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RESUMEN

Se contabilizaron los hemocitos de camarones
progenitores de un laboratorio de produccién de
larvas en San Blas, Nayarit, diez muestreos de
hemolinfa fueron realizados durante las fases
lunares de cuarto creciente, luna llena, cuarto
menguante y luna nueva. El tiempo de coagula-
cién de hemolinfa fue determinado, el conteo to-
tal y diferencia de hemocitos (CTH y CDH) con
camara Neubauer y por citometria de flujo. Los
resultados demuestran que el tiempo de coagula-
ciéon fue mayor en la hemolinfa colectada en luna
llena, mientras que la mayor presencia de hemo-
citos determinados con los dos métodos, coinci-
dieron en la hemolinfa de progenitores de la
muestra en luna llena. Los hemocitos semigranu-
losos (SG) y granulosos (G) en muestras de he-
molinfa en cuarto menguante fueron significati-
vamente diferentes (P<0.05) a los valores prome-
dios encontrados en la hemolinfa colectada en las
diferentes fases de luna analizadas. Respecto a
los hemocitos hialinos (H), el mayor porcentaje
se present6 en la hemolinfa colectada de progeni-
tores en la fase de luna nueva. Finalmente, se
puede concluir que en las fases lunares el com-

portamiento de hemocitos fue variable, y la va-
riabilidad no puede ser atribuible a condiciones
de estrés ambiental.

Palabras clave: hemocitos, fases lunares, camaron,
Neubauer, citometria

ABSTRACT

The hemocytes of progenitor shrimps from a lar-
vae production laboratory in San Blas Nayarit
were counted, ten hemolymph samples were tak-
en during the lunar phases of waxing crescent,
full moon, quarter waning and new moon. The
coagulation time of hemolymph was determined,
the total count and difference of hemocytes (CTH
and CDH) with Neubauer chamber and by flow
cytometry. The results show that the coagulation
time was longer in the hemolymph collected at
full moon, while the greater presence of hemo-
cytes determined with the two methods coincid-
ed in the hemolymph of progenitors of the full
moon sample. Semi-granular (SG) and granular
hemocytes (G) in waning quarter hemolymph
samples were significantly different (P <0.05)
from the average values found in the haemo-
lymph collected in the different phases of the
moon analyzed. Regarding hyalines hemocytes
(H), the highest percentage occurred in the he-
molymph collected from progenitor shrimps in
the new moon phase. Finally, it can be concluded
that in the lunar phases influenced the variability
of hemocytes and the variability can not be at-
tributed to conditions of environmental stress.

Key words: hemocytes, lunar phases, shrimp,
Neubauer, cytometry

INTRODUCCION

Uno de los cultivos de la acuicultura de mayor
demanda es el camarén y México es un pais nota-
ble en cuanto a la produccién de este crustaceo,
la especie mas cultivada es el camarén blanco
Penaeus vannamei (Ponce et al., 2006). El cultivo a
gran escala en México inici6 durante la década de
los afios 80, basado en el cultivo del camarén
azul del Pacifico (Litopenaeus stylirostris), pero en
1998 las granjas se vieron gravemente afectadas
por el sindrome del virus de taura (TSV), por lo
cual la industria sustituy¢ la especie de camarén
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azul por el camarén blanco (Penaeus vannamei),
por ser més tolerante a microorganismos patoge-
nos (SAGARPA, 2009). Ademas de las infecciones
por bacterias y virus (Bachére, 2000) estos crusta-
ceos en condiciones de cultivo también tienen
que enfrentar la contaminacién causada por pla-
guicidas y metales pesados, pues muchos de los
sistemas en los que se cultivan son abastecidos de
agua por rios y estuarios, que contienen residuos
de sustancias quimicas derivadas de diversas ac-
tividades antropogénicas (Sabu y Gopal, 2016;
Garcia Hernandez et al., 2018).

