TESIS DEFENDIDA POR
Liliana Noemi Sanchez Campos
Y APROBADA POR EL SIGUIENTE COMITE

Dr. Fernando Diaz Herrera
Codirector del Comité

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Codirector del Comité

Dra. Ana Denisse Re Araujo Dr. Marcial Leonardo Lizarraga Partida

Miembro del Comité Miembro del Comité

Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte

Miembro del Comité

Dra. Rufina Hernandez Martinez Dr. David Hilario Covarrubias Rosales

Coordinador del programa de posgrado Director de Estudios de Posgrado
en Ciencias de la Vida

23 de Marzo del 2011.



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION SUPERIOR DE
ENSENADA

D=

CICESE

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS EN CIENCIAS DE LA VIDA
CON ORIENTACION EN BIOTECNOLOGIA MARINA

Efecto de la inmersion e inyeccién del extracto de Macrocystis pyrifera
sobre las respuestas fisioldégicas, metabdlicas e inmunoldgicas en el

camaron blanco Litopenaeus vannamei desafiado con Vibrio campbellii
TESIS

que para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS

Presenta:
LILIANA NOEMI SANCHEZ CAMPOS

Ensenada, Baja California, México, Marzo 2011.



RESUMEN de la tesis de Liliana Noemi Sanchez Campos, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de DOCTOR EN CIENCIAS en
Ciencias de la Vida con orientacion en Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja
California. Marzo 2011.

Efecto de la inmersion e inyeccién del extracto de Macrocystis pyrifera
sobre las respuestas fisioldégicas, metabdlicas e inmunoldgicas en el
camaron blanco Litopenaeus vannamei desafiado con Vibrio campbellii

Resumen aprobado por:

Dr. Fernando Diaz Herrera Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro

Codirector Codirector

Se inmunoestimularon adultos de camardn blanco Litopenaeus vannamei, de 23-
32 g de peso humedo (p.h.), via inyeccién (10 mg) o inmersién (350 mg/l), con un
extracto de Macrocystis pyrifera y fueron infectados con Vibrio campbellii (1 x 10°
ufc camarén™). Los organismos control fueron inyectados con solucion salina o V.
campbellii y otro grupo de organismos, se mantuvo en condiciones normales, y fue
utilizado como control de pre-inyeccion (CPIl). Se midi6 la tasa de consumo de
oxigeno y los metabolitos presentes en la hemolinfa (glucosa, lactato y proteinas),
de las 2 a las 24 horas post infeccidn (p.i.), se midié la hemocianina, el conteo total
de hemocitos (CTH) y se evalu6 la tasa de depuraciéon y la actividad
antimicrobiana de las muestras de hemolinfa de 270 organismos, de las 2 a las 72
horas p.i.

La infeccién disminuyd la tasa de consumo de oxigeno, de 46 mg O, h™ kg™ p.h. a
24 mg O; h™ kg’ p.h., en los organismos del grupo control inyectados con V.
campbellii (P>0.05). Los camarones inmunoestimulados, no disminuyeron su tasa
de consumo de oxigeno a ninguna hora p.i., manteniéndola similar a la del CPI
(P<0.05).

La concentracion de glucosa en la hemolinfa de los organismos del control V.
campbellii a las 2 horas p.i., fue significativamente mas alta (P>0.05), que la del
CPI (10 mg dL™"). Los organismos inyectados con el extracto, disminuyeron
significativamente sus niveles de glucosa a las 12 horas p.i. (2.3 mg dL™), pero a
las 24 horas p.i. volvid a los niveles normales (P>0.05). Los camarones
sumergidos en el extracto, no mostraron ninguna diferencia significativa (P<0.05),
en sus niveles de glucosa a lo largo de las 24 horas p.i.

La concentracion de lactato del CPlI fue de 11.4 mg dL’, los organismos
inyectados con el extracto, tuvieron los niveles mas bajos de lactato a lo largo de
todo el experimento y los camarones sumergidos en el extracto, disminuyeron
significativamente sus niveles a las 6 y 12 horas p.i. (P>0.05), pero a las 24 horas
p.i., sus niveles de lactato volvieron a lo normal (9 mg dL™).
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La concentracion de proteinas totales del CPI fue de 115.3 mg mL", los
organismos del control salino, no mostraron diferencias significativas (P<0.05),
comparados con el CPI, los organismos del control V. campbellii, tuvieron los
valores mas bajos (P>0.05), durante todo el experimento y los organismos
inmunoestimulados con el extracto, presentaron los valores mas altos de proteinas
totales en hemolinfa a las 24 horas p.i. (P>0.05).

La concentraciéon de hemocianina en los camarones del CPI fue de 1 mmol L™, los
organismos del control salino, no mostraron diferencias significativas respecto al
CPI (P<0.05) hasta las 24 horas p.i., pero el control V. campbellii si mostrd
diferencias significativas respecto al CPl a las 2, 6, 48 y 72 horas p.i. y los
camarones inmunoestimulados con el extracto, tuvieron diferencias significativas
durante las 72 horas p.i. (P>0.05).

Los camarones inmunoestimulados mediante inyeccion o inmersion, tuvieron un
CTH similar, a las 24 horas p.i. (1.63 y 1.59 millones mL™, respectivamente), pero
a las 72 horas p.i. los camarones inyectados con el extracto presentaron el mayor
CTH, comparados con los organismos sumergidos en el extracto (2.59 y 0.56
millones mL™", respectivamente).

Para analizar la tasa de depuracion, se extrajo el DNA bacteriano, se amplificé por
PCR y se cargdé en geles de agarosa al 2%. La hemolinfa de los camarones
inyectados con el extracto de M. pyrifera (10 mg), fue eficiente para eliminar la
bacteria, ya que el 82% de los camarones, sobrevivié después de las 72 horas p.i.,
por lo que su respuesta celular fue mejor.

