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En este estudio, se evalué el efecto inmunomodulador de los polisacaridos hidrosolubles
(PH) extraidos del alga café Macrocystis pyrifera adicionada a la dieta de los juveniles del
camaron blanco L. vannamei al ser desafiados con el patégeno V. campbellii. Los
camarones (10.9 = 0.2g) fueron alimentados durante 12 dias con alimento suplementado
con PH en dosis de de 0, 2 y 3 g kg''. Posteriormente al 13avo dia se hizo una prueba de
desafio con la bacteria Vibrio campbellii (= 4.6 + 0.15 x 10 UFC g de camaron) y se
evalué alas 2, 4, 6, 12 y 24 hs el efecto de los polisacaridos hidrosolubles (PH) en la
respuestas fisiolégicas Consumo de oxigeno (mg O, h™' kg™'), hematolégica Conteo total de
hemocitos CTH (x 10° células ml™) y hemocianina (mmol 1) y metabélica proteinas
totales (mg ml™) y la razén He/P (%), glucosa (mg dI™") y lactato (mg dlﬁl). El consumo de
oxigeno, el CTH, el lactato y la hemocianina no fueron significativamente diferentes
(p>0.05) entre los tratamientos con las diferentes concentraciones de PH, pero si
influencio en las proteinas totales y en la razén He/Protefna. El tiempo de infeccién con V.
campbellii solo afecto a la glucosa y a las proteinas totales (p<0.05). Los resultados
revelan que los PH influenciaron en la respuesta metabolica del camardn, y el proceso de
la infeccion  afecto principalmente a la glucosa y a las proteinas totales. No existié efecto
interactivo entre los PH y la infeccién (p> 0.05). Se concluye que la mejor supervivencia
y las respuestas fisiolégicas, hematoldgicas y metabdlicas mas estables en el camarén .
vannamei fue con los organismos alimentados con la dieta de 2g kg'de PH, esta
capacidad es atribuida a los polisacaridos hidrosolubles extraidos del alga M. pyrifera

utilizados en la dieta y ademads a la concentracién del inmunomodulador.
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ABSTRACT of the Thesis by Caroline Gladis Tordoya Romero, presented as partial
requirement to obtain the MASTER IN SCIENCES degree with the Orientation in
MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California. October 2008.

“Study to evaluate the effect inmunomodulator of the pelysaccharides hydrosoluble
of Macrocystis pyrifera into the diet of Litopenaeus vannamei “

Abstract

In this study, the effect of the immune water-soluble polysaccharide (PH) extracted from
brown algae Macrocystis pyrifera added to the diet of juvenile white shrimp L. vannamei
to be challenged with the pathogen V. campbellii. Shrimp (10.9 + 0.2g) were fed for 12
days with food supplemented with PH in doses of 0, 2 and 3 g kg-1. Subsequently the 13th
day was a test challenge with the bacterium Vibrio campbellii (= 4.6 + 0.15 x 104 CFU g’
shrimp) and was evaluated at 2, 4, 6, 12 and 24 hours the effect of water-soluble
polysaccharide (PH) in the physiological responses consumption of oxygen (02 mg kg b’
", Total Count hemocytes THC (x 106 cells ml™") and hemocianine (mmol 1) and
metabolic such as total protein (mg ml -1) And the reason He / P (%), glucose (mg dl-1)
and lactate (mg dI-1). The oxygen consumption, THC, lactate and hemocianine were not
significantly different (p> 0.05) between treatments with different concentrations of PH,
but if influence on the total protein and the ratio of He/protein . The process of infection
with V. campbellii only to glucose and total protein have an effect (p <0.05). The results
show that PH influenced the metabolic response of the shrimp; the process itself of
infection affects mainly the total protein and glucose. There was no interactive effect
between HP and infection (p> 0.05). We conclude that the best survival and physiological
responses, hematological and metabolic were more stable in the shrimp L. vannamei with
the organisms were fed the diet of 2g kg™ of PH, this capacity is attributed to the water-
soluble polysaccharide extracted from seaweed M. pyrifera used in the diet and in addition

to the concentration of immunomodulator.

Keywords: Litopenaeus vannamei, hydrosoluble polysaccharide Immunomodulator, Fibrio
campbellii, physiological hematological and metabolic responses.
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Introduccion

Una de las especies de mayor interés comercial en la industria del culivo de animales
marinos €s el camardn blanco Litopenaeus vannamei, que abarca ¢l 30% de la produccion
de camarones peneidos en el mundo (Pérez-Farfante v Kensley, 1997). Es una especie
nativa del Pacifico que se distribuye desde el golfo de California en México, hasta el norte
de Pertl, arcas donde la temperatura del agua es mayor a los 20°C a lo large del afio (Briggs

et al., 2005).

Meéxico ocupa el segundo lugar en el cultivo de camardn en ¢l continente americano, y aln
asi, la produccidn no satisface la demanda de mercado (Pascual e a/., 2003a). El aumento
en la produccion de este recurso requiere resolver problemas asociados a las condiciones
de cultivo, como la obtencidn de semilla de buena calidad (Pascual et al., 2003a). Sin

embargo son las enfermedades, las que han provocado importantes pérdidas ccondmicas

(Lightner, 1999).

Bachere (2000) refiere que la presencia de enfermedades en los peneidos en general esta

ligada con su condicién fisiologica, la cual depende de las condiciones ambientales y
nutricionales (Kautsky et al., 2000). En este contexto, establecer programas que permitan
monitorear el estado fisiologico de los organismos se torna indispensable como una medida
para conocer el estado de salud de los camarones en condiciones de cultive, y con ello,
proporcionar elementos de decision que ayuden a mejorar la rentabilidad de esta actividad
productiva. Otro aspecto relevante es la disponibilidad y la calidad de la energia exdgena

del medio; la cual es asimilada por los organismos a través de las proteinas, lipidos,

carbohidratos, vitaminas y minerales (Pascual ef al., 2003b).




La faita de criterios para la evaluacion de la condicion nutricional y/o de salud, generd que
diversos grupos de investigacion propusieran indicadores del estado fistolégico, nutricional
¢ inmunologico de los animales en cultivo con la finalidad de contar con herramientas de
diagnostico. En este sentido, destacan los trabajos Hevados a cabo por Diaz ef af (2004);
Re ef al (2004); Medina (2006); Gonzalez ef al (2606) v Flores er ai. (2007) sobre el
cstudio de diversas respuestas fisiolégicas como la capacidad osmorreguladora (0, <l
consumo de oxigeno (VOy), la excrecion nitrogenada v la relacién atémica oxXigeno-
nitrogeno (O:N), los cuales son indicadores del efecto de los factores ambientales sobre los
requertmientos energéticos de los crustaceos. Bl consumo de oxigeno es un método que
permite la evaluacion de la respuesta fisioldgica en los camarones expuestos a variaciones

ambientales (Rosas ef al., 2001a; Re et al., 2004; Spanopoulus-Hernandez ef af., 2005).

Rosas et al. (2001b, 2002a); Sanchez et al(2001); Pascual ef al. (2003b) y Flores (2007)
proponen el seguimiento de ciertas variables metabolicas de Ia hemolinfa como: glucosa,
colesterol, lactato y proteinas, y como variable hematoldgica a la hemocianina, estas
moléculas son importantes para determinar el estado nutricional y de estrés en los
organismos, mientras que las variables iInmunolégicas como el conteo total de hemocitos
(CTH) y el sistema enzimatico de la profenoloxidasa (proPro) juegan un rol importante en
el sistema de defensa (Rosas et al.,, 2002a). Ademas, en la hemolinfa circulan moléculas
importantes como la hemocianina, las inhibidoras de proteasas, las proteinas de
reconocimiento y varias lipoproteinas, entre ellas el factor de coagulacion y la proteina
fijadora de beta glucanos BG interrelacionadas con los aspectos mmunolégicos de los

crustaceos (Maldonado et al., 2003; Liu y Chen, 2004).