Los crustaceos como el resto de los invertebrados,
cuentan con un sistema inmune innato, en el que
la primera barrera de defensa es el exoesqueleto,
que sirve para hacer frente a todos los microorga-
nismos y agentes patdgenos (Soderhidll y Cere-
nius, 1992). Los componentes celulares, como los
hemocitos se encargan de eliminar materiales
ex6genos mediante fagocitosis, encapsulaciéon y
formacioén de nédulos (Rendén y Balcazar, 2003;
Qiu et al., 2011) y los componentes humorales son
todas aquellas sustancias que se encuentran re-
servadas dentro de esta células, como proteinas
anticoagulantes, péptidos antimicrobianos, inhi-
bidores y enzimas entre las que se encuentra la
fenoloxidasa (Holmblad y Soderhill, 1999; Jirava-
nichpaisal et al., 2006).

Los diferentes tipos de hemocitos de los crusta-
ceos se caracterizan bajo ciertos criterios, una de
las clasificaciones mas comunes es proporcionada
en base a su morfologia debido a la presencia o
ausencia de granulos dispersos en el citoplasma
asi como por el tamafio de la célula, bajo esta cla-
sificacién se reconocen tres tipos de hemocitos;
los hialinos, semigranulosos y granulosos
(Johansson et al., 2000; Battison et al., 2003, Ka-
koolaki et al., 2010; Xian et al., 2017).

Las reacciones celulares de los hemocitos hacen
parte del mecanismo de defensa, y son las res-
ponsables de un amplio nimero de reacciones.
Por tanto, su concentracién cambia con el estado
de salud y depende de la exposiciéon a distintos
patégenos y sustancias quimicas. Su funcién in-
cluye una variedad de procesos (transporte, sin-

tesis de pigmentos, coagulacién, reparaciéon de
heridas, reposicion de la cuticula y proteccion a
infecciones ocasionadas por bacterias), y dado
que cada uno de estos procesos requiere de he-
mocitos, una disminucién de su namero total y
de la consiguiente liberacion de fenoloxidasa
puede afectar el mecanismo de defensa celular.

Existen referencias de la influencia de los ciclos
lunares en los procesos fisiologicos en el cama-
rén, Araujo (2000) realizé un estudio en camaro-
nes de lagunas de produccion, analizando la tex-
tura del exoesqueleto durante cada fase lunar pa-
ra determinar la retencién de sulfitos. Molina et
al. (2000) relacionaron el proceso de ecdisis con
las fases lunares, encontrando que el 80% de los
organismos sincronizan la muda con la fase de
luna nueva, ademas hay evidencias de que en
periodos cercanos a la ecdisis estos organismos
pueden disminuir o cesar el consumo de alimen-
to (O'Halloran y O'Dor, 1988; Shin y Chin, 1994;
Cadena, 2000). Robertson ef al. (1987) sehalan la
importancia que hay en determinar la periodici-
dad de ciertos procesos fisiologicos como la mu-
da, para dar un mejor manejo al cultivo de cama-
rén.

En el conteo tradicional con cAmara Neubauer se
reporta una amplia variabilidad sobre el namero
total de hemocitos para diferentes especies, entre
los 3-6 x10¢ células mL-! en Litopenaeus vannamei
del grupo control (Bautista-Covarrubias et al.,
2015) a 11 x10¢ células mL- reportadas para Pe-
naeus californiensis (Martin y Graves, 1985), hasta
un valor maximo de 5.3 x10° células mL" regis-
trado en Fenneropenaeus indicus por Kakoolaki et
al. (2010).

En los crustaceos, el nimero de hemocitos refleja
el estado de salud, y cambios en su concentracion
reflejan una variacién de la susceptibilidad a en-
fermedades causada por factores estresantes
(Rendén y Balcézar, 2003). Por otra parte, las va-
riaciones en el nimero de hemocitos pueden ser
debidas al tipo y a la concentracién del contami-
nante utilizado, al tiempo de exposicion y a la
especie de organismo utilizada (Yeh et al., 2004).
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Actualmente la citometria de flujo ha sido recono-
cida como un método sensitivo y eficiente para
cuantificar el nimero de hemocitos y evaluar la
respuesta en invertebrados cuando se estimula
una respuesta inmunolégica (Cardenas et al,
2000). También con citometria de flujo se puede
identificar morfologia celular, fagocitosis, estallido
respiratorio y actividad mitocondrial (Sun et al.,
2010). Sin embargo, el método tradicional para
contabilizar el nimero total de hemocitos ha sido
la caAmara de Neubauer y el uso de microscopio,
ademas con el uso de camara Neubauer se ha de-
mostrado que el nimero de células de P. japonicus
es variable en funcién del sexo del organismo y
del estadio de muda donde se encuentre (Sequeira
et al., 1995).