Para probar la actividad antimicrobiana de la hemolinfa de los camarones, se
utilizé E. coli (1 x 10" ufc mL™") y las proteinas de la hemolinfa se ajustaron a 1.25
mg mL™". La hemolinfa de los camarones sumergidos en el extracto, a las 24 horas
p.i., fue estadisticamente mas efectiva para inhibir el crecimiento de E. coli, que
las muestras de hemolinfa de las demas horas, de ambos tratamientos de
inmunoestimulacion, pero, los organismos sumergidos en el extracto, presentaron
la menor sobrevivencia (17%).

Se concluye que, la administracion del extracto de M. pyrifera, via inyeccién e
inmersion, en adultos el camardén blanco, puede ser utilizado para propdsitos de
inmunoestimulaciéon, pero en términos de sobrevivencia, los camarones
estimulados via inyeccién, resistieron mas eficientemente la infeccién bacteriana,
debido a que la capacidad fagocitica de sus hemocitos, estimulada por el extracto,
fue mayor. En otras palabras, la respuesta celular de los camarones, es mas
eficiente que la respuesta humoral, para eliminar una infeccion bacteriana.

Palabras Clave: Litopenaeus vannamei, Vibrio campbellii, Macrocystis
pyrifera, inmunoestimulaciéon, consumo de oxigeno, metabolitos, CTH, tasa
de depuracion, actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT of the thesis presented by Liliana Noemi Sanchez Campos as a
partial requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in Life Sciences
with orientation in Marine Biotechnology. Ensenada, Baja California, México,
March 2011.

Effect of immersion and injection of Macrocystis pyrifera extract on
physiologic, metabolic and immune responses in the white shrimp
Litopenaeus vannamei challenged with Vibrio campbellii

Adults white shrimps (Litopenaeus vannamei), ranging from 23-32 g were immune
stimulated via injection (10 mg) or immersion (350 mg/l) with a Macrocystis pyrifera
extract and infected with Vibrio campbellii (1 x 10° cfu shrimp™). Control shrimp
were only injected with saline solution or Vibrio campbellii and other control group
of shrimps at normal conditions, was used as pre-injection control group (PIC).
Oxygen consumption rate and hemolymph metabolites (glucose, lactate and
proteins), were measured from 2 to 24 hours post infection (p.i.), hemocyanin,
bacterial clearance rate, antimicrobial activity and total hemocyte count (THC),
were evaluated from 2 to 72 hours p.i, in 270 organisms.

Infection decreased the oxygen consumption rate from 46 mg O, h™" kg™ wet weight
(ww.), to 24 mg O, h' kg’ ww., in the V. campbelli control group.
Immunestimulated shrimps did not decrease their oxygen consumption rate at any
hour p.i., maintaining it similar to PIC group. Glucose level in the hemolymph of
organisms from V. campbellii control group at 2 hours p.i., was significantly higher
(P>0.05), than the level of the PIC group (10 mg dL™). Organisms injected with the
extract, showed a significant decrease (P>0.05) in their glucose level at 12 hours
p.i., (2.3 mg dL"), but at 24 hours p.i. it returned to normal level. Shrimps
submerged in the extract, showed no significant difference (P<0.05) in glucose at
any hour p.i. Lactate concentration of the PIC group was 11.4 mg dL™", organisms
injected with the extract, had the lowest lactate levels throughout the experiment.
Shrimps submerged in the extract, decreased significantly their lactate levels at 6
and 12 hours p.i. (P>0.05), but at 24 hours p.i., returned to the normal level, (9.0
mg dL™"). The total protein concentration of the PIC group was 115.3 mg mL™,
shrimps from saline control group, showed no significant differences (P<0.05),
compared to the PIC group, organisms from V. campbellii control group, had the
lowest values of total proteins during all the experiment and immunestimulated
organisms, increased their total proteins levels at 24 hours p.i. (P>0.05).
Hemocyanin concentration in the PIC group was 1 mmol L, shrimps from saline
control group, showed no significant differences with de PIC control group
(P<0.05), during the first 24 hours p.i., but the V. campbellii control group, showed
significant differences with the PIC group at 2, 6, 48 and 72 hours p.i., and shrimps
injected and submerged in the extract, had significant differences during the 72
hours p.i. (P>0.05).
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Immunestimulated shrimps via injection and immersion, had similar THC at 24
hours post infection (1.63 and 1.59 million/ml, respectively), but after 72 hours,
injected shrimps had higher THC, compared with immersed organisms (2.59 and
0.56 million/ml, respectively).

Bacterial DNA was extracted, amplified by PCR and loaded in 2% agarose gels for
the clearance rate analysis. Hemolymph of shrimps injected with 10 mg M. pyrifera
extract, was more efficient to clear V. campbellii, 82% survived after 72 hours p.i.,
so, its cellular response, was more effective.

Hemolymph antimicrobial activity was tested using E. coli (1 x 107 cfu mL™),
hemolymph proteins (adjusted to 1.25 mg/ml), from immersed shrimps at 24 hours
p.i., were statistically more effective to inhibit E. coli growth, than at any other hour
of both treatments (humoral response), but immersed shrimps had the lowest
survival (17%).

We conclude that the M. pyrifera hot-water extract via injection and immersion can
be used for immunestimulation proposes in adult white shrimps, but in terms of
survival, the immunestimulated shrimps via injection resist more efficiently the
bacterial infection due to the higher phagocytic capacity of their hemocytes which
was stimulated by the hot-water extract. In another words, cellular immune
response is more efficient to eliminate bacteria infection, than the humoral
response in shrimps.

Keywords: Litopenaeus vannamei, Vibrio campbellii, Macrocystis pyrifera,
immunestimulation, oxygen consumption, metabolites, THC, clearance rate,
antimicrobial activity.
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l. Introduccion

El camarén blanco, Litopenaeus vannamei, se distribuye a lo largo de la
costa del Pacifico, desde el Golfo de California (Bahia Yavaros, Sonora) hasta el
norte de Peru (Caleta La Cruz), su distribuciéon batimétrica abarca de los 5 a los 72
metros de profundidad (Michel, 2002).