Estudios recientes han demostrado el uso de algunos metabélitos como indicadores de las
respuestas fisiologicas; se observo que las proteinas sanguineas y la glucosa fueron
indicadores del tipo de dieta suministrada y de los diferentes niveles de inclusién de
proteinas y carbohidratos en la dieta para juveniles de Litopenaeus vannamei v L. setiferus,
ademas estos organismos fueron expuestos a altas y bajas salinidades (Rosas et al. 2001a,

2001b; Gonzales, 2006; Flores, 2007). Asi también, se ha reportade que la glucosa, el




lactato, los triaciighicéridos, el colestercl v las proteinas, pueden ser utilizados como

indicadores de estrés en juveniles de L. vannamei (Racotta v Palacios 1998), v como

indicadores del estado reproductivo v calidad de las larvas (Palacics, 1999). Para Penaeus

monodon Van Ham y Hall (1998} reportaron comeo indicador de estrés agudo a la ghicosa,

ya que se ncrementd su conceniracidn cuando se disminuyd el oxigeno v se aumentd los

miveles de didxido de carbono disueltos,

Otro elemento presente en la hemolinfa que se ha utilizado como una herramienta para

monitorear el estado fisiolégico, es la hemocianina, polipéptido que tiene incorporado al

cobre, el cual funciona como sitic active acarreador de oxigeno v representa el 60-95% del

total de proteinas en la hemolinfa de crusticeos (Djangmah, 1970), v resulté ser un

indicador fisiolégico en animales expuestos a diferentes condiciones ambientales, como

altas concentraciones de amonio (Chen y Cheng, 1993a, Chen v Cheng, 1993b v Chen ef
al., 1994} y nitrito (Cheng er a/l., 1999), alta y baja salinidad (Gonzalez, 2006 vy Flores,

2007), hipoxia (Hagerman, 1986), diferentes niveles de inclusion de carbohidratos v

proteinas dietéticas (Rosas et al., 2001a).

De tal forma que las variables metabélicas como la glucosa v el lactato han sido utilizadas

como indicadores de estrés, mientras que la hemocianina y los metabdlitos como proteinas

totales, lipidos totales, triglicéridos y colesterol pueden ser utilizados para medir la

condicion fisiologica de los camarones en condiciones de cuitivo {Rosas ef al., 2002a,

Pascual et af., 2003b).

Para determinar la salud de los camarones se evalilan las respuestas inmunes a través del

conteo total de hemocitos (CTH) y el estallido respiratorio, (Mercier et al. 2006). Los

camarones Peneidos no poseen un sistema inmunoldgico especifico ni con capacidad de

memoria, lo que impide la utilizacién de vacunas (Beger, 2000; Rodriguez ef af., 2000;

Rendon y Balcazar, 2003), estos invertebrados solo poseen mecanismos de defensa frente a

la invasién microbiana (Fu ef al., 2007). Estas respuestas lo realizan a través de los

hemocitos, quienes constituyen el sistema de defensa en los crusticeos y por tanto, realizan




funciones como la melanizacidn, activada por ¢l sistema de la proPo, fagocitons,
encapsulacion de material extrafio, accion antimicrobiana, aglutinacién, formacién de
nodulos vy citotoxicidad (Maldonado er /., 2003; Rendén v Balcazar, 2003; Liu v Chen,
2004; L er «af., 2000). Los hemocitos circulantes en la hemolinfa son clasificados
generalmente en  células  hialinas, semigranulares v granulares. Ambas célnlas
semigranulares y granulares activan el sistema de la proPo, la fenoloxidasa es la enzima
terminal en el sistema de la proPo y es activada por cantidades minimas del componente de

la pared celular microhiana (Fu ef af. 2007).

B1 CTH en crusticeos varia en respuesta a infecciones, esirés ambiental, por la ablacidn
unilateral del pedinculo ocular en hembras y en la extirpacién del espermatdforo en
machos y en la activiﬁad endocrina durante el ciclo de muda (Rodriguez v Le Mouliac,
2000; Flores, 2007). Asimismo, Le Moullac et af. {1998) reportaron una disminucién del
CTH y con eilo su resistencia a la infeccion con Vibrio, cuando el L.stylirostris fue

sometido a hipoxia. Esto indica que el bajo nimero de hemocitos representa una mayor

susceptibilidad de los organismos a enfermedades (Le Moullac y Haffner, 2000, Espinosa
et al., 2002). '

Rodriguez v Le Moullac, (2000), mencionan que las investigaciones se han enfocado en
conocer las condiciones fisiologicas de los organismos con la finalidad de establecer sus
requerimientos nutricionales v ambientales necesarios para optimizar la produccién
centrados principalmente en el mejoramiento de los alimentos balanceados. Como parte de
esta estrategia, se han modificado los niveles de vitaminas, minerales, pigmentos y se han
incluido diversos tipos de inmunoestimulantes en un intento por mejorar el estado
nutricional de los camarones y asi aumentar la tolerancia a las enfermedades (Meyers y

Latscha, 1990; Kontara et al., 1995; Merchie et af., 1998).

Las substancias inmunoestimulantes son extraidas de las paredes célulares de
microorganismos como las bacterias Gram negativas (lipopolisacaridos), bacterias Gram

positivas (peptidoglicanos), hongos, levaduras y aigas (B 1, 3 glucanos) (Fu er al., 2007).




Muchos estudios han demosirade que algunos tipos de polisacarides de origen algal pueden
proveer o estimular la inmunidad y resistencia frente a las enfermedades en los animales
en condiciones de cultivo (Castro er al,, 2004; Cheng ef ol., 2005; Huang et al., 2006; Lin
ef al., 2006, Yeh ef al, 2006; Fu et ol., 2007). Estos polisacaridos son obtenidos de algas
marinas, las cuales presentan sustancias lnmunolégicas activas (Casiro ef al, 2004).
Zvyagintseva et ¢f. (2003) manifiesta que el contemdo de polisacanides hidrosclubles en

tas algas pardas varia entre un 40 a 80% de su biomasa seca.

Se ha inmunoestimulado a L. vannamei con diversos extractos de algas marinas y se ha
desafiado con V. alginolyticus; Hou y Chen (2003) inyectaron extractos de Gracilaria
tenuistipitat y Yeh et al. (2006} utilizaron via inmersidon e inyeceidn extracto caliente de
Sargassum duplicatum, demostraron que hubo un aumento de la habilidad inmune ai
merementarse ¢l CTH, la actividad fenoloxidasa y el estallido respiratorio, estos
indicadores del mecanisme de defensa se producen como resultado de la actividad
fagocitica y microbicida, por tanto reportaron mayor resistencia del organismo frente a

fas infecciones.

La dosificacion del inmunoestimulante por via oral resulta mas practica que la inyeccién o
inmersion (Huang, ef al., 2006). Varios polisacaridos suplementados en la dieta han sido
reportados que potencian la actividad mmune vy la resistencia frente a las enfermedades
del camarén. Hs asi que Huang e al. (2006) utilizaron el extracto de Sargassum fusiforme
en Fenneropenaeus chinensis desafiado con V. harveyi, reportando incremento en CTH,
concentracion de proteinas, actividad fenoloxidasa y lisozima, los polisacaridos con 0.5,
1.0% presentaron los mejores resultados. Mientras que Fu ef al. {2007) suministrando
extracto caliente de Gelidium amansii en Litopenaneus vannamei desafiado con V.
alginolyticus, encontraron mejores resultados en cuanto a actividad fagocitica y eficiencia
de depuracién de la bacteria con la dosis de 2g kg™ De igual manera, Cheng et al. (2005)
administrando alginato de sodio extraido de las algas Macrocystis pyrifera v Lessonia
nigrescen en L. vannamei desafiado con V. alginolyticus observaron una mayor actividad

fagocitica y eficiencia de depuracion del Fibrio en los organismos alimentados con la dosis




-1 P . .y - . ; Yo o - - I
de 2.0 g kg, Ademas la inclusidn de alginatos de sodio puede modificar la expresicn de

genes inmunes del camardn Penaeus monodon (L ef al.,2006).