Es posible que las fases lunares puedan influir en
la fisiologia de los progenitores utilizados para la
reproduccién y obtencion de larvas, a pesar de
que se mantengan bajo condiciones favorables de
alimentacion, espacio y de calidad de agua, el nt-
mero de hemocitos puede disminuir o aumentar
en funcién del ciclo lunar, por lo tanto en el pre-
sente estudio, el objetivo fue el conocer el nimero
total y diferencial de células en camarones proge-
nitores mediante uso de cdmara de Neubauer y
con equipo de citometria de flujo.

MATERIAL METODOS

La hemolinfa de 40 organismos utilizados para el
conteo total y diferencial de hemocitos fue donada
por el propietario del Laboratorio de larvas de ca-
marén Acuacultura Integral S.A. de C.V., localiza-
do en el municipio de San Blas Nayarit. El mues-
treo de la hemolinfa se realiz6 durante los meses
de septiembre y octubre, correspondiente a cuarto
creciente, luna llena, cuarto menguante y luna
nueva.

Extraccion de hemolinfa

La muestra de hemolinfa se tomé con una jeringa
para insulina de 1mL que se insert6 en la parte
dorsal del camarén entre el cefalotérax y el primer
segmento abdominal. Posteriormente se extrajo
una muestra de 100 pL de hemolinfa, que fue colo-
cada en un trozo de papel parafilm sobre una ca-

ma de hielo a 4 °C.

Tiempo de coagulacién

De la hemolinfa colocada en cama de hielo se to-
maron 20 pL que fueron colocados en a un micro-
tubo capilar para hematocrito de 1.55 mm de dia-
metro (Marca Brand SD) que se invirtié repetida-
mente. El tiempo de coagulacién se contabiliz6 a
partir del momento de insercién de la aguja hasta
cuando la hemolinfa dejé de fluir en el microtubo
(Jussila et al., 2001).

Fijacién de hemocitos

El resto de la hemolinfa (80 pL) fueron vertidos en
un microtubo eppendorf (capacidad 2 mL) en el
cual se mezcl6 con un volumen igual de anticoa-
gulante (27 mM citrato trisédico, 385 mM cloruro
de sodio, 115 mM glucosa, pH 6.6) (Huang et al.,
2010), de esta muestra se extrajo una submuestra
de 50 pL y se fij6 con igual volumen de formalina
(formalina al 37%, 0.45 M de NaCl) para el recuen-
to total y diferencial de hemocitos.

Conteo con camara Neubauer

El conteo total de hemocitos (CTH) se realiz6 con
un microscopio 6ptico; se mezclaron 50 pL de he-
molinfa con anticoagulante (Costa et al., 2009). Los
conteos se realizaron utilizando el objetivo a 400X,
en una camara Neubauer, cinco cuadrantes fueron
contabilizados de acuerdo a lo establecido por
Arredondo y Voltolina (2007).

Para el conteo diferencial de hemocitos (CDH)
fueron utilizados 20 pL de hemolinfa fijada y ob-
servada en camara Neubauer a 400X. Se contabili-
zaron las primeras 200 células en funcién de su
tamafio y morfologia y se obtuvo el porcentaje co-
rrespondiente.