Actualmente es el peneido que mas se cultiva a nivel mundial, sin embargo,
a pesar de ser el recurso acuatico mas redituable en Latinoamérica, su cultivo ha
pasado a segundo lugar en los ultimos afos, debido a las pérdidas en la
produccion que ocasionan enfermedades causadas por virus y bacterias (FAO,
2008). Es por ello que, diferentes investigadores (Berger, 2000; Renddn y
Balcazar, 2003), puntualizan que la sustentabilidad del cultivo de camaron,
depende en gran medida de la prevencion y el control de enfermedades, ya que a
pesar de su alta tasa de crecimiento, las pérdidas por causa de virus y bacterias

que afectan a los organismos cultivados son altas.

Aproximadamente entre un 80 y 90% de las bacterias aisladas de cultivos de
peneidos con mortalidades masivas, corresponden al género Vibrio, quien
generalmente, se comporta como un patégeno oportunista que se beneficia de las
condiciones del ambiente que afecta al organismo hospedero, como los cambios
climaticos, la densidad de la poblacién, las deficiencias nutricionales y la calidad
del agua. Diferentes especies de vibrios afectan a los peneidos en condiciones de
cultivo, las principales especies patégenas son V. harveyi, V. campbellii, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus y V. alginolyticus, quienes son responsables de las
denominadas “vibriosis”, cuyos principales signos en los camarones son: region
toracica blanquecina, aletargamiento, nado erratico, pérdida del apetito,
inflamacion del intestino y necrosis de los apéndices (Lavilla-Pitogo et al., 1990;
Leano et al., 1998).



La inmunoestimulacion, es actualmente una de las opciones mas viables
para aumentar la resistencia de los camarones a enfermedades en condiciones de
cultivo (Berger, 2000; Vargas-Albores, 2002; Rendén y Balcazar, 2003; Smith, et
al., 2003). Los inmunoestimulantes son extraidos de las paredes celulares de
bacterias Gram negativas que contienen lipopolisacaridos, bacterias Gram
positivas con peptidoglicanos, asi como de hongos, levaduras y algas con [3-
glucanos; su funcién es simular una agresion microbiana que active el sistema de
defensa celular y humoral de los crustaceos (Rendon, et al., 2004). Desde este
punto de vista, el sistema de defensa del camardn constituye un factor de
importancia radical, ya que al igual que el de otros invertebrados, no tiene
especificidad ni memoria inmunoldgica, debido a la ausencia de inmunoglobulinas
y células linfoides, es por esto que, a diferencia de los vertebrados no se pueden
utilizar vacunas y se recurre a la inmunoestimulacion (Vargas-Albores et al., 1996;
Munoz et al., 2000; Rodriguez et al., 2000; Rodriguez y Le Moullac, 2000;
Montafo-Pérez et al., 2005; Huang et al., 2006).

Cheng et al. (2004), estudiaron en L. vannamei el efecto de la inyeccién del
alginato de sodio y concluyeron que aumentd su sobrevivencia al ser infectado con
Vibrio alginolyticus, asi como su capacidad inmune, es decir, aumento el conteo
total de hemocitos (CTH), la actividad de la enzima fenoloxidasa (PO), el estallido
respiratorio y la tasa de depuraciéon. Cheng et al. (2005), mencionan que la
administracién del alginato de sodio en la dieta de L. vannamei, aumentd su
capacidad inmune e incrementd su resistencia a la infeccién con V. alginolyticus.
Campa-Cérdova et al. (2005), concluyeron que la inmersion de L. vannamei en -
glucanos, lipopolisacaridos y fucoidan, aumenté la capacidad inmune de los
organismos y les permitié resistir la infeccion de V. penaeicida. Yeh et al. (2006),
utilizaron la inmersion e inyeccion de extractos de Sargassum duplicatum en L.
vannamei y concluyeron que dicho extracto aumento su resistencia inmune, al ser

expuesto a V. alginolyticus. Sung et al. (1994), demostraron que la inmersion e



inyeccion de un B-glucano extraido de la levadura, aumentd la resistencia de P.

monodon a la vibriosis y a la infeccion por virus de la mancha blanca (WSSV).

Se han llevado a cabo estudios de inmunoestimulacion, mediante el uso de
extractos de algas y plantas en L. vannamei infectado con V. alginolyticus, en los
cuales, se obtuvo un incremento en la respuesta inmune y en la resistencia a la
infeccidon experimental; entre ellos destacan los realizados por: Hou y Chen
(2005), que utilizaron la inyeccion del extracto de Gracilaria tenuistipitata, Yeh et
al. (2006), con inyeccion e inmersion en el extracto de Sargassum duplicatum, Fu
et al. (2007), con inyeccion, inmersion e inclusién en la dieta del extracto de
Gelidium amansii, Hsieh et al. (2008), con inyeccién del extracto de Toona
sinensis y por ultimo Yeh y Chen (2009), con inmersion en el extracto de Gracilaria

tenuistipitata.

Con el fin de evaluar el efecto de las condiciones ambientales en camarones
silvestres y cultivados, se han propuesto variables que se consideran indicadoras
del estado de salud fisiolégica, nutricional e inmunoldgica de L. vannamei y L.
setiferus, entre las cuales se encuentran, la cuantificacion de metabolitos en la
hemolinfa (glucosa, lactato, proteinas y hemocianina), asi como del CTH. (Racotta
y Palacios 1998, Rosas et al. 2001; 2002, Sanchez et al. 2001 y Pascual et al.
2003; 2004). Estas variables se han propuesto debido a que reflejan el proceso de
respuesta al estrés, pues el metabolismo de un organismo, se modifica al tratar de

contrarrestar el efecto del estresor.

Se ha mencionado por Yoganandhan et al. (2003), que generalmente, el nivel
de glucosa en la hemolinfa, aumenta cuando los camarones estan infectados y
disminuye en el musculo y el hepatopancreas, en comparacién con camarones
saludables; lo anterior, debido a que el organismo intenta contrarrestar la

infeccidn, para lo cual utiliza mas energia.



