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Impacto de la exposicion prolongada a condiciones de bajo pH en el crecimiento y

actividad natatoria en la acuicultura del camaron (Litopenaeus vannamei).

Washington Ariel Chica Cedeio!, Patricia Castillo-Bricefio?, Francisco Navarrete-Mier?,

!'Carrera de Biologia, Facultad de Ciencias de la Vida y Tecnologlas, Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, 2 Grupo
de Investigacion EBIOAC, Facultad de Ciencias de la Vida y Tecnologfas, Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi .

Correo institucional:e1314020866@live.uleam.edu.ec '

RESUMEN

La acidificacién ocednica el proceso donde se produce la disminucién del pH del agua de mar causada por la alteracién de
la quimica de carbonatos debido a las altas concentraciones de CO2 en la atmésfera, las proyecciones sugieren para
proximos afios esto pueda intensificarse. Estos procesos afectas a diferentes organismos invertebrados marinos entre ellos
los crusticeos, este estudio pretende analizar el impacto de la exposicién prolongada de bajo pH en el crecimiento y
actividad natatoria para el camarén blanco del pacifico Litopenaeus vannamei, donde se encontré una alteracién
significativa del crecimiento para el nivel més alto de acidificacion aplicado pH=7,15 mostrando un mayor aumento de
tamafio, por el contrario, para la actividad natatoria se pudo evidenciar una reduccién significativa en el periodo final de la
exposicion comparado con valores iniciales del experimento, siendo Ecuador uno de los principales productores de
camaroén en el mundo.
Palabras clave: comportamiento, tracking, desplazamiento, acidificacién oceéanica

ABSTRACT
Ocean acidification is the process where the pH of seawater decreases due to the alteration of carbonate chemistry due to
high concentrations of CO2 in the atmosphere, projections suggest that this may intensify in the coming years. These
processes affect different marine invertebrate organisms including crustaceans, this study aims to analyze the impact of
prolonged exposure to low pH on the growth and swimming activity of the Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei,
where a significant alteration in growth was found for the highest level of acidification applied pH = 7.15 showing a greater
increase in size, on the contrary, for swimming activity a significant reduction could be seen in the final period of exposure
compared 10 initial values of the experiment, being Ecuador one of the main producers of shrimp in the world.

Keywords: behavior, tracking, displacement, ocean acidification
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1 INTRODUCCION,

Abundante evidencia cientifica publicada durante las Gltimas décadas indica que la
actividad antropogénica ha impulsado alteraciones en los procesos bioquimicos a nivel
planetario (Ciais et al., 2014). Uno de los procesos que genera més preocupaci6n es la
acumulacion en la atmdsfera del CO2 emitido principalmente por el uso de combustibles
fosiles (Mondragén, 2021). Las emisiones antropogénicas netas totales de gases de efecto
invernadero han continuado aumentando durante el periodo 2010-2019 de forma que en
valores promedio de emisiones en estos afios registra picos mas altos que otros afios
aunque con menor tasa de crecimiento que una década pasada, al igual que las emisiones
netas acumuladas de CO2 desde 1850 (AR6 Synthesis Report, 2023). La concentracion
global de CO2 aumento6 de 277 ppm en 1750 a 419,3 ppm en 2023 aumentando hasta un
51 %, reportando una emision de 35 mil millones de toneladas de CO2 hasta 2023
(Friedlingstein et al., 2023; Ritchie et al., 2023).

Debido a la capacidad de los océanos para absorber calor y gases de efecto invernadero
como el didxido de carbono (CO2), han neutralizado parcialmente los efectos del aumento
de los niveles de estos gases. Sin embargo, la capacidad de bufferizacién de los océanos
es menor y por lo tanto ya se aprecian cambios en su la composicion quimica (Reid et al.,
2009). El principal gas de efecto invernadero es el CO2, y este reacciona con el agua
oceanica para formar acido carbénico (Hz2COs) el cual se descompone rapidamente en un
i6n bicarbonato (HCO3-) maés ién hidrégeno(+H); reduciendo asi el pH marino,
provocando el proceso conocido como acidificacion ocednica (AO) (Doney et al., 2009;
Hopkins et al., 2020; Orr et al., 2005).EI cual, ademds desata otra serie de reacciones con
la molécula de carbonato de calcio (CaCO3) misma que deriva de la formacién de
estructuras en organismos marinos invertebrados. Las tasas de formacion y disolucién de
(CaCO03) varian con el estado de saturacion (), definido como el producto idnico de las
concentraciones de iones de calcio y carbonato, las tasas de calcificacion de muchos
organismos formadores de estructuras calcéreas responden al grado de saturacion y estas
terminan con una disminucién de los porcentajes de solubilidad de calcita y aragonita
conllevando problematicas para los organismos marinos (Doney et al., 2009; Millero
et al., 2002).
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A medida que aumenta la acidificacidén, muchos organismos invierten energfa adicional