Conteo con citémetro de flujo

El conteo por medio de citometria de flujo se reali-
z6 tomando 50 pL de hemolinfa previamente fija-
da en formol; solo cinco muestras tomadas al azar
por fase lunar fueron analizadas. La submuestra
fue colocada en el citometro de flujo (BD Accuri
modelo C6), con base en la lectura realizada por el
citometro se realiz6 el calculo correspondiente pa-
ra conocer el nimero de células por mililitro.
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Analisis estadistico

Los valores del tiempo de coagulacién y el nime-
ro de hemocitos fueron analizados mediante
prueba de normalidad y homocedasticidad
(Kolmogorov-Smirnov y Bartlett’s) y se realiza-
ron ANOVA de una via. Cuando los suspuestos
estadisticos no se cumplieron se aplicé la prueba
de Kruskall-Wallis, cuando se evidenciaron dife-
rencias significativas, la prueba de comparacién
de Tukey fue utilizada, todas las pruebas fueron
realizadas con un a =0.05.

RESULTADOS
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El tiempo promedio mayor de coagulaciéon de la
hemolinfa se presenté en progenitores del mues-
treo de luna llena, mientras que el valor méas bajo
se obtuvo en hemolinfa de progenitores del
muestreo de cuarto menguante, lo que represento
1.7 veces menor que el tiempo de los camarones
obtenidos en luna llena. El andlisis estadistico
realizado (ANOVA una via) determiné diferen-
cias significativas (P=0.04) entre los valores de
tiempo de coagulacién, para aislar las diferencias
se realiz6 una comparacién de a un nivel de sig-
nificancia de 0.05, las diferencias significativas se
muestran en la Figura 1.

Cuarto creciente

Luna llena

Cuarto menguante Luna nueva

Fase lunar

Figura 1. Tiempo promedio (+ desviacion estdndar) de coagulacién de la hemolinfa
de progenitores de camarén en diferente fase lunar.

Conteo total de hemocitos con cidmara Neu-
bauer

El mayor valor promedio de CTH fue en proge-
nitores muestreados en la fase de luna llena (72
x 10¢ células mL1) y el valor menor fue en ca-
marones del muestreo de luna nueva (27 x 10¢
células mL1), a pesar de que los valores prome-
dio de células obtenidas en luna nueva repre-

senta 2.6 veces menor a lo obtenido en luna lle-
na, no represento diferencias significativas
(P=0.069), la tendencia se muestra en la siguien-
te Figura 2
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Figura 2. Valores promedio (+desviacion estdndar) de células de progenitores de cama-
rén durante diferentes fases lunares y contabilizadas con cAmara Neubauer.

Conteo diferencial de hemocitos

Los porcentajes de los tres diferentes hemocitos
contabilizados por el tamafio y presencia o no de
granulos fue mayor para hialinos (H), seguido de
semigranulosos (SG) y los de menor namero fue-
ron los hemocitos granulosos (G) con 2.3%. Res-
pecto al porcentaje promedios de hemocitos H de
camarones del muestreo de cuarto menguante, el
promedio fue menor y significativamente diferen-
te (P<0.05) a los porcentajes promedios de H, de
camarones de las diferentes fases lunares. El por-
centaje de hemocitos SG fue significativamente

mayor en camarones de la fase de cuarto men-
guante que los porcentajes obtenidos en camaro-
nes de las diferentes fases lunares. De la misma
manera que los SG, el mayor porcentaje de hemo-
citos G, se contabiliz6 en camarones de la fase lu-
nar de cuarto menguante, el anélisis estadistico
aplicado logro determinar diferencias significati-
vas con respecto a los promedios de hemocitos G
obtenidos en camarones de luna nueva, cuarto cre-
ciente y luna llena (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes promedio de hemocitos (+ desviacion estdndar) de progenitores de ca-
maroén, encontrados con cdmara Neubauer

Tipo de célula Cuarto creciente Luna llena Cuarto menguante Luna nueva
H 62.5+11.3b 65.3+5.3b 45.4+11.4a 06.4+4.7b
SG 33.3#9.2a 32.3+5.7a 46.5+9.0b 31.3£5.2a
G 42+2.7a 2.4+0.8a 8.1£2.5b 2.3%1.5a