Hall y van Ham (1998), reportaron que varios agentes estresores, provocaron
un aumento significativo en la concentracién de glucosa presente en la hemolinfa
de P. monodon y mencionan que la medicién de la concentracion de glucosa,
puede utilizarse como indicador de estrés bioldgico para camarones, ya que es

simple y confiable.

El lactato se usa como indicador de estrés en organismos acuaticos, debido
a que es el producto final del metabolismo anaerébico. Cuando los camarones
estan bajo la influencia de un estresor, utilizan carbohidratos como fuente de
energia y se produce lactato, que entra al ciclo del acido carboxilico y la
fosforilacidon oxidativa; es por esto que bajo condiciones de estrés, la
concentracion de lactato es mayor que la capacidad de oxidacion del lactato y se
acumula en el musculo, lo que indica que el metabolismo anaerdbico fue mayor
que el aerdbico y, para evitar que los musculos se dafien con la acumulacion de
cristales de lactato, se almacenan en la hemolinfa. Una vez que el estrés se
reduce, el lactato es transportado al musculo, donde se metaboliza, por lo que su

concentracion en la hemolinfa baja (Paterson, 1993; Sanchez et al., 2001).

Se han estudiado las respuestas metabdlicas (glucosa, lactato, proteinas
totales, colesterol, triacilglicéridos, lipidos y hemocianina) e inmunes (CTH y
estallido respiratorio), de juveniles de camardon blanco, expuestos a estrés
sucesivo por manejo diario, en dos condiciones de cultivo (interior y al aire libre)
(Mercier et al., 2006). Los mismos autores mencionan que, las variables
metabdlicas, como la glucosa y el lactato, han sido utilizadas como indicadores de
estrés en diferentes especies de crustaceos y que, variables como la hemocianina,
proteinas totales, lipidos totales, triglicéridos y colesterol, pueden ser usados
también para evaluar la condicion fisiolégica de los camarones bajo diferentes

condiciones de cultivo.



Las variables metabdlicas de la hemolinfa (glucosa, lactato, proteinas,
colesterol, triacilglicéridos y la capacidad osmorreguladora), asi como las
respuestas hematolégicas (CTH y actividad de la PO), de machos adultos de L.
setiferus aclimatados a dos temperaturas, han sido utilizadas como indicadores de
estrés; también los metabolitos presentes en la hemolinfa pueden utilizarse como
indices del estado nutricional, debido a que la hemolinfa, junto con el musculo y la

glandula digestiva, son tejidos de reserva (Sanchez et al., 2001).

La hemocianina es la proteina que se encarga del transporte del oxigeno y
CO; en la hemolinfa, constituye el 60 al 95% de las proteinas totales del plasma.
Pascual et al. (2004), mencionan que la hemocianina es una proteina
multifuncional, que puede ser utilizada como proteina de reserva, transportador de
oxigeno, de carotenoides y como osmolito. Ademas, existen estudios que reportan
que se generan péptidos antimicrobianos (PAMs), a partir de la region C-terminal

de ésta proteina (Destoumieux et al., 2001).

La medicién del consumo de oxigeno en los animales acuaticos, es un
método valido para evaluar el efecto de factores ambientales como la temperatura,
la salinidad, la exposicibn a contaminantes, intensidad luminosa y oxigeno
disuelto, asi como para determinar los costos energéticos, asociados con el estrés
fisiolégico que esas combinaciones le imponen al organismo (Lemos et al., 2001;
Altinok y Grizzle, 2003).

Las branquias de los crustaceos no sélo intervienen en el intercambio de
gases y en la regulacion de iones, sino que también contribuyen con el sistema de
defensa, pues se sabe que son el principal sitio de eliminacion de particulas
extraflas, como pueden ser las bacterias, las cuales, una vez que son removidas
de la hemolinfa, se acumulan y eventualmente se encapsulan en las branquias
(Martin et al., 2000).



La funcién del sistema inmune es mantener la individualidad biolégica, por lo
que, su principal actividad es diferenciar y eliminar todo el material extrafio de sus
tejidos (Vargas-Albores et al., 1996). La primer linea de defensa en los crustaceos
es la cuticula, la cual constituye una barrera fisica y bioldgicamente activa, a la

cual se asocia la actividad microbicida y de la enzima PO (Maldonado et al., 2004).

El sistema de defensa de los crustaceos, esta basado en efectores celulares
y humorales que se conjugan para eliminar microorganismos potencialmente
infecciosos. La hemolinfa es un analogo a la sangre y la linfa de los vertebrados,
constituye la respuesta humoral; en ella circulan moléculas importantes como la
hemocianina, inhibidores de proteasas, proteinas de reconocimiento y varias
lipoproteinas, entre ellas, el factor de coagulacion y la proteina fijadora de B-
glucano. Los hemocitos constituyen la fraccion celular de la hemolinfa, son
analogos a los globulos blancos y se encargan de eliminar particulas extrafias o

células viejas por medio de fagocitosis (Maldonado et al., 2004).

En los peneidos se utiliza el CTH presentes en la hemolinfa, por ser
considerados las células de mayor importancia en su sistema de defensa, ya que
se encargan principalmente de la fagocitosis, encapsulacién y lisis de las
particulas ajenas. Participan en la cicatrizacion de heridas por medio de la
agregacion celular, inician el proceso de coagulacion, liberando los factores
necesarios para la solidificacion del plasma, transportan y liberan el sistema
enzimatico de la proPO, ademas, estan involucrados en la sintesis y descarga en
la hemolinfa de moléculas importantes, como los PAMs. El CTH en crustaceos
puede variar como respuesta a infecciones, estrés ambiental y actividad enddcrina
durante el ciclo de muda (Le Moullac y Haffner, 2000; Rodriguez y Le Moullac,
2000; Rendén y Balcazar, 2003).