para mantener su equilibrio é4cido-base, procesos metab6licos u otras funciones
bioldgicas, con consecuencias para su crecimiento, reproduccién y supervivencia
(Wittmann & Pdrtner, 2013). Los arrecifes de coral, el plancton calcireo y otros
organismos cuyos esqueletos o caparazones contienen carbonato de calcio pueden verse
especialmente afectados, los organismos calcareos son particularmente sensibles debido
aladisminucién de la disponibilidad de iones de carbonato (Gazeau et al., 201 1; Schiebel,
2002). El efecto mejor estudiado de los cambios de pH provocados por el CO2 en el agua
de mar es la reduccion de las tasas de calcificacion de varios grupos importantes de
organismos que forman caparazones y esqueletos de carbonato de calcio (Caldeira et al.,
2007). Los primeros trabajos experimentales con organismos marinos se enfocaron en los
impactos de la acidificacion oceanica sobre procesos de calcificacion de corales, bivalvos,
gasteropodos y crustaceos (Hofmann et al., 2010). El filo Crustcea es altamente diverso
en ambientes marinos cumpliendo roles ecoldgicos (Hultgren etal., 2021), estos
organismos adquieren importancia en las cadenas tréficas debido a su alta densidad y a su
calidad nutricional, que permite transferir nutrientes y energia hacia los diferentes niveles
troficos (Herndndez-Almaraz etal., 2018). Estos roles ecoldgicos determinan la
importancia de esta fauna en el sostén de la biodiversidad y abundancia de los sistemas
acuéticos sobre todo de aquellas especies valoradas socialmente (Hernandez-Almaraz
etal., 2018). Los crusticeos se enfrentan a una variedad de factores estresantes
ambientales variables durante su complejo ciclo de vida, estos factores se consideran
comunmente como los mds importantes para la supervivencia, el crecimiento y la
reproduccion (Lin et al., 2020). El camaron blanco es nativo de la costa oriental del
Océano Pacifico distribuyéndose de forma natural desde México hasta Perd, en aguas
cuya temperatura es normalmente superior a 20 °C durante todo el afio. Litopenaeus
vannamei se encuentra en hébitats marinos tropicales, los adultos viven y se reproducen
en mar abierto, mientras que la postlarva migra a las costas a pasar la etapa juvenil y pre
adulta en estuarios, lagunas costeras y manglares, los machos maduran a partir de los 20
g y las hembras a partir de los 28 g en una edad de entre 6 y 7 meses (FAO - Penaeus

vannamei, 2009), La industria acuicola, en particular de los crusticeos, esta extendida en
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varios paises del mundo sobre todo en zonas tropicales; los crusticeos representan el

segundo grupo taxondmico mas cultivado a nivel global registrando un evento historico
dado que la produccidn acufcola supera a la pesca de captura con un 51% por primera vez
en la historia, el incremento se da principalmente en peces de aleta 58,1% seguido de los
crustdceos 24.6% (FAO, 2024), y la mayor parte de la produccién acuicola costera esta
predominada por una sola especie Litopenaceus vannamei (FAO, 2022). Entre los paises
lideres en produccion acuicola de camardn blanco se encuentran Ecuador en conjunto con
paises del medio oriente como China, India y Vietnam sumando un 74% de la produccion
mundial en 2023, evidenciando la dominancia en la produccion de camar6n blanco
Litopenaeus vannamei como especie principal (Annual Farmed Shrimp Production
Survey, 2023). Un aumento en la inversion tecnoldgica para el desarrollo acuicola en
Ecuador beneficia el aumento de empresas productoras consolidadas y dedicadas al
mejoramiento de la genética y tecnologias de produccion (Annual Farmed Shrimp
Production Survey, 2023; Cartagena, 2023). La investigacion del impacto de la
acidificacion oceénica, el aumento de emisiones de CO2, la variacion natural presente en
el sistema marino ademas de la tolerancia de los organismos marinos en este caso los
crustaceos es un campo emergentemente en desarrollo y de rapida expansion, la
disminucion del pH en las aguas de mar causado por la acidificacion del océano afecta a
la mortalidad, el crecimiento y la reproduccion de los crustdceos marinos esto debido a la
sensibilidad que tienen a los cambios quimicos del agua de mar, mas especificamente a la
quimica de carbonatos (Hofmann et al., 2010; Orr et al., 2005; Ritchie et al., 2023;
Whiteley, 2011). '

