C mientras

gue a 20 °C el lactato es aproximadamente 20 veces mas alto.
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Figura 3. Efecto de la temperatura, sitic y condicidn de oxigero en la
concentracion de lactato en P. inferrupius.

La glucosa varnd de 0.096C a G.2687 (mg/ml) a 20 °C y de 0.1327 a
0.3310 (mg/ml) a 27 °C y aumentd significativamente por efectc de la
temperatura (P<0.05). No se encentré un efecio significativo debido a la
condicion de oxigeno ni al sitio de toma de hemolinfa (P>0.05) (Figura 4). La

glucosa a 27 °C es aproximadamente 225% mas alta que a 20 °C.
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Figura 4. Efecto de la temperatura, sitio y condicion de oxigeno en la
concentracion de glucosa en P. interruptus

Los carbohidratos variaron de 0.1450 a 1.1164 (mg/mi) a 20 °C y de
0.2451 a 0.8790 (mg/mi) a 27 °C y aumentaron significativamente durante
hipoxia (P<0.05). Sin embargo no existié diferencias significativas (P>0.05)

. entre la temperatura y el sitio de toma de hemolinfa, como se muesira en la

Figura 5. Los carbohidratos durante hipoxia son aproximadamente 4.3 veces
mas altos que durante normoxia a 20 °C mientras que a 27 °C los carbohidratos
son aproximadamente 2.3 veces mas altos.
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Figura 5. Efecto de ia temperatura, sitio y condicién

concentracion de carbohidratos en P. interruptus

de oxigeno en la

Las proteinas variaron de 80.78 a 119.99 (mgimi) a 20 °C y de 82.89 a .

130.30 (mg/ml) a 27 °C. La tendencia fue a disminuir las proteinas por efecto de

la condicién de cxigeno, sin embargo no se encontraron diferencias

significativas (P>0.05) entre la temperatura, el sitio de toma de hemolinfa y la

condicion de oxigens, como se muestra en la Figura 6.
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concentraciones de la proteinas en P. interruptus
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DISCUSION

Las langostas y otros crustaceos poseen diversas habilidades para
enfrentar situaciones de hipoxia y/o anoxia que en general estan relacionadas
con ei habitat y varian con las respuestas metabdlicas v fisiolégicas de manera
especifica. Las langostas pueden ser oxigeno—reguladoras hasta un nivel o
ounto que ha sido denominado e! punto critico de oxigeno, Pc, por debajc del
cual se vuelven oxigeno-conformadores o dependientes del nivel de oxigeno.
El Pc ha sido fomado como el principio de nive! limite de oxigeno para la
especie. Es comun encentrar en la literatura que la interpretacicn de

corformacion o reguiacién ha ilevado a graves confusiones y errores. Sin
embargs of Fe ha sido reportedo de manera consistente entre 2.0 y .9 ma/fl
para una gama de crustaceos (Egusa, 1951., Mackay, 1974., Kramer, 1975.,
liao and Huang, 1975., Armitage and Wail, 1982, L!oorera 1983., Trouchot and
Jouve-Dunamei, 1683, Liao and Murai, 1986., Rosas et al, 1897, Ocampo,
2C01). En el presente trabajo el Pc se encontrd a 1.7 mg/i. a 20 °C mientras que
a. 27 °Cse encontré a 2.6 mg/L, lo que podria indicar que la langosta roja tiene
menor capacidad de soportar condicicnes de hipoxia a temperaturas aitas. A 27
°C se registraron 3 muertes durante el expenmento o hasta 48 h después ser‘
regrasadas a condiciones de normoxia. Mientras que a 20 °C se registraron
splamentz 2 muertes. Se pudo observar que conforme se alcanzaban mve'es‘
de hipoxia las langostas mostraban signos que han sido reportados por otros
autores para langostas ante situaciones de estrés por hipoxia (Erksson &
Baden, 1997; Tayior & Spicer, 1987) taies como intento de langostas por saiir
aei respirémetro, colocarse sobre un costado, y signos de debilitamiento io cual
fue mas evidente a 27 °C.

La capacidad oxigenc-reguladora tiende a disminuir con incrementos en
la temperatura (Villarreal et a/, 1994). Las ecuaciones de consumo de oxigeno
que se muestran en la tabla 1. indican que el consumo de oxigeno es diferente
a 20 °C con relacion a 27 °C, por lo cual podemos decir gue el metabolismo de
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la langosta roja es afectado por la temperatura. Estas observaciones son

similares a las reportadas por Herreid (1980) para una variedad de especies
acuaticas.