Los hemocitos de los crustaceos se diferencian en tres tipos: hialinos,

semigranulares y granulares (Le Moullac y Haffner, 2000; Rodriguez y Le Moullac,



2000; Rendén y Balcazar, 2003; Wang y Chen, 2005). Los hemocitos hialinos no
contienen granulos densos, son capaces de fagocitar e intervienen en la
coagulaciéon. Los semigranulares contienen muchos granulos pequefios Yy
redondos, en los camarones intervienen en la fagocitosis, encapsulacion vy
liberacion del sistema enzimatico de la proPO, ademas sintetizan y liberan PAMs.
Los hemocitos granulosos contienen granulos de gran tamano y almacenan mayor
cantidad de enzimas del sistema proPO comparados con los semigranulares,
también sintetizan y almacenan PAMs e intervienen en el mecanismo de

encapsulacion (Rendén y Balcazar, 2003).

En la inmunidad innata de los organismos acuaticos, participan moléculas
que son las primeras que reconocen e intentan destruir las particulas extrafas y
que muestran especificidad hacia componentes de la pared celular microbiana,
como lipopolisacaridos de bacterias Gram-, B-glucanos de levaduras y RNA viral;
aunque el espectro parece reducido, es lo suficientemente eficiente para
reconocer la mayoria de los microorganismos. Estas moléculas, han sido
detectadas en todos los animales, tanto en vertebrados como en invertebrados.
Mientras los vertebrados tienen el sistema de complemento, los invertebrados
cuentan con el sistema de activacion de la proPO, el cual se puede considerar un

sistema analogo (Montafo-Pérez y Vargas-Albores, 2002).

Uno de los elementos de la inmunidad innata, que tiene un papel crucial para
combatir las infecciones, son los PAMs, que se caracterizan por tener bajo peso
molecular (menores de 10kDa), por ser codificados en el genoma y porque
penetran la membrana plasmatica microbiana, se conocen también como
defensinas. Se han detectado PAMs en muchos invertebrados marinos, en
crustaceos, destacan los estudios de PAMs del cangrejo de arena Carcinus
maenas, del camardn blanco L. vannamei y del mejillon Mytillus edulis (Montafio-

Pérez y Vargas-Albores, 2002).



Los principales componentes de las alga cafés son los polisacaridos, cuya
concentracion varia del 40 al 80%, segun la especie. El laminaran, que a su vez
estd compuesto de B-glucanos, es el principal polisacarido de reserva de estas
algas, le siguen los alginatos y en menor proporcién, el fucoidan (Zvyagintseva et
al., 2005; Rioux et al., 2007). Estos compuestos tienen diversas aplicaciones
bioldgicas, en el caso del laminaran, tiene propiedades anticancerigenas, funciona
como crio-protector y activa el sistema inmune, los alginatos se consideran
también activadores del sistema inmune en peces y crustaceos y, por ultimo, el
fucoidan, tiene propiedades antineoplasicas, anticoagulantes y antivirales (HIV,

Herpes y Hepatitis) (Zvyagintseva et al., 2005).

Macrocystis pyrifera es una alga café, del orden Laminariales, comunmente
llamada “kelp” o “sargazo gigante”, que crece en zonas de sustratos rocosos
cercanas a las costas, a profundidades no mayores de 40 metros, en aguas
templadas o frias, claras y ricas en nutrientes. Se localiza en las costas de
América del norte y del sur, Australia, sur de Africa, Nueva Zelanda, Noruega,
Escocia, Japdn y Corea (Cruz-Suarez et al., 2000). Es una de las algas marinas
cafés que son explotadas comercialmente como fuente de alginatos. En México,
su distribucién se extiende desde la frontera con los Estados Unidos de América,
hasta Punta San Hipdlito, Baja California Sur. La biomasa cosechable estimada (1
m debajo de la superficie marina), varia estacionalmente de 36,520 toneladas en

invierno, a 99,626 toneladas en verano (Reyes-Tisnado et al., 2004).

Vibrio campbellii es un bacilo recto, Gram negativo, que pertenece a la clase
de las Gammaproteobacterias. Se caracteriza por tener flagelo polar y varios
flagelos laterales que le dan movilidad cuando se encuentra en medio sdlido,
crece hasta a los 35°C, el sodio estimula su crecimiento (2-3% de NacCl), fermenta
glucosa y no es luminiscente (Krieg y Holt 1984; Holt et al., 1994). Se considera un
patdbgeno importante para organismos acuaticos, especialmente para los
crustaceos (Thompson et al., 2004; Gomez-Gil et al., 2004; Scholnick et al., 2006).



Il. Hipotesis

Después de sumergir 6 inyectar a los adultos de Litopenaeus vannamei con
el extracto de Macrocystis pyrifera, el camardn blanco optimizara sus repuestas
fisiolégicas, metabdlicas y de su sistema de defensa, lo que mejorara su

capacidad de respuesta al desafiarlo con Vibrio campbellii.
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lll. Objetivos

lll.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del extracto de Macrocystis pyrifera administrado por
inmersion 6 inyeccidon en adultos del camardn blanco Litopenaeus vannamei y
determinar la modificacion de los parametros fisiolégicos, metabdlicos e

inmunoldgicos al desafiarlos con Vibrio campbellii.

lll.2 Objetivos particulares:

* Cuantificar la tasa de consumo de oxigeno de los camarones
sumergidos 6 inyectados con el extracto de M. pyrifera e infectados

con V. campbellii.

* Determinar la modificacion de los parametros metabdlicos (glucosa,
lactato y proteinas totales) en adultos de L. vannamei sumergidos 6
inyectados con el extracto de M. pyrifera después de haber sido

desafiados con V. campbellii.