Cada vez existe mayor informacion de que las alteraciones generadas por acidificacion
ocednica en crustaceos podrian tener impactos a nivel ecosistema y en la soberania
alimentaria de las poblaciones que los utilizan como recurso, para la especie Palaemon
pacificus se ha descrito que la tasa de supervivencia y la frecuencia de muda se vio
afectada significativamente a causa de la acidificacion (Kurihara et al., 2008), en el caso
de Portunus trituberculatus fue descrito la supervivencia mejord a costa de la reduccion
de crecimiento de la especie como lo decribe en el estudio de (Lin et al., 2020), estudios

en estadios larvales del cangrejo azul Callinectes sapidus y la reduccion tanto en el
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crecimiento como en la supervivencia fue descrito en el trabajo de (Giltz & Taylor, 2017),

para una especie de krill del pacifico Euphausia pacifica se encontré que aunque en la
tasa de supervivencia y muda no se vieron afectadas hubo una reduccion significativa en
el crecimiento de la especie (Cooper et al., 2017), para la especie Cancer magister o
también conocida como Dungeness Crab se muestra que existe un retraso en el desarrollo
embrionario y larvario temprano ademas de causar una mortalidad significativa (Miller
et al., 2016), en este estudio que habla sobre la langosta americana Homarus americano
donde se encontré una mejor tolerancia a estrés causado por la acidificacion en la fase
larval que en estadios juveniles donde fueron evaluadas varias etapas del ciclo de vida
(Noisette et al., 2021), en una especie de camarén Palaemon elegans se encontrd que
puede generar graves afectaciones en su crecimiento y el perfil bioquimico (Maia et al.,
2022). En el caso de Litopenaeus vannamei existen pocas investigaciones realizadas que
evalGen y valoren la susceptibilidad ante condiciones de acidificacion oceénica y las
investigaciones se han enfocado ambitos como el andlisis bioquimico de los tejidos con
el medio donde se desarrolla bajo escenarios de estrés por pH como se aprecia en (Huang
etal.,, 2018), en este estudio incluye el andlisis de crecimiento y otras variables con
enfoque bioquimico de la especie expuesta al agua de mar acidificada (Muralisankar et al.,
2021), bajo el mismo enfoque de acidificacion en este estudio se evalua el rendimiento
del crecimiento, capacidad antioxidante, funciones inmunes y dafio histol6gico intestinal
y microbiota como fue descrito en (Yu et al., 2020), Litopenaeus vannamei ha sido foco
de estudio en otros dmbitos generales bioldgicos, por el contrario, se genera una falta de
informacion general en lo que respecta a la respuesta de comportamiento, actividad
natatoria, mecanismos de locomocion y otras perspectivas etoldgicas, existen estudios
similares con una revision a los comportamientos méas cominmente estudiados como lo
son comportamientos de alimentacion, anti-depredacion y natacion en varios otros grupos

de organismos marinos invertebrados (Wang & Wang, 2020).

Al momento existen pocos estudios relacionados con las posibles alteraciones en la
acuicultura del camarén bajo condiciones de acidificacion oceanica. Previos trabajos del
laboratorio EBIOAC-ULEAM han encontrado que la susceptibilidad a exposiciones

cortas de pH reducido tendria diferentes respuestas dependiendo del estado de desarrollo.
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Siendo los estadios de nauplio y zoea las edades mas susceptibles a ligeras variaciones de

pH, pero en postlarvas y juveniles parecerfa que la especie tiene cierta resistencia. Como
contribucién al entendimiento de como la acidificacion oceénica afecta a los organismos
marinos esta investigacion tiene como objetivo analizar el impacto de la exposicion
prolongada ante condiciones de acidificacion ocednica en el crecimiento y la actividad
natatoria del camardn blanco Litopenaeus vannamei, esto mediante la evaluacion del
crecimiento y la determinacion del célculo de la actividad natatoria mediante andlisis in
silico durante la exposicion prolongada.
2. MATERIALES Y METODOS.

Sitio experimental

El trabajo experimental fue desarrollado dentro del Taller de Acuicultura en las
instalaciones del Instituto Superior Tecnoldgico Luis Arboleda Martinez (ISTLAM),

ubicado en el cantoén Jaramij6 provincia de Manabi, Ecuador.
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Figura. 1: Ubicacién geogréfica del sitio de experimentacién, ubicacion del Instituto Superior Tecnoldgico Luis
Arboleda Martinez - Imagen Obtenida de Google Earth '

Organismos experimentales

Los organismos experimentales fueron obtenidos de un laboratorio de produccion
comercial de larvas de camarén (BOCAYOLAR), ubicado en Puerto Cayo y

posteriormente transportados a las instalaciones del (ISTLAM)

Se sembraron 500 organismos en estadio PL12 por cada tanque experimental ,los tanques

fueron preparados con agua de mar por cada tanque obtenida del reservorio general del
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instituto, una vez sembrados los organismos entran en 10 dfas de aclimatacion previo al

inicio de la exposicion prolongada, el proceso de aclimatacion consistio en mantener a los
organismos en los tanques con agua de mar, alimentacion y monitoreo, sin que el sistema

de acidificacién esté en funcionamiento.