ANOVA una via por tipo de célula, comparaciéon de promedios Tukey (P<0.05). a<b
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Conteo total de hemocitos con citometro de flu-

jo

El nimero de células contabilizadas por citome-
tria de flujo arroj6 como resultado una tendencia
similar a lo contabilizado con cdmara Neubauer,
el valor mayor promedio y el valor de menor
promedio de células, fueron contabilizados en la
fase de luna llena y luna nueva respectivamente.
Especificamente el conteo de células mediante
citometria de flujo, los promedios de células en
camarones muestreados en fase de luna llena fue
22x105 células mL-1, mientras que el menor valor
fue en camarones analizados en la fase de luna
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nueva (0.5 x105 células mL-1). El namero de célu-
las contabilizadas mediante citometria fueron
menores que las contabilizadas con camara Neu-
bauer, el andlisis estadistico realizado (Kruskal-
Wallis)  detect6  diferencias  significativas
(P=0.001) entre los valores obtenidos en cada una
de las fases lunares, para aislar las diferencias se
realizé una comparacién de promedios mediante
la prueba Tukey (P<0.05). Las diferencias signifi-
cativas en los promedios de células contabiliza-
das por citometria de flujo se muestran en la si-
guiente Figura 3.

a

o= ]

Cuuarto creciente

Luna llena

Cuuarto menguante  Luna nueva

Figura 3. Valores promedio (+desviacion estandar) de células
totales de progenitores de camarén en diferente fase lunar.
a<ab, a<b.

Los hemogramas obtenidos representan compa-
rativamente poblaciones de células en la hemo-
linfa de camarén colectado en la fase de cuarto
menguante y luna llena, lo que representa dife-
rencias significativas en la poblacion de hemoci-
tos obtenido mediante citometria de flujo
(Figura 4).
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Figura 4. Hemogramas de hemocitos totales durante Cuarto menguante (a) y Luna
llena (b). Eje “X” representa el tamafio de las células y el eje “Y” indica granulari-

DISCUSION

El tiempo de coagulacién de la hemolinfa de pro-
genitores fue mayor en luna llena, se ha considera-
do que el incremento en el tiempo de coagulaciéon
puede ser usado como un indicador de estrés
(Jussila et al., 2001; Fotedar et al., 2001), en juveni-
les de Litopenaeus vannamei se ha demostrado
igualmente un incremento en el tiempo de coagu-
lacién por la exposicién a concentraciones subleta-
les de sulfato de cobre (Bautista-Covarrubias et al.,
2015). Los tiempos de coagulacion de la hemolinfa
en organismos en buen estado de salud se mantie-
nen entre 30 y 40 segundos (Lightner y Readman,
1988), pero si la presencia de bacterias en la hemo-
linfa es abundante, aumenta el tiempo de coagula-
cion. Por lo tanto, el tiempo de coagulacion se
puede usar como indicativo de salud y como crite-
rio de evaluacién de respuesta a una enfermedad
(Yoganandhan et al., 2003). A pesar de que el ma-
yor tiempo promedio de coagulacion (1.11+0.31
minutos) se presenté en hemolinfa de progenito-
res del muestreo de luna llena, no se observé un
sintoma de enfermedad.

La respuesta celular es un mecanismo de defensa
de los crustaceos ante la presencia de microorga-
nismos patégenos y también debido a la presencia
de residuos téxicos. Se ha referenciado que cam-
bios en el nimero total de hemocitos circundantes

dad.

en la hemolinfa pueden ser debido a diversos fac-
tores, como el estrés fisioldgico, la exposiciéon a
contaminantes (Kaoud y Rezk, 2011), cambios en
la temperatura o en la salinidad (Wang y Chen,
2005; Fan et al., 2013), ademas de la exposicién a
metales a nivel laboratorio (Lorenzon et al., 2001),
al tiempo de exposiciéon y en funcién de la especie
de crustaceos utilizada (Yeh et al., 2004). Es necesa-
rio mencionar que el valor maximo y minimo del
total de células conatabilizadas con camara Neu-
bauer y por citometria de flujo coincide con las
fases de luna llena y luna nueva, es posible men-
cionar que la variabilidad en el CTH en progenito-
res puede también estar influenciado por la fase
lunar y el proceso de muda.