La macroalga, Macrocystis pyrifera, pertenece al orden de las laminarias, es un alga de
gran tamafio que alcanza los 50 metros de longitod o més v habita 1z parte somera de la
zona de mareas hasta los 40.3m en areas de fondo rocosos. Se distribuye en muchas partes
del mundo, encontrandose principalmente desde Baja California, Mexico hasta ¢l estado de
Oregén en Estados Unidos, y también se encuentra en las costas del Pery, Chile,
Argentina, Sudafrica y Australia (Cruz—Suarez et of., 2000; Latorre v Flores—Aguilar,
2004). Dependiendo de los procedimientos de extraccidon es posible obtener las fracciones
A (laminarian y fucoidan) B (fucoidan) y C (acide alginico), los cuales son los diferentes
componentes de los polisacéridos solubles de Macrocystis como lo reportan los siguientes

autores Zvyagintseva et al (1999} ; Zvyagintseva et al (2003); Riux ef al (2007).

Desde 1998 M. pyrifera viene siendo utilizada en algunos alimentos comerciales para
engorda de camardon como “agente aglutinante” y como “aditivo mmunoeshimulanie”.
Cruz-Suarez et al. (2000) manifiestan que esta alga mejora las condiciones fisiolégicas del
camarén gracias a sus compuestos como alginato de sodio (18 - 26%) vy fucoidan,
polisacarido sulfatado, (5.2 — 5.4%). Estos dos compuestos poseen diversas actividades
biologicas, como la de incrementar la actividad fagocitica, la actividad anticoagulante y
antitrombotica, asi como producir un efecto antiinflamatorio, antitumoral y antiviral
(Zvyagintseva et al. 2003; Ponce et al., 2003; Castro er al,, 2004). Rivera et al. (2002)
reportan un incremento en la capacidad de resistencia de los crusticeos frente a infecciones
de microorganismos patégenos cuando la harina de Macrocystis fue adicionada en el

alimento entre un 15 y 20%.

Las enfermedades infecciosas son un gran problema en la produccion acuicola de muchos
paises. Existen muchos géneros bacterianos que causan epizootias en camarones
cultivados, sin embargo, se ha observado que aproximadamente entre el 80 y 90% de las

bacteria aisladas de mortalidades masivas de peneidos corresponden al genero Fibrio



(Lighitner, 1999). Deniro de las especies de Vitrio que han sido identificadas en los
sisternas de produccidn, se encuentran: Vibrie anguillarum, V. alginolyticus, V.

parahaemolyticus, V.harveyi, V. penaeicida, V. campbellii, entre otros (Phuoc ef o/, 2008).

La vibriosis usualmente ccurre durante el primer mes de cultive v puede cavsar més del
50% de mortalidad. La vibriosis fuminiscente es causada principalmente por V. Aarveyi,
V. campbeilii y ocasionalmente por V. splendidus, los cuales pueden causar infecciones en
los estadios larval, juvenil y aduito de camarones peneidos (Soto-Rodriguez et al., 2003;

Soto—Rodriguez ef af., 2006a).

Muchos Vibrios patégenos fueron aislados a partir de camarones enfermos (Gomez-Gil e7
al., 1998). Es asi que Giffard {(1999) identificé a V. harveyi (cepa Z2) como la principal
bacteria luminiscente en los sistemas de produccién larvaria en Sinaloa, México.
Posteriormente, Gomez-Gil ef al. (2004) identificd a ésta cepa mediante diversas téenicas
moleculares como V. campbellii v fue corroborado por Lizarraga y Bartlett (2007) por

medio de secuenciacidn.

V. campbellii es una bacteria gran negativa patégena en crustaceos (Scholnick et al,
2006). Muchos trabajos confirman su patogenicidad, en larvas de L. vamnamer (Soto-
Rodriguez et al, 2006a; 2006b), en juveniles de L. vannamei (Burgents et af., 2005,
Scholnick et al., 2006), en juveniles de L. vannamei y asociado al virus de la mancha

blanca (WSSV) (Phuoc et al., 2008).

La finalidad del presente trabajo es evaluar el efecto inmunomodulador de los polisacaridos

hidrosolubloes de Macrocystis pyrifera suministrado en la dieta del camardn blanco L.
vannamei cuando es desafiado con la bacteria V. campbellii a través de indicadores
fisiolégicos, metabolicos y hematolégicos con el objeto de contar con las metodologias

necesarias para el diagnéstico del estado de salud del camaron.




i Objetivos

H1. Objetivo General

Evaluar el efecto immunomodulador de los polisacéridos hidrosolubles de Macrocysiis

pyrifera adicionados en la dieta del camardn L. vannamei.

I1.1.7 Objetivos especificos
1) Obtencion de los polisacaridos hidrosolubles a partir del alga café Macrocystis pyrifera.

2) Determinar el efecto de la inclusién de dos concentraciones de polisaciridos
hidrosolubles de M. pyrifera (2y3 g kg) sobre la respuesta fisiolégica, metabolica v
hematolégica de L. vannamei indicado por cambios en el consumo de oxigeno, CTH,

hemocianina, proteinas totales, glucosa y lactato.

3) Realizar una prueba de desafio en juveniles de Z. vannamei alimentados con dietas
suplementadas con polisacdridos hidrosolubles de M. pyrifera ¢ infectados con V.

campbellii para determinar supervivencia, consumo de oxigeno, CTH, hemocianina,

proteinas totales, glucosa vy lactato.

4) Determinar la dosis de extracto de M. pyrifera que presenta las mejores respuestas

fisioldgicas, metabolicas y hematoldgicas en L. vannamert.




i1l Materiales v métodos
1i1.1 Preparacién de los polisacdridos hidrosolubles de Macrocystis pyrifera

Para la preparacion de los polisacéridos hidrosolubles (PH); se obtuvieron 40 kilos de M4,
pyrifera, recolectadas en Erendira, Baja California, se transportaron en hieleras para evitar
su deterioro al laboratorio de Nutricion Funcional donde se seleccionaron principalmente
las hojas, eliminando los neumatocistos y estipes (Bold y Wynne, 1978), posteriormente
las hojas fueron lavadas y extendidas en un invernadero para su secado por deshidratacion.

Cuando las hojas estuvieron secas, fueron molidas para obtener la harina de Macrocysitis

pyrifera.

Los PH se obtuvieron al mezclar 10.0g de la harina de M. pyrifera con 300 ml de agua

desionizada, esta suspensién fue hervida por 3 horas a iemperatura constante.
Posteriormente se filtré con una malla de nylon de 70 micras y se liofilizé en un

liofilizador marca LABCONCO segtin la metodologia descrita por Yeh et al. (2006).

HIL.2 Preparacion de las dietas experimentales

La formulacién de las dietas experimentales se realizd de acuerdo al programa de balanceo
MIXIT-WIN3 (Tabla I}. Para la preparacion de las dietas, los ingredientes secos fueron
mezclados con 30% de agua hasta obtener una pasta homogénea, en una batidora semi-
industrial, posteriormente fue pasada por un extrusor Marca UNIVEX formandose pellets
de 3.0mm de didmetro de tamafio uniforme. El alimento se colocd en charolas y fue
llevado a un invernadero para su secado, posteriormente, los pellets fueron almacenados a

-4°C (Fig. 1).
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Tabla I. Composicion de las dietas experimentales

Polisacaridos hidrosolubles (PH) de M. pyrifera (g kg™)
Ingredientes =
ROg PH2g PH3g
Rangen (g) 860 858 857
PH de M. pyrifera (g) - 2 3
Aceite de pescado (ml) 50 50 50
Glaten de trigo (g) 90 90 90
. Mezcl: Mezclado = | Pelletizado | \ Secado |
T —

'ﬂ"-

Fig. 1. Esquema de la preparacion de las dietas experimentales




1113 Cultive de ta bacteria,

La cepa de Vibrio campbeilii identificada como Z2, provienen de la coleccién de Vibrios
del laboratorio de Ecolegia Marina de CICESE a cargo del Dr. Marcial Leonarde Lizéraga
Partida. Esta cepa fue identificada come V. campbellii por métodos moleculares (Gomez-
Gil et af., 2004), y se probe su patogenicidad con nauplios de Arfemia v larvas de camardn

{(Soto-Rodriguez, 2002, 2003; Soto-Rodriguez et al., 2006a).

V. campbellii fue cultivado en medio agar Zobell (DIFCGO 1984) e incubado a 28 = 1°C por
24 horas. La bacteria fue cosechada y suspendida en suero fisiologico estéril (0.9% NaCl)
hasta que se obtuvo una densidad dptica {DO) aproximada de 0.9 a 600 nm = 10" UFC
ml™", leida en un espectrofotémetro Spectronic 20 Marca BAUSCH & LO, densidad

utilizada para la prueba de desafio.