Los organismos fueron suministrados de alimento balanceado para camarones con un
tamaiio de 0,3mm durante los primeros meses, posteriormente con alimento balanceado
peletizado con un calculo del 10% del total de biomasa sembrado y aumentando su
racionamiento con el tiempo del mismo 2% cada semana de exposicion, siendo
alimentados estos 2 veces por dia en horario matutino y vespertino el alimento fue

hidratado 10 minutos antes de ser suministrado.

Set experimental

Se trabajé con una distribucién aleatoria de 3 tratamientos, por cada tratamiento se tuvo
3 réplicas. Los tanques usados que poseen longitudes de 2.1m de largo y 1.1m de ancho,
y se us6 un nivel de agua 50cm de altura de agua. Todos los tratamientos cuentan con
aireacion, sifoneo diario de residuos y recuperacion de nivel. Con un recambio porcentual
del 5 —25% de agua previamente direccionado por la parte técnica del proyecto F:ada vez
que fuese necesario considerando las condiciones del proyecto, con la participacion del
personal de apoyo del instituto fueron realizadas actividades como calibracion de

sensores, alimentacién, mantenimiento, toma y control de pardmetros fisico quimicos.

Control. - no incluye la alteracion por medio de inyeccion de CO2 pH=8,05
Tratamiento 1.- Cuenta con inyeccion de CO2 con una reduccién de un A-0,6 en el pH = 7,45

Tratamiento 2.- Cuenta con inyeccién de CO2 con una reduccion de un A-0,9 enel pH = 7,15
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1. Tanque de CO2 2. Valvula Divisora 3. Valvulas Solenoides 4. Computador
IKS(Z) 6. Sonda de Ph 6. Sonda de Temperatura 7. Computador IKS(W)
8. Regulador de voltaje 9. Regleta de energlia

Figura. 2: Esquema de trabajo, disposicién de los tanques, sistema IKS Aqua Star con sus sondas de temperatura y pH.

Para manipular los niveles de pH se usaron dos equipos IKS Aquastar version 2 con varias
sondas de pH y temperatura, las sondas de pH estdn conectadas a una vélvula solenoide,

que permite la inyeccion controlada de CO2 grado alimentario, Figura. 2.

Se realizé ademas un control y ajuste de los niveles de pH tomando mediciones discretas
mediante un potencidmetro de alta precision Thermo Scientific Orion Star A211
conectado a un electrodo de vidrio RossUItra modelo 8102BNUWP con una resolucion
de 0,001 unidades de pH el cual sera previamente es calibrado con TRIS Buffer Solution

in Syntetic Seawater - BATCH #24 (Dickson’s Lab, UCSD, San Diego).

Se tomaran mediciones diarias en los pardmetros de (Salinidad, Oxigeno disuelto,
Temperatura, pH en escala NBS) con el equipo multiparamétrico Hanna Hi9829 calibrado
previamente, esto para control y manejo de los parametros por parte del equipo del

ISTLAM, estos datos no son reportados en este estudio.

Ensayos de actividad natatoria
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La aplicacion de disciplinas dedicadas al estudio del comportamiento animal en base al
contexto de la acuicultura ha permitido desarrollar estrategias y protocolos que garanticen
¢l bienestar animal en entornos gestionados, para asi maximizar el potencial de una
especie en la produccion final resultante tanto en cantidad como en calidad (Bardera et al.,
2019a; da Costa etal., 2016). En los ambientes acuaticos la contaminacién tiene un
potencial de incidir en el comportamiento de diferentes formas como alteracién en
respuestas de reaccién y mecanismos metabdlicos que retrasen las tasas de respuesta, es
bien representado el estudio de comportamiento animal en diferentes especies marinas
(Briffa etal., 2012; Wang & Wang, 2020). Los comportamientos no solo regulan la
respuesta individual o poblacional de especies especificas o generales sino también tiene
la capacidad potencial de afectar los ecosistemas en base a como escala la problematica
en los niveles tréficos (Wang & Wang, 2020), es por esto que es importante un enfoque
en el estudio del comportamiento de especies como Litopenaeus vannamei bajo el enfoque

de posibles estresores ambientales como lo es la acidificacion oceénica.

Se realizaron ensayos de actividad natatoria con los organismos desde el dia 1 de
exposicidn en el sistema (posterior a la aclimatacion de los organismos), la toma de datos
fueron cada 15 dias hasta la semana 16 posteriormente la toma de datos fue cada 30 dias
hasta finalizar las pruebas conductuales estos fueron realizados en arenas de prueba
compuestas por un protocolo de aclimatacién previo a la grabacion de la actividad
natatoria de los organismos que consistio en dejar al organismo experimental dentro de la
arena de prueba con una duracion de 2 minutos para estandarizar la actividad de los

organismos al ser trasladados de un tanque de exposicion a una arena de prueba.