* Evaluar el CTH, la hemocianina, la actividad antimicrobiana y la tasa
de depuracion en la hemolinfa de los camarones sumergidos 6
inyectados con el extracto de Macrocystis pyrifera e inoculados con

V. campbellii.
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IV. Materiales y Métodos

IV.1 Preparacion del extracto de Macrocystis pyrifera

Se recolectaron laminas de M. pyrifera en La Mision, B.C., México, durante el
verano del 2007 y se prepar6 un extracto del alga con base en la metodologia
descrita por Yeh et al. (2006). Brevemente, las laminas seleccionadas fueron
lavadas, deshidratadas en un invernadero y molidas. Se tomaron 10 g de las
laminas molidas y se hirvieron en 300 mL de agua desionizada durante 3 horas,

posteriormente, la suspension se filtrd y liofilizé.

IV.2 Obtencién y mantenimiento de L. vannamei

Se obtuvieron organismos adultos de Litopenaeus vannamei de 23-32 g de
p.h., que fueron donados por la granja La Gloria (Nayarit, México). Se mantuvieron
durante 2 meses en estanques de 2000 L, con recambio continuo de agua de mar
(35%0) y aireacion constante, a una temperatura de 26 + 1°C, que fue la
temperatura preferida, determinada para este estadio de desarrollo, por Gonzalez-
Sanchez et al. (2010). Se les proporciono alimento a saciedad marca Rangen, con
40% de proteina. En total, se utilizaron 270 camarones adultos, que fueron

seleccionados al azar antes de cada experimento.

IV.3 Cultivo de Vibrio campbellii

Se utilizé la cepa de V. campbellii (CICESE 559; CAIM 416), que fue aislada
por Giffard (1999), del agua superficial del estanque de abastecimiento de
reproductores, en una granja camaronicola en Sonora, México. Anteriormente,
dicha cepa se identific6 como V. harveyi, aunque estudios moleculares posteriores
(Gomez-Gil et al., 2004), comprobaron que se trataba de V. campbellii. Esta cepa
es patdégena en nauplios de Artemia franciscana y larvas de L. vannamei (Soto-
Rodriguez, 2002; Soto-Rodriguez et al., 2003; 2006).
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La cepa se cultivd en medio Zobell a 28°C durante 18 horas, después se
cosecho y resuspendié en solucion salina (NaCl 9%o), hasta que se obtuvo una
concentracion de 1 x 10" ufc/mL (D.O.= 0.9 a 600 nm). Para confirmar la densidad
bacteriana, la suspension se diluyé en serie con solucién salina estéril y se
sembraron 0.1 mL de cada dilucién, por duplicado, en cajas Petri, con medio
TCBS, selectivo para Vibrio sp. Las cajas se incubaron a 28°C durante 18 horas y

posteriormente, se contaron las ufc de cada caja (Soto-Rodriguez et al., 2003).

IV.4 Determinacion de la dosis letal media de V. campbellii en L. vannamei
Se reviso la bibliografia existente sobre las concentraciones inyectadas de V.
alginolyticus 'y V. campbellii en L. vannamei, se calculd la dosis letal media (DL50)
y posteriormente, se comprobd en un experimento en el que se inyecté V.
campbellii a 60 juveniles de L. vannamei, mediante el cual, se determin6 que la
DL50 para camarones infectados con la cepa de V. campbellii, utilizada en este

trabajo, fue de 1 x 10° ufc camarén™, a las 72 horas.

IV.5 Consumo de oxigeno de L. vannamei

Para cuantificar el consumo de oxigeno de los camarones, se utiliz6 un
respirometro semiabierto con 21 camaras de 2800 mL cada una, conectado a un
sistema como el descrito por Diaz et al., (2007). Se colocaron de forma individual
20 camarones dentro de los 20 matraces de 2800 mL y se dejé una camara
respirométrica sin organismo, para medir el consumo de oxigeno de los
microorganismos presentes en el agua. La temperatura del agua de todo el

sistema fue mantenida a 26 + 1°C.

La concentracion del oxigeno disuelto, fue medida mediante un oximetro YSI
52 B, provisto de un sensor polarografico, el cual se conectd a una camara
cerrada por medio de un sistema de mangueras, para evitar que la muestra de
agua tuviera contacto directo con el aire. Antes de cerrar las camaras, se tomo

una muestra de agua para cuantificar la concentracion inicial de oxigeno.
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Las camaras respirométricas permanecieron cerradas durante 1 hora, ya que
de acuerdo a Stern et al. (1984), es el tiempo adecuado para que el oxigeno
disuelto no disminuya por debajo del 30% de saturacion y no cause estrés en los

organismos.

IV.6 Inyeccidén del extracto de M. pyrifera en L. vannamei

Se tomaron 6 mg del extracto liofilizado, que se disolvieron en 6 mL de
solucion salina y se inyectaron 60 camarones blancos adultos, en el musculo
abdominal, con una concentracion de 10 ug g™'. 24 horas después, se inyecté una
concentracion de 1 x 10° ufc camarén™ de V. campbelli a cada uno de los
organismos, 20 de los cuales, fueron colocados individualmente en cada camara
respirométrica, 2 horas antes de iniciar las mediciones del consumo de oxigeno,

que se realizaron a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas post infeccion (p.i.)

IV.7 Inmersioén de L. vannamei en el extracto de M. pyrifera

Para preparar la solucion en la que se sumergio a los camarones, se usaron
3.5 g del extracto liofilizado de M. pyrifera, que se disolvieron en 10 L de agua de
mar, para obtener una concentracion final de 350 mg L'. Se mantuvieron
sumergidos 60 adultos de L. vannamei durante 3 horas, en acuarios que contenian
el extracto a dicha concentracion y se mantuvieron con aireacién constante. Todos
los camarones se inyectaron con una concentracion de 1 x 10° ufc camarén™ de V.
campbellii y posteriormente, se utilizaron 20 organismos que fueron colocados
individualmente, en cada camara respirométrica, 2 horas antes de iniciar las
mediciones del consumo de oxigeno, que se realizaron a las 2, 4, 6, 8, 12y 24

horas p.i.