Los crusticeos decapodos expuestos a condiciones de hipoxia en e!
agug pueden mantener su metabolismo aerobio por una variedad de
mecanismos fisiolégicos (Mc Mahon & Wilkens, 1975). Sin embargo cuando
regresan a condiciones de normoxia presentan una deuda de oxigeno que
puede reflejarse en un marcado incremento en el consumo de oxigeno. Algunas
especies de langostas como Homarus vulgaris han demostrado lener la
capacidad de adaptarse & la hipoxia mejorando fa eficiencia de la transferencia
del oxigeno a través de las branguias (Butler et al.. 1978). Reiher & Mc Mahon
(1998) sugieren que el suministro de oxigeno puede ser mantenido bombeando
sangre exclusivamente a érganos vitales y disminuyendo e! ritmo cardiaco y ia
actividad.

En nuestros resultados con Panulirus interruptus se pudo observar que
conforme se alcanzaban condiciores de hipoxia, la actividad de las langostas
se reducia, podria pensarse que en algunos casos las iangosias estaban es
estado letargico. Esta conducta también fue cbservada en juveniies de langosta
bajo condiciones de hipoxia por Hagerman & Uglow (1985) y Erksson & Baden
(1996). Estas repuestas podrian ser consideradas como mecanismos
compensatorios para mantener el suministro de energia que se requiere para
poder subsistir ante una situacion de estrés y/o condicién desfavorable, y
pudieran ser utilizados por P. interruptus para mantener su homeostasis durante
hipoxia progresiva.

Por otro lado, se ha demostrado que l0s crustaceos expuestos a
condiciones de hipoxia pueden utilizar vias anaercbeas para cubrir la demanda
de oxigeno, siendo el L-lactato el principal metabolito final de decapodos. Se ha

pensado que el lactato puede funcionar como un modulador fisioldgico para
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incrementar la afinidad por oxigeno en la hemolinfa de langostas hipdxicas
(Bouchet & Trouchot, 1984). Shwarz (1995) ha demostrado ajustes en la
captacion del oxigeno en hemotinfa en la langosta Nephrops norvegicus. En P.
interruptus encontramos que el lactato se incrementa de manera significativa
durante hipoxia y aunque !a tendencia fue a incrementarse con incrementos en
la temperatura no se encontraron diferencias significativas (P> 0.05) por efecto
de ia temperatura. Esto sugiere que P. interruptus podria seguir la estrategia
sugerida por Bouchet & Trouhot (1984) y Sharwz (1995) por lo que en el futuro

debera avaluarse si el lactato podria actuar como un modulador fisioldgico en P.
interruptus .

Taylor & Spicer (1987) indican que algunas especies de camardn tiene la
capacidad de detectar condicicnes ce hipoxia moviendo las reservas de glucosa
aun cuando nc se utilizan vias anaerobeas para la obtencién de energia. Zou,
et al.,(1996) sugieren que estas respuestas pueden funcionar como una
preparacion fisiologica para las demandas de sustrato durante fermentacidn.
Taylor et al.,(1997) sefialan que los cambios en los niveles de glucosa se deben
a las respuestas fisiologicas para reqular condiciones de estrés, procesos de

osmorreguiacion, hipoxia y actividad locomotora.

Taylor & Spicer (1987) y Zou et al., {1996) encontraron que la glucosa
aumenta significativamente durante hipoxia en Palaemon elegans, P. serratus y
E. sinesis. Estos incrementos van del 5% ai 100% con respecto a los valores
registrados durante normoxia. En el presente trabajo no se encontraron
diferencias significativas en el nivel de glucosa durante hipoxia y los valores
encontrados son infenores a los reportados por Taylor & Spicer (1987) y Zou et
al., (1996). La temperatura tuvo un efecto significativo en la glucosa ya que a 27
°C es aproximadamente 2.3 veces mas alta que a 20 °C. Los medios y vias por
los que los organismos distribuyen y almacenan la energia son complejos y
estan afectados por una serie de factores o combinacion de factores endégenos

y exdgenos. Los crustaceos utilizan proteinas como principal fuente para la
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obtencion de la energia (Blaxter, 1989). La tendencia que se encontraron en la
disminucién de las proteinas con el incremento en los carbohidratos podria
estar relacionado con una hiperglicemia durante hipoxia.
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CONCLUSION

La capacidad oxigero-reguiadora oxigeno-conformadora de la langosta
roja, Panufirus .interruptus es afectada por la temperatura.