El sistema de seguimiento por video (Tracking) consiste en grabar organismos con un
dispositivo que permita la grabacién y almacenamiento de video. El andlisis puede ser
directo con una serie de conexiones camara — software o también se puede almacenar
primero y analizar después, lo que resulta mas seguro, ya que asi se evitan fallos del
sistema o errores de calibracion por parte del experimentador, debido a que no es un
método invasivo es el método mas usado para andlisis de seguimiento en organismos

como lo indica en (Pérez-Escudero et al., 2014; Wang & Wang, 2020). Es necesario
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investigar y establecer un protocolo adecuado para el organismo deseado a grabar

considerando los requerimientos de cada especie para que pueda tener una actividad
natural, el protocolo de grabacion establecido consistia en verter agua del mismo tanque
de exposicion en la arena de prueba y manteniendo la distancia prudente para evitar la
percepcion de presencia humana en los organismo experimentales ya que esto podria
alterar su actividad natatoria natural debido al estrés provocado por la manipulacion, el
tiempo establecido de grabacién por individuo fue de 3 minutos, con un total de 447
videos grabados (1,341 minutos). Los organismos fueron colocados individualmente uno
por uno dentro de la arena de grabacién con agua del mismo tanque donde se extrajeron,
esto 2 horas después de haber sido alimentados en cada muestre para disminuir la

variabilidad de comportamiento por bisqueda de alimento.
Set experimental de actividad natatoria (Arena de prueba)

Se uso un dispositivo celular mévil para la grabacién de los videos marca Huawuei P10
lite, las especificaciones de la cdmara fueron 12 Megapixeles y la resolucién de los videos
fue ajustada a 1080p, con una tasa de fotogramas de 30 fotograma por segundo (fps), este
dispositivo colocado en un tripode y ajustado a la altura necesaria para tener el area de la
arena de prueba cubierta. La arena de prueba consistia en un balde blanco con dimensiones
de (17cm didmetro de la base x 19cm altura) durante los primeras 4 semanas de
exposicién, posteriormente se ajustd una arena de prueba mas grande con dimensiones de
(25¢cm didmetro de la base x 34cm altura), la cual estaba superpuesto en una base
rectangular de vidrio teniendo suficiente espacio con el objetivo de aislar el calor
provocado por el aumento de temperatura de la luz, por debajo fue colocado el foco de
iluminacion (Luz LED) para con esto poder dar luz de fondo en la arena de prueba con el
objetivo de mejorar opacidad del organismo en movimiento y la densidad de la columna
de agua y asi de esta forma mejorar la imagen en el andlisis de seguimiento que
posteriormente seré realizado, para evitar la perturbacion por la intensidad de la luz se
coloc6 encima de la luz 3 filtros hechos de hoja de papel con un diametro de 22,5¢cm que
era el mismo que la del foco de iluminacion, la fuente de energia era conectada a una

regleta para controlar el paso de la misma.
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Figura. 3: A) Set de grabacién con la arena de prucba colocada en posicion B) Vista superior en la arena de prucba con un
camarén dentro y la medida de referencia

Analisis de video seguimiento, estadistico y obtencién de datos biométricos.

Los anélisis de video seguimiento se realizaron usando el programa KINOVEA v2023 1.2
con las herramientas de analisis de seguimiento (Tracking),el protocolo de analisis fue
llevado a acabo con el seguimiento del organismo experimental individual colocando el
marcador de video seguimiento y haciendo el seguimiento in silico durante los 3 minutos
de grabacion y realizando las correcciones necesarias cada que el programa marcara una
ruta equivocada o estuviese fuera del organismo analizado, para el calculo de distancia
total recorrida se colocé una marca referencial, el programa fue previamente calibrado al

iniciar un nuevo analisis de video individual para disminuir el error del calculo de

distancias mediante el programa, Figura 4.
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Figura. 4: A) Ejemplo de tracking “C-S16”, B) Ejemplo de tracking *T1-816%, C) Ejemplo de tracking “T2-516", D) Toma de
medidas de longitud calculada con Kinovea E) Imagen tomada de Kinovea con el analisis de seguimiento en funcién

La biometria fue calculada mediante la herramienta Linea la cual permite conocer la
distancia total de una linea colocada previamente realizada la calibracion, de esta forma
los datos tomados fueron, la Longitud total (L T) se tom¢ desde la punta del rostrum visible
hasta la punta del telson, y el Ancho de cefalotérax (AC) se tomé identificando la zona
del hepatopéncreas la toma fue antes del primer segmento del abdomen. Los datos fueron

sometidos a las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza y al no cumplir con "
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los supuestos de parametrfa se utilizo pruebas no paramétricas para comparacion de

grupos el test Kruskal-Wallis y el test U de Man Withney para las comparaciones entre
semanas de exposicion inicial y final en cada uno de los tratamientos experimentales, y el
test Post-hoc de comparaciones multiples de Dunn’s. Los anélisis fueron llevados a cabo

en Rstudio, también se uso SigmaPLot15 para la graficacion de los datos.