IV.8 Controles experimentales
Se utilizaron 150 camarones como controles, de los cuales, 60 fueron

inyectados unicamente con 100 uL de solucion salina, a este grupo se le identifico
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como “control salino”. Otros 60 organismos fueron inyectados unicamente con 100
uL de la suspensién bacteriana de V. campbellii (1 x 10° ufc camarén™), este
grupo fue identificado como “control V. campbellii’. A estos 2 grupos control, se les
midié el consumo de oxigeno, en las mismas horas y de la misma forma que en
los experimentos anteriormente descritos (inyeccion e inmersion en el extracto de

M. pyrifera).

Los 30 organismos restantes, se utilizaron como control de pre-inyeccion
(CPI), ya que dichos organismos, no fueron sometidos a ningun tratamiento con el
extracto de M. pyrifera, ni tampoco fueron inyectados con solucion salina o
infectados con la bacteria. A este grupo, también se le midié el consumo de

oxigeno y se realiz6 una repeticién de dicho experimento.

IV.9 Extraccién de hemolinfa

Se extrajo la hemolinfa de 8 camarones de cada condicion experimental a las
2, 6, 12, 24, 48 y 72 horas post tratamiento (también de los grupos control),
mediante una jeringa hipodérmica de 1 mL, cargada previamente con la solucién
anticoagulante fria (4°C). La aguja se inserté en la base del quinto par de
pereidopodos de los organismos. Se extrajeron 200 yL de hemolinfa de cada
camaron, diluidos con 400 pL del anticoagulante, es decir, en relacién 2:1 (Vargas-
Albores et al., 1993).

IV.10 Cuantificacion de metabolitos

Todas las muestras se centrifugaron a 800 g por 3 minutos, a 4°C y el
sobrenadante, fue separado para la cuantificacién de cada metabolito, por medio
de kits comerciales (marca Pointe Scientific Inc). Las muestras de glucosa se
leyeron a 520 nm, las de lactato a 546 nm y las de proteinas a 540 nm, en un
espectrofotometro marca Hach, finalmente, la concentracién de cada metabolito

fue calculada de la concentracion de sus respectivos estandares.
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IV.11 Cuantificaciéon de hemocianina

Se tomaron muestras de 10 yL de hemolinfa sin anticoagulante, de los
organismos provenientes de cada condicion experimental a las 2, 6, 12, 24, 48 y
72 horas p.i., cada una de las muestras fue diluida inmediatamente con 990 L de
agua destilada en una cubeta para espectrofotdmetro y posteriormente, se leyeron
a 335 nm. La concentracion de Hc se determiné utilizando un coeficiente de
extincion de €= 17.26, calculado en base a una sub-unidad de 74000 Da para

crustaceos (Hagerman, 1986; Chen y Cheng, 1993).

IV.12 Conteo total de hemocitos

Para el CTH presentes en las muestras de hemolinfa, tomadas a las 2, 6, 12,
24, 48 y 72 horas p.i., se utilizd una camara NeuBauer de 0.100 mm de
profundidad, donde fueron colocados 10 uL de la mezcla de anticoagulante-
hemolinfa y posteriormente, el conteo se llevdé a cabo mediante un microscopio de

contraste de fases, marca Zeiss, a 10x.

IV.13 Desinfeccion de estanques y material

Una vez que finalizaron todos los experimentos, se desinfecto el respirometro
completo, los estanques y el material de laboratorio utilizado, con cloro al 1%. 48
horas después, se tomaron muestras de agua de todos los estanques y se filtraron
100 mL, 10 mL y 0.1 mL, con una membrana de 45 um, cada membrana se coloco
en una caja Petri con medio TCBS y se incubé a 28°C durante 18 horas, para

confirmar que estaban completamente libres de V. campbellii.

IV.14 Extraccién del DNA bacteriano

Para poder analizar la tasa de depuracion de los camarones infectados con
V. campbellii, se extrajo el DNA bacteriano de cada una de las muestras de
hemolinfa mezclada con anticoagulante, mediante choque térmico, para lo cual, se
centrifugd cada muestra a 12000 rpm durante 15 minutos, se descartd el

sobrenadante y el botéon celular que quedd en la pared del tubo fue resuspendido
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en 100 pyL de agua destilada. Posteriormente, las muestras fueron calentadas a
80°C durante 5 minutos y congelados a -80°C durante 5 minutos, dicho proceso se
repitié 5 veces, finalmente, las muestras se volvieron a centrifugar a 12000 rpm

durante 15 min y se tomo el sobrenadante, en el cual se encontraba el DNA.

IV.15 Diseno de oligonucleétidos para amplificar el DNA bacteriano
Se utiliz6 el programa MacVector, para disefiar oligonucledtidos que

amplificaran el DNA de V. campbellii y se probd su especificidad con diferentes
cepas de vibrios luminiscentes, de la coleccion del laboratorio de Ecologia
Molecular del CICESE, que esta a cargo del Dr. Leonardo Lizarraga, sin embargo,
aunque amplificaron el DNA de V. campbellii, no resultaron especificos. El par de
oligonucledtidos disefiados fueron:

Fwd 5'- TCGGCGAAATCTGGCACAAC -3'

Bwd 5'- GCGTGAAATACTCTGACGGCAG -3

IV.16 Amplificaciéon del DNA bacteriano

El DNA de V. campbellii extraido de cada muestra, fue amplificado mediante
reacciones de PCR, utilizando las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial
a 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos y 72°C por 30 segundos, la extensiéon final fue a 72°C, durante 7

minutos.