En el presente trabajo la diferenciacién de células
con microscopio, represent6 a los H en mayor por-
centaje (66%), seguido de SG (46.5%) y G (8.1%).
Rueda (2018) en un estudio en el que experiment6
diferentes dietas vitaminadas para Penaeus van-
namei, en su tratamiento control, coincide en que
las células més abundantes son los hemocitos H
(4.0 £ 2.0 X107), seguidos de los hemocitos SG
(1.3+0.5 x107) y finalmente los hemocitos G
(1.2+0.2 x107), mientras que Cérdenas et al. (2000),
mediante citometria de flujo determinaron en Pro-
cambarus zonangulus la poblaciéon de H (77.1%), SG
(2.3%) y G (12.6%) cuando el organismo fue
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expuesto a pared celular de hongos, lo cual
pudiera representar la disminucion de los
hemocitos SG. Giulianini et al. (2007) han
demostrado que todos los tipos de hemocitos
aumentan en presencia de particulas extrafias
pero en mayor cantidad las células del tipo
granuloso, asi como también los SG aumentan
cuando P. monodon son expuestos a baja dosis
de un estimulante estructuralmente similar al
ARN de doble cadena, que estd presente en
algunos virus (Poly I:C) y generar a una alta
dosis la producciéon de especies reactivas de
oxigeno, de nitrégeno y produccién de 6xido
nitrico (Xian et al., 2018).

El hecho de que se observe un incremento en el
ntimero de hemocitos SG y G en ciertas fases
lunares puede indicar que los organismos se
encuentran bajo algin factor estresante y
requiera mayor cantidad de este tipo de
células, ya que tanto los hemocitos SG como
los G son los que contienen en su interior el
sistema proPO (Smith y Soderhaill, 1983; Chen
et al, 2014) el cual serd activado para la
eliminacién de agentes ex6genos.

El citémetro de flujo es wuna tecnologia
importante que permite identificar
caracteristicas de los hemocitos de camaroén;
tamafio, complejidad, fagocitosis, estallido
respiratorio,  actividad = mitocondrial vy
viabilidad para evaluar los mecanismos de
defensa y de modulacién como respuesta del
camarén a agentes patogenos y de estrés
ambiental (Sun et al., 2010). Considerando que
las condiciones ambientales y de calidad de
agua en la que se mantienen los progenitores
son de condicién favorable, fue determinado
mediante citometria de flujo variabilidad en el
nimero de células totales en hemolinfa
colectada en cuarto menguante y luna llena.
Mientras que Xian et al. (2011) mediante la
citometria de flujo, encontraron decremento
del ntimero total de hemocitos en funcién del
tiempo de exposicion a nitrito, ademads
determinaron que ocasioné dafio al ADN vy
una sobreproduccién de especies reactivas de

oxigeno (ROS) en P. monodon. Finalmente
mencionar que la utilidad de la citometria de
flujo es de gran importancia en la acuicultura,
ya que permite identificar anormalidades en el
sistema de defensa del camarén, ademas de
conocer en corto tiempo el estatus de salud de
los organismos de cultivo.

CONCLUSION

En conclusion, el presente estudio demuestra
que la variabilidad de hemocitos sucede en la
hemolinfa de progenitores en funcién de las
fases lunares, considerando sus condiciones
favorables que se les mantiene en los estanques
no puede ser una condicién de estrés lo que
ocasione tal efecto. Asi mismo, se demostrd
que hay un incremento celular en el muestreo
de hemolinfa en luna llena y una disminucién
en luna nueva determinado por los dos
métodos empleados de CTH. A pesar de haber
encontrado diferencias significativas en el
tiempo de coagulacion, esta no se relaciona con
algin problema de presencia de bacterias o de
estrés, mas bien pudiera estar relacionado con
el proceso de muda ya que el mayor tiempo de
coagulacién coincide con el muestreo de luna
llena
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