3. RESULTADOS
Existié perdida de datos durante el muestreo, los cuales fueron omitidos en los analisis
estadisticos, una cantidad de 39 videos pertenecientes a diferentes semanas las cuales
c6digos de registro indica la semana y tratamiento perteneciente cuyo cédigo son (S4-
T2.1F), (S6-T1.3F), (S8-C3F), (S11-T2.1C, CIF(A, B, C), Réplica (D, E, F)), (S12-
T1.3A, T1.2A, C3A), (S16-T1.3D), (S25-T2.1C, T2.3E, T2.2E), en la S11 existe un
mayor numero de perdida de datos, sin embargo por la el disefio experimental planificado
.la aleatoriedad de la toma de muestras y el nimero de replicas tomadas considerada para

este estudio, se incluye el grupo en la estadisticas de semanas de exposicién.
Crecimiento (Longitud Total, Ancho de Cefalotorax)

Los organismos analizados mostraron un crecimiento basal en las primeras semanas de
exposicion (S4 — S6) no superando valores mayores a (LT= 3,61cm ; AC=0,51 cm), a
medida que avanzo el tiempo de exposicion desde la S8 hasta la S20 los organismos
muestran un crecimiento acelerado llegando a valores (LT= 8,09cm ; AC= 1,08 cm) a
partir de ahi hasta la semana 25 donde concluye la toma de datos muestran un crecimiento
estabilizado, identificindose diferencias significativas generales entre los tratamientos
(LT, p-value=0.004), (AC, p-value = 0.005). Después de esto se llevo a cabo la prueba de
comparaciones miltiples (post-hoc) individualmente para ambos factores entre los
tratamientos el cual mostr6 en el factor de Longitud Total que no existe diferencias
significativas entre Cy T1, sin embargo, si mostrd diferencias entre C y T2 (p-value=0.02)
asi también como entre T1 y T2 (p-value=0.008) (Figura. 5.A). De la misma forma el
factor Ancho de cefalotérax no existe diferencias significativas entre C y T1, sin embargo,
hubo diferencias significativas entre C y T2 (p-value=0.02) asi también como entre T1 y
12 (p-value=0.009) (Figura. 5.B).
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Luego del andlisis entre la (§4) semana inicial contra la (25) semana final de exposicion,

tanto en la variable LT como en AC no se encontraron diferencias entre los tratamientos
para S4 (LT, p-value=0.06 ; AC, p-value= 0,07), sin embargo, hubo significancia entre
los tratamientos para la S25 semana final de exposicién en ambos factores (LT, p-
value=0.006; AC, p-value=0.02) (Figura. 6 y 7) , posterior a las comparaciones mltiples
se encontrd que entre Cy T1, y, entre T1 y T2 no hubo diferencias significativas, existié
significancia entre los tratamientos C y T2 en ambas medidas de crecimiento ( LT, p-

value= 0,004; AC, p-value= 0,02) (Figura. 6 y 7).
Actividad natatoria (Desplazamiento promedio)

Posterior al anlisis no paramétrico del (Min 3) desplazamiento promedio general de todas
las semanas acumuladas (Figura. 8), no existieron diferencias significativas (p-value =
0,44) entre los tratamientos (C, T1, T2). En el anélisis entre los tratamientos de la S4 y
S25 individualmente (Figura. 9) no hubo diferencias para S4, no obstante, existié
significancia en la 'S25 entre los tratamientos (p-value = 0,44) a posteriori de la prueba de
comparaciones multiple resulté que entre los tratamientos C y T1 fue donde se

identificaron las diferencias con un valor de (p-value = 0,02).