Para confirmar ¢l numero de unidades formadoras de colonmias (UFC) obtenida, la
suspension bacteriana fue diluvida seriadamente en suero fisiolégico estéril y 0.1 ml fue
inoculado en placas dobles conteniendo agar (Vargas y Lizarraga, 1993; Anguiano, 1996;

Soto-Rodriguez et al., 2003).

111.4 Obtencion y mantenimiento de los organismos.

Se adquirieron 10,000 post larvas (Pliz) del camarén blanco Lifopenaeus vannamei
provenientes del Laboratorio de produccion Gloria S.A. de C.V. Tepic, Nayarit, México,
los que fueron colocados en dos estanques de 0.4m’ y uno de 2m’ con flujo continuo de
agua de mar, con un recambio diario del 100%, 28 = 1°C de temperatura, salinidad de
35%e vy aireacion constante. Se les proporcioné diariamente alimento balanceado Rangen
con 40% de proteina, dos veces al dia, en raciones equivalentes al 8% de su peso humedo

(ph). Cuando alcanzaron la talla de 10.93 + 0.17g, se seleccionaron al azar 300

organismos y se colocaron en 7 estanques de 0.2 m’ con agua de mar del sistema de

recirculacion.




IIL.5 Seleccion y separacion de los organismos experimentales.

Se colocaron 60 organismos de 10.93 + 0.17g en cada uno de los estanques de
recirculacion para cada una de las dietas experimentales: Rangen (R) (Og de PH), PH2g
(2¢ kg de PH) y PH3g (3g kg" de PH) desafiados con la bacteria y como control suero
fisioldgico (SF) sin desafio (Figura 2).

Los camarones de los tratamientos SF y ROg se les alimento con la dieta control Rangen

(alimento comercial sin extracto de M. pyrifera).

Sin desafio Desafio con V. campbeliii

Fig. 2. Distribucion a las unidades experimentales




FIE.G Desalio bacterial
Después de un periodo de 12 dias de alimentacién con las dietas experimentales, al 13avo.
se procedid a inyectar en el tercer segmento abdominal de los organismos experimentales,

50 pl de la suspension bacteriana con  una concentracidm de | x 107 UPC mli‘lq,

obteniéndose una dosis final equivalente 2 4.6 + 0.15 x 10° UFC g’ de camardn. Se aplicd

el mismo volumen de inyeccidn en suero fisiolégico (SF) para control. La dosis bacierial es
aproximadamente un sexto del LDsy para L. vennamei (Mikulski e @f, 2000) v
comparable en una base por peso a la mitad de la dosis utilizada en la evaluacion del
efecto de la exposicion de la bacteria V. campbellii en el metabolisme de L. vannamei
{(Scholnick, ef al., 2006), la supervivencia se cuantificoalas 2, 4,6, 8, 12,24, 48 y 72 hs v

se expreso en porcentaje.

ML.7 Consumo de oxigeno de Lifopenaeus vannamei

El consumo de oxigeno se midid después de la inyeccion con la solucion de Vibrio v suero
fisioldgico a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas para cada condicién experimental,  los
tratamientos fueron: ROg, PH2g, PH3g v SF. A estos mismos tratamientos se les evalud el
consumo de oxigeno en 2 v 4 horas antes de la infeccién con la bacteria para contrastar el

efecto de los polisacéridos hudrosolubles.

Para medir el consumo de oxigeno se utilizé un sistema respirométrico semiabierto (Fig. 3}
como el descrito por Diaz er al. (2007). Después de los 12 dias del periodo experimental,
se seleccionaron 20 organismos en estadio de intermuda, de acuerdo al procedimiento
descrito por Chan et al. (1988), estos camarones fueron colocados en forma individual 24
horas antes de iniciar las mediciones en las 21 cimaras respirométricas de 1000 ml, 20
unidades experimentales, mas uno del control para realizar las correcciones del consumo
de oxigeno producido por los microorganismos presentes en el agua. Antes de cerrar el
flujo de agua del sistema se tomo una muestra de agua de cada camara, para medir la
concentracion inicial de oxigeno disuelto con un oximetro YSI-50B provisto de un sensor
polarografico. Las cadmaras permanecieron cerradas por un periodo de una hora, es el

tiempo de incubacién para evitar que la concentracion de oxigeno en las camaras no
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disminuya por debajo del 30% y no produzca estrés en los organismos (Stern, 1984). Antes
de restablecer el flujo de las camaras se tomo nuevamente una muestra de agua de las

camaras para medir la concentracidn final del oxigeno disuelto.

Antes de introducir los camarones a las camaras respirométricas se determiné el peso
himedo (p.h.) de los mismos con una balanza Ohaus Explorer EOG120 para expresar el

consumo de oxigeno en mg O, h™ kg™ p.h. por cada tratamiento.

i

IBE5S

CALENTADOR

MOTOBOMBA

Fig. 3. Respirémetro semiabierto con 21 camaras de 1000 ml.
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111.8 Obtencitn de hemolinfz de los organismos experimentales.

Antes del desafio con la bacteria, se extrajo hemolinfa de 6 camarones por condicidn
experimental: ROg, PH2g, PH3g v SF como control, en un solo tiempo de muestreo para
contrastar el efecto de los polisacéridos hidrosclubles. Después de la inyeccion con Vibrio
v SF, se extrajo hemolinfa de 24 camarones, 6 por cada tiempo de muesirec: 2, 6, 12y 24

horas para cada condicidn experimental,

Para extraer la hemolinfa de los organismos provenientes de cada fratamiento se Inserid
una jeringa desechable hipodérmica (de 1 ml con aguja de 0.40 mum x 16 mm) a la altura de
la base del quinto par de periépodos de los organismos. La jeringa contenia
aproximadamente 200 pl de solucién anticoagulante fria (2-8°C), solucion isotdnica para
camarén, SIC-EDTA (Vargas - Albores er af., 1993). La dilucién de la muestra fue 1:3
hemolinfa-anticoagulante. La cantidad de hemolinfa extraida fue de = 100 ul y se tomaron

submuestras para la determinacién de las variables metabélicas y hematelogicas.

Todos los camarones utilizados se encontraron en estadio de intermuda. Para reducir la
actividad metabolica y el efecto de la manipulacidén, los camarones experimentales s¢
colocaron 5 minutos antes de la extraccién de la hemolinfa en recipientes de plastico de 4 1

con agua pre-aireada v enfriada a 18 °C (Rosas et al., 2002a, Pascual et al., 2003a).

I11.9 Conteo total de hemocitos

Para el conteo total de hemocitos (CTH), se tomé 10 ul de la mezcla hemolinfa-
anticoagulante de los organismos provenientes de cada condicion experimental y se colocd
en una camara de NeuBauer, la cual fue observada en un microscopio marca ZEISS. El

namero de hemocitos fue determinado segun la metodologia de Stein (1973).

111.10 Medicion de hemocianina
Para la cuantificacién de la hemocianina (Hc), 10 ul de hemolinfa fueron diluidos con 990

ul de agua destilada en una cubeta para UV de 10.0 mm (1.0 ml; 1.0 cm de espesor), en

donde se midio la absorbancia a 335.0 nm (Chen y Cheng 1993a).




La conceniracion de la He se determind utilizando un coeficiente de extincidn de £ = 1726
(Chen v Cheng 1993a), se aplicé la siguiente formula:
He= (absorbancia/17.26) x FD (Pascual et al, 2003a )

Donde FD es el factor de dilugidn.

{.a razén He/proteina fue calculada al dividir la concentracién de hemocianina (mmol i"'}
por 1a de proteina (mmol 1) la cual fue convertida a partir de mg mi" a mmol T al dividir

por 66 {Chen y Cheng, 1993b).

111,11 Determinacion de niveles metabdlicos {proteinas totales, glucosa y lactato)

Para la medicidn de los metabolitos en la hemolinfa de los organismos de cada condicicn
experimental, la muestra de la hemolinfa que fue diluida con anticoagulante frio (8 °C, 1:3
hemolinfa-anticoagulante) fue centrifugada a 800g por 3 minutos a 4 °C para separar el
sobrenadante, se utilizé una centrifuga Biofuge fresco marca Heraeus, segin la

metodologia descrita por Pascual ef al. (2003a).