Los cambics intemos que se presentan durante hipoxia progresiva
indican que la langosta roja intenta cubrir su deuda =n oxigend produciende

lactato, disminuyendo su actividad Y su ritmo cardiaco.

La hemolinia de langosta roja puede ser utiizada como un buen
indicador de! estado interno dei anima
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GLOSARIO

Anoxia: condiciones carentes de oxigeno.

Hipoxia: condiciones muy tajas de oxigeno, por debajo del 30% de saturacion
de oxigeno.

Normoxia: condiciones normales de oxigeno, cercanas a saturacidn de
oxigeno.

Oxigeno-regulador: cuando el consumo de oxigeno es independiente de la
concentracion en el medio.

Oxigeno-conformador: cuande el consumo de oxigeno es dependiente de los
niveles de oxigeno disponible.

Pc: es el punto de cambio en el que un organismo oxigeno-conformador pasa a
ser oxigeno-regulador. Marca el piincipio del nivel letal de oxigeno para la
especie.
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Determinaciones Bioquimicas Anexol

CARBOHIDRATOS

Se utilizd el método de Anthrona (Van Handel, 1965) con el reactive
Anthrcne (Sigma, Cat. No. A 1631). La hemalinfa (150 pl) se hace reaccionar
con una solucion de Anthrona al 0.1 % en bafo Maria a temperatura de 80 a
30°C por 15 a 20 minutos. La reaccién es directamente proporcional a la
concentracién de carbohidratos totales presentes en la muestra y se lee la
absorbancia a 265 nm.
Se elabora una curva tipo con una solucion estandar de  glucosa de 2 mg/mi,
con la siguientes concentraciones: 0.5, 0.25, 0.125 y 0.C65 mg/ml.
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ANEXO |
GLUcCosA

Se utilizo el kit de Diagnostica Merck (método GOD-PAP, Cat. No.
740393), que consiste en la oxidacion de la glucosa por la enzima glucosa
oxidasa, con 1a liberacidon del peréxido de hidrégeno. Este reacciona con fenol y
4 amino-fenazona en presencia de una peroxidasa, dando un colorante rojo
violeta de antipiriiquincnimina, gue es proporcional a fa cantidad de gluccsa
presente de la muestra.

Para determinacion del plasma, se tomaran 20 ! y se hace reaccionar con 200
ul de la solucién reactiva por un periodo de 3C minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se mide su absorbancia a 492 nm. Se elabora una curva tipo
con una solucion estandar, cuya concentracion es de 100 mg/d! (5.55 mmoliL),
con las siguientes concentraciones: 100, 50, 25 y 12.5 mg/dl. Como blanco se
utiliza solucion isotdnica de crustaceos (SIC).
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LACTATO

Se utilizé un kit Sigma, (No. de método 735 ), con el cua! el Acido lactico
es convertido en piruvato con formacion de paroxido de hidrogeno por iactato
oxidasa, el cuai es oxidado por una peroxidésa forrnando un cornpuesto
colorido, el cual es directamente proporcional 2 la cencentracion de lactato en la
muestra.

Para su determinacién ein plasma, se tomz 206 ul de la muesira, y se
hace reaccionar con 200 pl de fa sciucién reactiva por un pericdo de 16 minutos
a temperatura ambiente. Postericrmentie se mide su absorbancia a 560 nm. Se
elabora una curva tipo con una solucion estandar, cuya concentracidon es de 40
mg/dl, como las siguientes concentracioneé: 40, 20,12 y 5 mg/dl cemo bianco
se utiiiza SIC.
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PROTEINAS

Se utilizd la técnica de Bradford (Bradford, 1976), en la cual los grupos
aminos reaccionan con &l colorante azul de cromassie, acido fosforico y
metanol. El cempuestc ceiorido formado per la reaccidon es directamente
proporcional a ia concentracion de proteinas en la muestra.

Para su determinacién =n plasma, se toma 5 Yl de la muestra y se diluye en 495
ul de SIC (dil. 1: 100). De estas diluciones, se toma 10 ul y se hace reaccionar
con 200 ul de la sciucion reactiva (Bradford). Posteriormente se mide su
absorbancia 2 560 nm. Se elaborz la curva tipo con la solucidén estandar
(albumina bovina), cuya concentracion es de 2 mg/mi, con las siguientes
coricentraciones: 1.0, 0.5, 0.25 y. 125 ma/ml. Cmo blanco se utiliza SIC.