En la evaluacion del efecto entre la S4 y S25 (inicial vs final) de exposicién para cada uno
de los tratamientos individualmente se distingue que ambos tratamientos T1 y T2 tuvieron
un efecto significativo en el desplazamiento promedio de los camarones (Tratamiento 1,
p-value = 0,0004; Tratamiento 2, p-value=0,004) al cabo de su recorrido de actividad
natatoria a comparacion del tratamiento C de referencia,‘indicando que hubo un mayor

efecto en el tratamiento con acidificacion moderada T1 reduciendo su distancia total

promedio recorrida.
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Crecimiento (Morfometria)
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Figura. 5: A) Longitud Total B)Ancho de Cefalotérax, representa el nivel de crecimiento en centimetros a lo largo de las semanas
de exposicion, posterior a las comparaciones entre tratamientos para la Longitud total del T2 (b) presenta diferencias significativas
en base a los tratamientos C y T1 (a); para el Ancho de cefalotérax del T2 (b) presenta diferencias significativas en base a los
tratamientos C y T1 (a).
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Figura. 6:Comparaciones entre la semana inicial y la semana final de la (LT) Longitud Total para los distintos tratamientos de
acidificacion.
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Figura. T:Comparaciones entre la semana inicial y la semana final del (AC) Ancho de cefalotdrax para los distintos tratamientos de
acidificacion.
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Figura. 8:Comparaciones muiltiples entre las semanas de exposicion en base a los tratamientos experimentales.
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Figura, 9;: Comparaciones entre la semana inicial y la semana final del (Min 3) Desplazamiento promedio para los
distintos tratamientos de acidificacién.
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4.

DISCUSIONES
Los resultados encontrados en este andlisis indican que la exposicién prolongada del
camaron blanco Litopenaeus vannamei ante condiciones de acidificacion indican que
existieron alteraciones en el crecimiento tanto de la Longitud Total como el Ancho de
Cefalotérax, dado que al ser analizada las tallas inicial y final durante la exposicion
prolongada de CO2 se identificaron alteraciones entre los tratamientos observando un
crecimiento significativamente mayor en el tratamiento con acidificacion alta (pH=7,15)
T2 a diferencia de los tanques que no tuvieron alteracion de pH (C, T1), esto se ve
representado en las comparaciones entre la semana inicial y final de exposicion en ambos
factores, esta informacion sugiere a comparacion de otros estudios aunque con menor
tiempo de exposicidn y variables niveles reducidos de pH aplicados, en el anlisis de
crecimiento bajo distintas formas de calculo de valores de crecimiento a diferencia de este
estudio en el que la S8 los valores muestran una estabilizacion entre los valores sin
diferencias estos estudios tuvieron diferencias significativas con una reduccién
significativa en sus datos relacionados al crecimiento como en (Han et al., 201 8) se midio
en porcentaje de ganancia de longitud 28 dias, donde hubo una reduccién de crecimiento
significativa en niveles muy bajo pH a diferencia de (Yu et al., 2020) que en 28 dias
reportado en tasa de aumento de peso conjugando variables de peso y longitud en niveles
de pH reducido en donde se reporté valores mayor crecimiento en los tratamientos

aplicados, similar al T2 de la S4 de nuestro estudio.

En un estudio sobre la exposicion durante un periodo de 2 semanas donde no se
encontraron diferencias en el crecimiento a dos niveles reducidos de pH, este fue
reportado como tasa de crecimiento en cm/dia y los organismos fueron sometidos a
niveles similares de (pH=7,6) donde este fue el tratamiento de mayor nivel de
acidificacion, asemejandose a los niveles (-0,02; pH= 7,45) T1 de tratamiento en nuestro
estudio (Weerathunga et al., 2021). A diferencia de otro estudio donde se documenta que
en 7 semanas de exposicion valores reportados como longitud y ganancia de longitud
disminuyeron significativamente en el tratamientos de pH reducido (7,6 y 7.0)
(Muralisankar et al., 2021).0tro autor demuestra que en 45 dias de exposicion a niveles

reducidos de pH el crecimiento calculado en (cm/dia) fue significativamente menor en
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escenarios de pH con valores de (pH= 7,2 y 6,8) (Bude et al., 2019). De igual forma en

un estudio de 15 semanas en una especie de camardn relevante Paluemon pacificus se
encontrd reduccion en su crecimiento con aumento de concentracion de CO2 en el agua a
las que fueron expuestos (Kurihara et al.,, 2008). Previamente los crustdceos han sido
usados como modelos de estudio para evaluar las afectaciones que tienen en diferentes
enfoques de estudio principalmente (supervivencia, crecimiento, conversion alimenticia,
y comportamiento), como lo es para otra especie de camarén Hippolyte californiensis o
camardn herbaceo que durante 7 semanas de exposicion se evalud el crecimiento y la
coloracion de la especie donde los organismos mostraron un ligero mayor crecimiento a
los organismos con el agua de mar tratada con CO2 sin mostrar cambios en su coloracién
(Lowder et al., 2017).

La importancia de estudiar los organismos marinos de la acidificacién en crusticeos reside
en el valor comercial alto representativo para la industria acuicola y en general para
distintos grupos taxonémicos de los crusticeos como en el caso de (Cooper et al., 2017;

Giltz & Taylor, 2017; Lin et al., 2020; McLuckie et al., 2021; Miller et al., 2016).