La determinacion de proteinas totales, glucosa y lactato se realizé por medio de los kits

comerciales marca POINTE SCIENTIFIC.

111.12 Desinfeccion

Al finalizar cada uno de los experimentos de desafio con la bacteria, se sustrajeron los
camarones de cada unidad experimental y se¢ Ilevaron a esterilizar en autoclave. Los
estanques, el respirémetro completo (estanques y erlenmeyers) y todos los utensilios

utilizados fueron desinfectados con cloro al 1%.

Para corroborar la ausencia de Vibrio en el agua, se tomaron muestras del agua 10 y 100 mi
y se procedié a filtrar con bomba de vacio, posteriormente se sembré la membrana
filtrante de 45 n en placas conteniendo agar TCBS y se incubd a 28°C por 24 horas.

Confirméndose la ausencia total de Vibrio en el agua.




IT5.13 Analisis estadistico
Los datos de consumo de oxigeno, CTH, hemocianina, proteinas totales, glucosa y lactato,
fueron sometidos a un analisis exploratorio de datos. Posteriormente, se realizaron analisis

de varianza de dos vias (ANOVA), con ¢l fin de identificar las diferencias significativas

causadas por las concentraciones de los polisacaridos hidrosolubles del alga 'Macrog:’yszﬁs

pyrifera v el tiempo de infeccidn con la bacteria Vibrio campbellii (pre inyeccion y post

INyeccion).

Para los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad, se utilizd la prueba no
paramétrica de Kruskal- Wallis (Zar, 1999). Se realizaron pruebas a posteriori; método
Holm- Sidak, Dunnet vy Student Newman-Keuls, para determinar cual de las dos
concentraciones de los polisacaridos hidrosolubles del alga en la dieta ejercid un mayor

efecto sobre 1. vannamei al ser infectados con la bacteria,

El limite de aceptacion y rechazo fue ¢ p < 0.05. Los datos se procesaron utilizando el

paquete estadistico SIGMA Stat v.3 y se graficaron con ¢l programa SIGMA Plot v.9.
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IV. Resultados

IV.1 Supervivencia

La supervivencia de los juveniles de L. vannamei alimentados con dietas suplementadas
con diferentes concentraciones (0,2 y3 g kg™) de polisacéridos hidrosolubles y desafiados
con V. campbellii se muestra en la Fig. 4. Todos los camarones del grupo control, a
quienes solo se les inyect6 suero fisiologico (SF) sobrevivieron. En contraste, la mortalidad
ocurrié después de las 2 horas en los organismos alimentados con la dieta control (0Og kg
de PH) v los organismos que presentaron la menor supervivencia al final del experimento

(72 horas) correspondieron al tratamiento con 3g kg' PH.
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Fig. 4. Supervivencia (%) de L. vannamei después de la inyeccion con V. campbellii en las dietas
PH2g (@) y PH3g (©), y como control a ROg (A) y SF (V).




Se pudo apreciar algunos signos de la vibriosis en camarouns

estos fueron: nado errdtico, aletargamiento, henidas me%aﬁiiadas_(lilg ‘de 1a inyeccion),

flexibilidad del abdomen, opacidad de la musculatura abdo'm'ihai;__'C'él‘qraqi;(’)n;."réjl?fa;:y

cxpansion de los cromatoforos on los apendices.

iv.2 Consumo de oxigeno

Antes del desafio con la bacteria {pre inyeccién} se observaron diferencias significativas

{(p<0.001) en ¢l consumo de oxigeno entre los organismos ahmentados con las diferentes

concentraciones de PH (Fig. 5).

Tahla T1. MNiveles del consums de oxigeno, CTH, hemeciznina, proteinas totales, razém He/proteina,
glueosa y lactato para L. vanname! alimentade com dietas suplementadas con polisacdrides
hidrosotubles y desafiado con V. campbellii,

Peso humedo (g}

Consumo de oxigeno

(mg On 1 kg

CTH (x 10 células ml™)
Hemocianina (mmel 1)
Proteinas totales  (mg mi™)
Razon He/ proteina (%}

Glucosa (mg di™)

Lactato (mg di™)

Concentracién de polisacdridos hidrosclubles (g kgh

Rig
11.51 %031
49,01+ 8.132-8536+3.64a
1.42+£0.04a-238+0.05a
0.67+0.052-1.15+0.03a
75.23+4.542 - 127,142 4.42b
488 £3.6b—-93.3+8.8¢c
7.64+186a-84.16%1.82b

G.00+0.04a- .30+ 0.08a

Phzg
10.46 £ 0.23

5512+ 4.20a - 73.68 £ 5.20a
1.97 £0.032-4.50+ 0312

0.60+0032-1.29+0.03a

126.06 £ 5.14b - 17239 £ 847¢

23.7+1.8a—684+47b

10452892 -2537+2.55

0.08+0.01a-1.03+£0.07a

Pilig
11314037

40,00+ 5.49 - 72,42 £3.53a
1,30+ 0.03a - 2.85 £ 0.06a
070+ 0.072 - 1.31£0.04a
1275+ 6.82c - 164.32:+ 5.79¢
286 £3.1a—551 %510
592+ 0.96a - 78.00 = 1.86b

0.10£0.0la-1.26:0.04a

Se muestran las medianas (x 1C), donde IC es intervalo de confianza; Rig, PH2g y PH3g denotan las dietas: Rangen 0,

2.0 ¥ 3.0 g kg™! de pelisacaridos hidrosolubles, respectivamente. Los datos en la misma linea con diferente Jetras indican

diferencias significativas (p<Q.05).

Se observé que la tasa de consumo de oxigeno en L. vannamei alimentado con dietas

suplementadas con PH se redujo en todos los tratamientos después de la infeccion con V.




campbellii durante la cuarta y sexta hora (Fig. 5) y los organismos de la dieta control (0g
kg PH) presentaron los mayores consumos de oxigeno (49.01 +8.13 a 85.36+ 3.64 mg
0, h’ kg']), mientras que los camarones del tratamiento con 3g kg™ de PH presentaron los
menores consumos de oxigeno (40.00 + 5.49 - 72.42 + 3.53 mg O h' g) (Tabla II). El
consumo de oxigeno no fue influenciado por la concentracion de PH ni por el tiempo de

infeccion con la bacteria.
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Fig. 5. Consumo de oxigeno (mg O, h' gr'") de L.vannamei después de la inyeccion con V.
campbellii en las dietas PH2g (®) y PH3g (0), y como control a ROg (A) y SF (V).La linea
punteada indica el tiempo de la inyeccion. Los valores del consumo de oxigeno representan las
medianas de 6 camarones = IC (95%). Los valores de pre inyeccion corresponden a tres horas
antes de la inyeccion.
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IV.3 Conteo Total de Hemocitos

El conteo total de hemocitos (CTH) fue progresivamente elevandose en relacion a la
concentracién de los polisacaridos hidrosolubles en la dieta desde 0.0 a 3g kg'1 durante la
preinyecci6n, sin embargo, los tratamientos no son diferentes estadisticamente (Fig. 6).
Después de la inyeccién con Vibrio el CTH de los camarones provenientes de la dieta con
¢l tratamiento de 2g kg™ de PH fue mas alto que los organismos con la dieta control y los
organismos con la dieta de 3g k™! PH, presentando valores entre 1.97 +0.03 - 4.50 + 0.31 x
10° cel. m1™ (Tabla II). Se observé que el impacto por la inyeccion de SF a los camarones
afectd el CTH y present6 el mayor numero de hemocitos (7.2 + 0.05 x10° cel. m1™) a las 2

horas y se redujo a las 24 horas (0.4 £ 0.01 x108 cel. m1™).
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Fig. 6. Conteo total de hemocitos (CTH) (1x1 0° células por mI™) en la hemolinfa de L. vannamei
después de la inyeccion con V. campbellii en las dietas PH2g () y PH3g (0), y como control a ROg
(A)y SF (V). La linea punteada indica el tiempo de la inyecci6n. Los valores del CTH representan
las medianas de 6 camarones = IC (95%). Los valores de pre inyeccion corresponden a tres horas

antes de la inyeccion.
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No existieron diferencias significativas durante el tiempo de infeccién ni entre las
concentraciones de polisacaridos hidrosolubles (p<0.05). Durante el conteo del nimero de
hemocitos, se pudo observar que todos los tratamientos infectados con la bacteria
presentaban plasmélisis de los hemocitos, mayormente en los organismos provenientes de

los tratamientos con la dieta control (0g kg™ PH) y 3g kg' PH.

IV.4 Hemocianina
La concentracién minima de hemocianina en la hemolinfa de L. vannamei fue de 0.600
mmol 1" para los organismos alimentados con la dieta de 2g kg de PH durante la pre

inyeccién, no mostrando diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05) (Fig.7).
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Fig. 7. Concentracién de hemocianina (mmol ") en la hemolinfa de L. vannamei después de la
inyeccién con V. campbellii en las dietas PH2g (®) y PH3g (o), y como control a ROg (A) y SF
(V). La linea punteada indica el tiempo de la inyeccion. Los valores de la concentracion de
hemocianina representan las medianas de 6 camarones + IC (95%). Los valores de pre inyeccion
corresponden a tres horas antes de la inyeccion.

Los méaximos valores de hemocianina en la hemolinfa de los camarones después de la

inyeccion con la bacteria los presentan el tratamiento con 3g kg™ de PH (0.70 = 0.07 - 1.31




P 1 1 -7 . .. . . - . B
£+ 0.04 mmol I7) (Tabla 1T}, sin embargo, no se encontraron difercncias sigmiicahvas enire

las dietas, ni duranis el tiempo de exposicion a la bacteria (P>0.05).

IV.5 Metabdlitos

4.1 Proteinas fofales

L2 menor conceniracidn de proteinas en la hemolinfa de L. vamnamer fue para los

organisos provenientes de la dieta control (75.23 £ 4.54 - 127.14 = 442 mg mi’y vy es

significativamente menor que los camarones con los otros tratamientos (p<0.05) (Fig. 8 ¥

Tabla 11).

Después de la infeccion, los niveles de proteinas para todos los organismos experimentales

se vieron reducidos entre las horas 6 y 12, y s¢ fue incrementando hasta la hora 24 (Fig.

8). Los organismos del tratamiento con 3g kg de PH presentaron los maycres niveles de

proteinas (127.5 + 6.82 - 164.32 = 5.79 mg ml™).

La variacion de la concentracién de proteinas de los camarones estuvo influenciada por el
tiempo de infeccién y las diferentes concentraciones de polisaciridos hidrosolubles

(p<0.05).
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Fig. 8. Proteinas totales (mg ml™) en la hemolinfa de L. vannamei después de la inyeccion con V.
campbellii en las dietas PH2g (e) y PH3g (0), y como control a ROg (A) y SF (V). La linea
punteada indica el tiempo de la inyeccién. Los valores de la concentracién de protefnas totales
representan las medianas de 6 camarones + IC (95%). Los valores de pre inyeccién corresponden a
tres horas antes de la inyeccion.

4.2 Glucosa

Los niveles de glucosa en la hemolinfa de los camarones durante la pre inyeccion presento
valores entre 15.17 + 0.73 a 20.51 + 0.61 mg dI" (Fig. 9), presentando diferencias
significativas entre los organismos provenientes de las unidades experimentales (p<0.05).
Cuando se realizo el desafio con V. campbellii, se produjo un incremento de estos niveles,
siendo los camarones alimentados con la dieta control y 3g kg” los que presentaron
valores méaximos de glucosa a la hora 2 con 84.16 = 1.82 y 78.00 + 1.90 mg di”,
respectivamente. Posteriormente, a la hora sexta todos los organismos de los grupos

experimentales presentaron una reduccién de sus niveles de glucosa, y se incrementaron

gradualmente hasta las 24 horas.
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Se encontré diferencias significativas con respecto al tiempo de infeccién (2, 6, 12 y 24) de
este metabélito (p<0.05), mientras que las diferentes concentraciones de polisacaridos

hidrosolubles (2g ke!y3g kg™) no presentaron diferencias estadisticas.
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Fig. 9. Niveles de glucosa (mg dl'") en la hemolinfa de L. vannamei después de la inyeccion con

V. campbellii en las dietas PH2g (e) y PH3g (©), y como control a ROg (A) y SF (V). La linea :
punteada indica el tiempo de la inyeccion. Los valores de la concentracion de glucosa representan

las medianas de 6 camarones + IC (95%). Los valores de pre inyeccion corresponden a tres horas

antes de la inyeccion.




4.3 Lactato
La concentracion de lactato en la hemolinfa de L. vannamei durante la pre inyeccion

mostro diferencias entre los organismos control y los otros tratamientos (p<0.001) ver Fig.
10. Después del desafio con V. campbellii los niveles de lactato en los camarones no
presentaron diferencias significativas entre las concentraciones de polisacaridos

hidrosoluble ni durante el tiempo después de la inyecci6n con la bacteria (p>0.05).

1.4 - l
| § ‘
< 101 L ' ‘
=]
S
£ 0.6
© A9 Py
g S
— T
0.2 o i
‘02 T T T T T
-6 0 6 12 18 24
Pre-inyeccion Tiempo después de la inyeccién (h)

Fig. 10. Niveles de lactato (mg dl'l) en la hemolinfa de L. vannamei después de la inyeccion
con V. campbellii en las dietas PH2g (®) y PH3g (©), y como control a ROg (A) y SF (V). La linea
punteada indica el tiempo de la inyeccién. Los valores de la concentracion de lactato representan
las medianas de 6 camarones =+ IC (95%). Los valores de pre inyeccién corresponden a tres horas

antes de la inyeccion.




Y. Ddscusion

Se ha demostrade que algunos tipos de polisacandos def"‘d' 7

estimular la inmunidad v resistencia frente a las enfermedades en

(Castro et al., 2004; Cheng ef al., 2005; Huang et af., 2006; Liu or i

2006; Fu et af, 2007). En este trabajo, se extrajeron 1os pohsécéﬁdos' Eiﬁfés&ﬁbi’és: a
partir del alga marina Macrocystis pyrifera Yy fueron suministrados a los camarones a
través de la dieta en dosis de 2 vy 3 g l{g"l; posteriormente fueron desafiados con V.
campbellii (4.6 = 0.15 x 10* UFC g'") v se observé que los organismos alimentados con la
dieta de 2g kg 'PH presentaron mayor supervivencia (60%) que los organismos control
(30%) y los de 3g kg"lPH (15%) al final del experimento. Efectos similares fueron
reportados por Cheng et al. (2005) para L. vannamel desafiado con V. alginolyticus (1.6
x10° UFC g*) e inmunoestimulado con alginate de sodio suministrado por via oral en dosis
de 0, 05 10y 20¢g kg' encontrande supervivencias de 13.3, 30, 30 y 43%,
respectivamente, concluyendo que la administracion de 2.0 g kg'l o menos de alginato de
sodio en la dieta puede potenciar la capacidad inmune del camarén e incrementar su
resistencia frente al Vibrio. De igual manera, Huang et ol (2006) enconiraron
supervivencias de 22.2, 37.8, 36.4 y 20% para Fenneropenaeus chinensis alimentado con
polisacaridos extraidos de Sargassum fusiforme en concentraciones de 0, 0.5, 1L.0y2.0% y
desafiados con V. harveyi (1.3 x10° UFC g™, concluyeron que la dosis de 0.5y 1.0%
mejoro la resistencia a la vibriosis y potencializo la actividad inmune. En nuestro estudio,
los camarones alimentados con 2g kg de PH incrementaron su resistencia al obtenerse una

mayor sobrevivencia cuando fueron desafiados con V. campbellii.

En crusticeos, una reduccion de la resistencia frente a patdgenos esta correlacionada con
el bajo numero de hemocitos ya que éstos juegan un rol importante en la defensa celular
(Le Moullac y Haffner, 2000). Los hemocitos circulantes, son responsables de la remocion
de particulas extrafias de la hemolinfa. Estudios en vivo y en vitro han mostrado que los
hemocitos rapidamente se upen a las particulas extrafias para formar nodulos y estos

nédulos llegan a alojarse en las branquias por un proceso mecanico {Martin et al., 1998).