Con respecto a la actividad natatoria siendo valorada como desplazamiento en este
experimento no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos desde un
enfoque general sin embargo posterior a las comparaciones de valores en desplazamiento
promedio por minuto se pudo identificar diferencias tanto entre los tratamiento (T1 pH=
7,45 y T2 pH=7,15), asi como entre las semanas de exposicion viéndose una reduccion
significativa en la distancia recorrida durante el periodo de prueba analizado en la semana
inicial S4 no hubo alteraciones pero luego de la exposicion, la reduccion de actividad fue
disminuyendo significativamente mas en el T1 que en el T2 al finalizar la exposicion, en
comparacion con otros estudios de comportamiento en el camardn blanco que su enfoque
va direccionado a otro tipo de estudio de comportamiento bajo escenarios de acidificacion
ocednica, desde un andlisis de comportamiento bajo escenarios de acidificacion en otros
crustaceos de relevancia acuicola como la blsqueda de alimento alterada en el
Metacarcinus magister o Dungeness crab (Miller et al., 2016), asi como Metapenaeus

Joyneri un crustaceo penido expuesto a hipercapnia en el cual se reportd una reduccion en
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la velocidad critica de natacidn la cual es una aproximacion similar a el enfoque de este

estudio (Dissanayake & Ishimatsu, 2011). La utilizacién de etogramas es un enfoque
importante para la evaluacion de distintos comportamientos como con la especie de
camardn Upogebia deltaura en el cual se observo diferencias significativas en los distintos
comportamientos y mds especificamente una reduccion en el porcentaje de
comportamiento denominado *“‘caminar” en los tratamientos con reduccién de pH en
comparacién con los valores referenciales del estudio, asemejandose a la reduccion
encontrada en la distancia recorrida (Widdicombe, 2012). Cabe destacar que este método
de andlisis de seguimiento implementado es poco visto en estudios de comportamiento en
Litopennaeus vannamei , el método més usado es de observaciones directas o indirectas
creando tablas para valorar los comportamientos ocurridos durante un periodo de tiempo
que podria llegar a ser otro enfoque importante en este estudio como lo es el
comportamiento de atractividad hacia los alimentos, el sexo o la densidad de cultivo,
siendo estas aproximaciones necesarias para entender mejor el comportamiento los
camarones sometidos a condiciones de acidificaciéon oceénica (Bardera et al., 2019b,
2020; Briffa et al., 2012; da Costa et al., 2016; Wang & Wang, 2020). Es importante
destacar los resultados de este estudio debido a las implicaciones que este podria tener en
el desarrollo dptimo de esta especie altamente cultivada a nivel mundial, bajo un enfoque
de acidificacion oceénica este estudio sirve para establecer una linea base de datos de
crecimiento y comportamentales ante una exposicion prolongada de niveles reducidos de
pH siendo esta una aproximacion a escenarios futuros predichos, indicando una alteracién
tanto en el crecimiento como en el comportamiento evaluado, cabe mencionar que en este
estudio atin no se han considerado otro tipo de observaciones comportamentales, y seria

interesante incluir en este tipo de estudios mas enfoques de evaluacion.

22
Contenido exclusivo para presentacién como Trabajo de titulacién de Tercer Nivel. Carrera de Biologia. Facultad de Ciencias de la Vida
y Tecnologias. Grupo de Investigacion EBIOAC-ULEAM. Modalidad: Articulo Académico. Estudiante: Washington Ariel Chica Cedeno
Tutorla: Dr. Francisco Navarrete-Mier, Asesoria: Dra. Patricia Castillo-Bricefio. La informacion incluida en este documento solo podra ser
publicada y/o difundida bajo expresa autorizacion de I@s director@s del Grupo EBIOAC



Uleam - Facultad de Ciencias de la Vida y Tecnologias

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio de acidificacion ocednica demuestran que
después de la exposicion prolongada en los camarones Litopenaeus vannamei se vio
afectado significativamente el crecimiento apreciando un aumento de crecimiento en el
T2 con niveles mas altos de acidificacion esto no se puede ver en el T1 con niveles

moderados de acidificacion ni en el grupo C de referencia o control.

Con respecto a la actividad la actividad natatoria medida en desplazamiento promedio por
minuto en este trabajo se pudo evidenciar una reduccién en su actividad que no fue
significativa de forma general acumulada entre los tratamientos asi como en las primeras
semanas de exposicion (S4) las cuales no tuvieron significancia, sin embargo, si hubo una
disminucion notable con el paso del tiempo en el experimento entre la semana inicial
contra la ultima semana de exposicion aprecidndose en la semana final una diferencia
significativa entre los tratamiento (T1 y T2),y con mayor intensidad lo reflejael T1 en la

semana final del experimento
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