Los valores de CTH encontrados en este est'ud.i.'c;'." 'ﬁar;"jﬁi}eﬂﬂes de L. vannamel
inmunocestimulados con PH y desafiados con V. campbeffu (1 3:|:0 03 a 4 5:&:0 31 x 10° cel.
ml ) son semejantes a log reportados por Cheng ef al. (2005} de 3 9 a 5 3 X 1@ celml’
para la misma especie y desafiados con V. alginolyticus, estos autores obsewaron que &
medida que se incrementa la concentracion del inmunoestimulante (aigm'ﬁo de. S{){ho}
también se incrementa el namero de hemocitos. Sin embarge, Wang y Chen (2005)
obtuvieron valores superiores de 9.92 £ 1.6a2 10,14 £3.5 10° cel.m!” para juveniles de L.
vannamei retado con V. alginolyticus y bajo diferentes conceniracicnes de salinidad,
concluyendo gue la combinacién de la vibriosis v las bajas concentraciones de salinidad
afectan la respuesta inmunoldgica. Montero-Rocha et al. (2006} enconiraron valores
menores de 1x10° cel. ml™" para L .vannamei alimentado con Ergosan (acido alginico al
0.5%). En el presente estudio el valor encontrado por Montero-Rocha et al. (2006) esta por
debajo del CTH hallado para camarones inmunoestimulados con PH antes de la infeccién
(2.7 0.05 x 10° cel. ml™"), esto nos confirmo que el nimero fotal de hemocitos en
crustaceos es afectado por varios factores, tales como una vibriosis, estrés ambiental y la

variabilidad interespecifica de la poblacion (Liu ez al., 2004).

El incremento de hemocitos por la presencia de inmunoestimulantes trag como
consecuencia el incremento en el nimero de células cfectoras que seran las encargadas de
eliminar al antigeno como respuesta de su mecanismo de inmunidad innata (Espinosa er
al., 2002). La eficiencia de un inmunoestimulante se establece en funcién de la capacidad
de alertar al sistema de defensa sin desgastarlo, induciendo una respuesta persistente, tal
como una mayor proliferacion de células que participen en el sistema de defensa de manera
mis activas, sin embargo esta reaccién puede generar un desgaste energético y con ello
menor resistencia frente al patégeno (Rodriguez, 2005). Al respecto, Espinosa et al. (2002)
manifiesta que la aplicaciéon de altas dosis de lipopolisacaridos (inmunoestimulante)
pueden provocar en los hemocitos mas que una proliferacion, la diferenciacién a células
efectoras v con ello a una reduccion del numero de hemocitos debida a la desgranulacién

de los mismos y con esto su salida del ciclo mitético. Sin embargo, la causa de la




ceduccion del ntmero de hemocitos ss aun coniroversial, Maldonado et al. (2003}
evaluaron ¢l comportamiento hemocitario en 6 familias de 7. vannamei, cnconlraron
amplias diferencias en el CTH anles (3472213 % 10° cel.mi™) y después del desafio con
el virus de la mancha blanca (W8SV) (163 a22.1 x 10° cel.ml ™, consideraron que ¢l virus
fue el responsable de la disminucion de los hemocitos, posibiemente debido a la explositn
de las células (plasmélisis) o por apoptosis (muerte programada) inducida por el virus,
dando como resultado un rebrote del virus.  En este estudio, después del desafio con 1a
bacteria, se observo que el nimero de hemocitos se incremento en las dog primeras horas y
posteriormente, a las sels horas s¢ produjo una reduccion del ntimero de hemociios en
todos los organismos experimentales observandose una gran cantidad de células
hemociticas destruidas, sobre todo en los OTZANISITOS Provenienies de los tratamienics con
Ovy3g kg' del PH a diferencia de los organismos del tratamiento con suero fisiologico que
presentd mayor nimero de hemocitos. Consideramos que esta plasmdlisis se produjo en
respuesta a la infeccion con la bacteria y que la concentracién de 3g kg' de
‘amunoestimulante  disminuyd las defensas del camardn en relacion al nlmero de
hemocitos en la hemolinfa durante el tiempo de infeccin y por lo tanto resistio en menor
grado la vibriosis. Esto nos mostrd que la resistencia del camardn a la vibriosis puede ser

mejorada por la inclusion en la dicta de 2g kg PH, pero no por 3g kg! PEL

Se examino la respuesta metabolica de L. vannamei expuesto a la bacteria V. campbellii y
se observd que la infeccién bacteriana redujo la tasa de consumo de oxigeno en los
organismo expuestos a los diferentes tratamientos. Esta depresién metabdlica seguida de Ia
inyeccién con Vibrio campbellii es reportada por Scholnick et al. (2006) quienes indicaron
una disminucion de 27% del consumo de oxigeno de L. vannamei después de 4 hs de la

infeccién y su persistencia hasta las 24 hs.

Los camarones como otros crusticeos, ripidamente eliminan las dosis de la inyeccién
bacteriana (Burgents et al., 2005a). Al respecto, Burnett et al. (2006) reportaron que la

inyeccion de V. campbellii en Callinectes sapidus disminuy6 en un 19% la presioén parcial




post-brangmal de oxigeno, indicando upa st ignificativa reduccmn niveles de-

oxigeno asociada con 1a inyeccién bacteriana, adernds manifesta n que

flujo normal de la hemolinfa 3 través de las branqum's:

limitar el
Las branquias de. :05 Crusticoos son

respiratoria, produciéndose una hipoxia intemna.

importantes porque contribuyen en la defensa mmune ya que el sistema circu a.@-_

de los crusticeos permite que las particulas cxirailas asl como las bacte_a_

as de la hemolinfa y encapsuladas y acurnuladas
no esta totalmente dﬂucidado 8

rapidamente removid eventualmente gn 'ias"

branquias (Martin ef al, 1998, 2000) a pesar de que esto aun

se ha podido comparar que las bacterias son retenidas mas en las branquias y en el

hepatopancreas hasta pot 240 min posteriores a la infeccion que el corazon y el drganc

005b). En el presente trabajo, después de apli
a entre las 2 vy las 8 horas

linfoide (Burgents et al., 2 car la inyeccion

se produjo una reduccion de la tasa metabdlic

con V. campbellii
1998) en donde las bacterias son

debida al procesoc mecanico indicado por Martin et al. {

{levadas hacia las branquias en forma de nédulos v acumuladas en las lamelas branguiales,

generando una disminuciéon de su funcién respiratoria. Posteriormente, entre las 12 y 24

endencia a2 aumentar el consumo de oxigeno, lo
& liberar a las bacterias de 1a

horas, se observo una t que indico que el

puracién se llevo acabo gradualmente y permitl

proceso de de
e las mismas, las cuales se eliminaran

hemolinfa a través de la separacion y secuestro d

completamente en la siguiente muda (Martin ef al., 2000). Al final del experimenio se

restablecer su metabolismo a los valores iniciales (pre

observo que L. vannamel busco
eta de 2g kg'lPH

inyeccién), mostrando que los organismos alimentados con la di

presentaron una tasa metabolica mas estable durante la infeccion que los tratamientos cOn 0

y 3g kg 'PH.

e esencial para los camarones peneidos dado que son basicas

L.as proteinas son un nutrient
el medio interno, la

o, la regulacién de la presion osmotica d

para el crecimiento,
gluconeogénesis v el sistema inmune (Rosas et al., 2002; Pascual et al., 2003a). Por cstas

razones, su variacion en la hemolinfa es importante porque indica el estado nutricional de

e la hemocianina es un almacén de proteinas que alcanza

los organismos. Se ha sefialado qu
de las proteinas totales en ]a hemolinfa. Evidentemente la

proporciones entre un 60 y 90%




hemocianina junto con la proteina proporcionan eﬁementos que permiten
general de los camarones ya que esio 5e refleja tanto en el estado ﬁsmiogm asi coﬁé de ia:.::' o
calidad de la dieta en general (Rosas et al., 2002). La hemocianina no es sélo una pmtema. |
responsable de la respiracion en crusticeos, se ha demosirado que varias moléculas
celacionadas al sistema inmune de los crustdceos som generadas por fragmentos de
hernocianina; como algunos péptidos antifingicos que 5¢ generan por la porcién €
serminal, en respuesta a un estimulo antigenico {Destomieux-Garzon, 2001 en Alpuche-
Oscrno et al., 2005). Asimismo, compenentes de los hemocitos pueden convertir
fragmentos de la hemocianina en una enzima parecida a la fenol oxidasa (sistema meo)
La hemocianina tiene homologia con varias proteinas del sistema inmune y es p@snble que
estimulos antigénicos desencadenen reacciones donde la hemocianina genera moléculas
inmunoreactivas a través de mecanismos hasta ahora desconocides. Con ello se pone de

manifiesto la importancia de la hemocianina en el sistema inmune (Alpuche-Osomno ef al,

2005).

Chen v Cheng (1993b) consideran un indice que toma en cuenta a las protefnas y a la
hemocianina simultineamente dada su interrelacion e importancia en ¢l sistema inmune, 28
asi que uma mejor interpretacién de su valor metabolico es la razém Hc/proteina.
Yoganandhan ef al.(2003) reportaron valores de He/protelna para P. indicus enun estado
fisiolégico optimo de 63.12 y para brganismos desafiados con WSSV en un intervalo de 12
a 36 horas de la infeccién viral se obtuvo valores de 73.4 2 49.6 ¥y finalmente a las 96
horas de 36.42; con ello muestran que a medida que los camarones son mas vulnerables
debido a la infeccién esta razén disminuye. Los resultados obtenidos en el presente estudio
enire las 0 a 24 horas de infeccién con V. campbellii fueron de 24.0 a 73.0 para todos los
organismos experimentaies; organismos de la dieta con 2g kg’ IPH presentaron un mayor
incremento de 1a razén (35%), mientras que los organismos del grupo control y 3g kg! PH
presentaron valores menores en el mismo intervalo de tiempo (15 y 16%), indicandonos
que la concentracion de 2g kg-1 de PH propicio de manera mas efectiva el incremento en

la razon (Hc/proteina) en respuesta a una mayor capacidad inmune frente a la vibriosis, €8




decir que conforme transcurrié €l tiempo de infeccién, la admon en 1a dieta :de 2z kg de

PH permitieron contrarrestar los efectos de la vibriosis contrario alo q gaﬁngﬁdhan et

al. (2003) reportaron sin la adicion de ningln inmunomodulador.

Los niveles de glucosa en la hemolinfa de L. vanammei en condiciones n@maiéé de
laboratorio se han reportado en un rango de 14 a 23.0 mg di! (Racota v Palacios, 1998,
Rosas ef al., 2002 vy Flores, 2007) en este estudio los valores obtenidos de glucosa fueron
similares solamente en aguellos organismos que se encontraban sin el desafio bacteriano;
tanto en la dieta control como en las dietas experimentales. Sin embargo, dado que la
glucosa es un indicador de estrés, se pudo observar un incremento hasta de 58 mg dI” en
las concentraciones de glucosa cuando el camardn fue sometido a estrés por repstidas
extraciones de hemolinfa como lo reporta Racota y Palacios (1998). Yoganandhan et ai.
(2003) evaluaron las respuestas metabOlicas de Pengeus indicus frente al virus de la
mancha blanca (WSSV) v reportaron valores de glucosa de 88.14 hasta 110.86 mg dr.
Por otra parte Burnett ef of. (2006) manifiestan que los lipopolisacaridos, componentes de
la membrana de las bacterias gram negativas, puede provocar hemocitopenia, que es la
disminucién de los hemocitos y ademds inducir a la liberacién de la hormona
hiperglicemica (CHH) de la glandula del seno. En este estudio, cuando los organismos
experimentales fueron desafiados con V. campbellii, los niveles de glucosa se
incrementaron abruptamente en las dos primeras horas de la infeccion para los Organismos
provenientes de los tratamientos con 0 y 3g kg PH en un 450 y 310% , respectivamente,
mientras que los organismos con el tratamiento de 2g kg sélo incrementaron un 20%, lo
cual nos indico que los tratamientos sin el polisacérido y el que tenia la concentracion mas
alta requirieron una demanda energética mas elevada para combatir la infeccion y
restablecer sus funciones normales que los camarones provenientes del tratamiento con 2g
kg PH. Esto nos permite deducir que la glucosa es el sustrato que permiti6 al organismo
enfrentar la infeccién en una forma rapida pero con un aito costo energético. Cuando el
inmunomodulador esta presente en una forma optima (2g kg?) la demanda energética es

menor y es utilizada con mayor eficiencia durante la infeccion.




[a concentracion de lactdto pa QrEanismos Jhimentados con la dista control duranie la pre
siada por Racotia y Datacios {1998 con valores de 1.5 mg

ies normales, Y fue menor que 12 encoatrada por Flores

inyeecion fue semejante |

A1 para L. vannamel.g
s mantenidos en baja galinidad. Los

et al. (2007) para’la misma sspecic 0 organismo
ués de la infeccién presentaron v ligero

organismos inmunoestimu ados on PH desp
1a sexia hora; pero csie cfecto no fue correlacionado

imeremento en los niveles de lactato en

con la concentracidn del inmunoestimulante pi por la infeccion bacteriana {p<0.05} pero s

1 con las disminuciones del consumo de OoXigeno ¥ de la

se pudo enconirat una relacié
glucosa, esta condicién metabdlica podria indicar que los organismos incrementaron la
concentracion de lackato en 1a hemolinfa para cubrir la demanda energelica ocasionada por

1a infeccion.

Los resultados obtenidos en este ectudio nos muesiran que los PH presenian diferentes

efectos tanio en él‘-:ti_émpo como en los diferentes metabolitos evaluados debido a que el

orecido en el tratamiento que tenia la concentracion de

sistema de defensa innato se vio fav
2g permitiéndole una mayor estabilidad en las respuesta fisiolégicas pero en el caso de 3g
los OTgAnISmMOs mostraron inestabilidad al utilizar sus recursos energéticos itevandonos a

inducir un efecto inmunomodulador por parte de los componentes del extracto algal. A

pesar de todas estas evidencias tanto de las respuestas fisiologicas, hematolégicas ¥

metabolicas es importante decir que la resistencia de los organismos frente a la vibriosis

tanto bajos como altos del efecto inmunoestimulante del

requiere ¢l probar otros umbrales

extracto de M. pyrifera.

Se concluye que €s necesaria una optima estimulacién de la respuesta inmune del camardn

aquella que le permita obtener una ventaja fisiolégica adicional para resistit 2 las

enfermedades bacterianas. Este estudio permitio evidenciar que la dieta de 2¢g kg 'de PH

fue la que ofrecié mayor estabilidad vy le proporciono al organismo la capacidad de volver a

un estado fisiologico cercano a sus valores hematolégicos ¥ metabolicos normales en un

tiempo relativamente corto. Aunque no fue el propésito de este estudio, se reconoce que €s

es importante definir cuales fueron las contribuciones de cada una de las fracciones del




extracto algal (acido alginico, lammnarian y fucoidan} ;p,;;g mﬁuycmneﬂ la. respuesia
iamune del camarén blanco L. vannamei y esio requiere Hevar ééabd e.stﬁd:idé'.rhés finos
gque puedan responder a estas interrogantes asi como conocer en una forma mas clara como
los organismos no nada mas contrarrestan el efecto de la vibﬁdsfis sinG gue son capaces

obtener una depuracién sistémica y adguiris un estado saludable.




Y1, Conclusiones

Los polisacaridos hidrosolubles del alga M. pyrifera son inmunomoduladores capaces de
estabilizar de manera significativa las respuestas fisioldgicas, _h‘ém'atﬁ.légicas v metabolicas
de L. vannamei en prucbas de desafio con V. campbellil y mestrar mayor resistencia frente

3 la infecaidn.

Los PH adicionados a la dieta de L. vannamei mostraron un efecto immunomodulador en la
resistencia del camardn frente a la vibriosis, al mejorar la supervivencia del camardn con

la concentracién de 2g v de reducirla con la concentracion de 3g.

La glucosa asi como la proteina y la hemocianina fueron los sustratos que le penmitieron a
1. vannamei reaccionar con rapidez a las infeccién bacteriana sin embargo es el efecto del

inmunomodulador ¢l que le hace utilizarlos de una forma optima que se traduzca en un

ahorro energético y una mayor capacidad inmune.
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