IV.17 Geles de agarosa para el analisis de la tasa de depuracién bacteriana
Para la deteccion de los productos de PCR, se realizé una electroforesis en
geles de agarosa al 2%, tehidos con bromuro de etidio, para ser visualizados y
fotografiados bajo luz UV, mediante este procedimiento, se analiz6 la tasa de
depuracion de todos los organismos que fueron infectados con la bacteria, es
decir, los del control V. campbellii y los inyectados o sumergidos en el extracto de

M. pyrifera.
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IV.18 Actividad antimicrobiana de las muestras

Para determinar si las muestras de hemolinfa de cada condicion
experimental, obtenidas a lo largo de las 72 horas p.i., presentaban actividad
antimicrobiana (AAM), primero, se estandarizé la concentracion minima inhibitoria
del crecimiento de Escherichia coli con carbencilina y una vez que se detecto, se
realizaron pruebas con distintas concentraciones de las proteinas contenidas en
las muestras, de cada condicién experimental. Se decidié ajustar la concentracién
de proteinas de cada muestra a 1.25 mg/mL, mediante PBS 1x, con ayuda de un
espectrofotometro (NanoVue) y posteriormente, se utilizaron microplacas de
cultivo de 96 pozos, en las cuales, se colocaron 50 pL de la mezcla de hemolinfa y
anticoagulante a 1.25 mg/mL, 100 pL de E. coli a una concentracion de 1x10” ufc
mL" y 100 yL de medio de cultivo LB, por duplicado. Cada placa fue incubada a
37°C, durante 18 horas y después, se tomé la lectura de las microplacas a una
D.O. de 655 nm. Se utilizé6 carbencilina (1mg/mL), anticoagulante en la misma
diluciéon que en las muestras y PBS 1x como controles negativos, y como control

positivo, medio LB.

IV.19 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de consumo de oxigeno, metabolitos
presentes en la hemolinfa y del CTH se llevd a cabo mediante el programa Sigma
Stat, se utilizdé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Zar, 1999), para
determinar si existieron diferencias significativas entre los organismos del CPI, el
control salino, el control V. campbellii y los 2 tratamientos experimentales en que

se utilizé el extracto de M. pyrifera.

En el caso de los datos de la AAM, de las muestras de hemolinfa de los
organismos sumergidos en el extracto de M. pyrifera, se utilizé la misma prueba
para determinar si existieron diferencias significativas en la inhibicion del

crecimiento de E. coli, entre las muestras obtenidas a lo largo de las 72 horas p.i.
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V. Resultados

La tasa de consumo de oxigeno de los camarones provenientes del control
de pre-inyeccién (CPI), fue de 46 mg O, h™ kg™ p.h. Los organismos del control
salino, tuvieron un aumento en la tasa de consumo de oxigeno a las 2 y 12 horas
p.i., de 62.1 y 63.8 mg O, h” kg' p.h. respectivamente, sin embargo, este

aumento no fue significativamente diferente respecto al CPI (P<0.05) (Figura 1).
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Figura 1. Consumo de oxigeno de los organismos del control salino, durante
24 horas. No se encontraron diferencias significativas respecto al CPI
(P<0.05).
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En los organismos del control V. campbellii, la bacteria indujo un aumento del
consumo de oxigeno a las 2, 4 y 6 horas p.i., de 65.6, 67 y 65.4 mg O, h™ kg™ p.h.

respectivamente.

A partir de las 8 y 12 horas p.i., la tasa de consumo de oxigeno empezé a
disminuir, de 54.3 y 31 mg O, h™ kg™ p.h. respectivamente, y para las 24 horas
p.i., se obtuvo la menor tasa de consumo de oxigeno, de 24.15 mg O, h™" kg™ p.h.
Los cambios registrados en el consumo de oxigeno de estos organismos a las 2,
4, 6 y 24 horas p.i., fueron significativamente diferentes respecto al CPI (P>0.05)
(Figura 2).
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Figura 2. Consumo de oxigeno de los organismos del control V. campbellii,
durante 24 horas. * Indica las diferencias significativas respecto al CPI
(P>0.05).
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La tasa de consumo de oxigeno de los organismos del CPIl y la tasa de
consumo de los organismos que fueron inyectados con el extracto de M. pyrifera e
infectados con V. campbellii, no fueron significativamente diferentes, durante
ninguna de las horas p.i., manteniéndose en un intervalo de 35.3 + 5a44.7 £+ 9 mg
0O, h" kg™ p.h. (P<0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Consumo de oxigeno de los organismos inyectados con el extracto
de M. pyrifera, durante 24 horas. No se encontraron diferencias significativas
respecto al CPI (P<0.05).
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Al analizar el consumo de oxigeno de los organismos del CPl y los
organismos que fueron sumergidos en el extracto de M. pyrifera e infectados con

V. campbellii, no se encontraron diferencias significativas (P<0.05).

Se observé que el consumo de oxigeno de estos organismos se mantuvo en

un intervalo de 43.4 +9a59.9+ 9 mg O, h" kg™ p.h. (Figura 4).
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Figura 4. Consumo de oxigeno de los organismos sumergidos en el extracto
de M. pyrifera e infectados con V. campbellii, durante 24 horas. No se
encontraron diferencias significativas respecto al CPI (P<0.05).
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La concentracién de glucosa de los camarones provenientes del CPI, fue de
10 mg dL™'. Los organismos del control V. campbellii tuvieron la mayor
concentracion de glucosa registrada a las 2 horas p.i. (32.7 mg dL™), la cual, fue
significativamente diferente a la del CPI (P>0.05). Los organismos inyectados con
el extracto de M. pyrifera e infectados con V. campbellii, mostraron una
disminucion en la concentracion de glucosa a las 12 horas p.i. (2.3 mg dL™"), que
fue significativamente diferente a la del CPI (P>0.05); sin embargo, a las 24 horas
p.i., la concentracion de glucosa en la hemolinfa de esos organismos, fue de 11.7
mg dL™, es decir, regresé a un nivel muy cercano al registrado en el CPI. Los
organismos expuestos al tratamiento de inmersion con el extracto de M. pyrifera e
infectados con V. campbellii, no mostraron diferencias significativas en la

concentracion de glucosa en la hemolinfa, respecto al CPI (P<0.05) (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de glucosa en la hemolinfa de los camarones de
todas las condiciones experimentales hasta las 24 horas p.i. * Indica las
diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05).
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La concentracion de lactato en la hemolinfa de L. vannamei del CPI, fué de
11.4 mgdL™.

Los organismos del control salino y los del control V. campbellii, no
mostraron diferencias significativas (P<0.05), con respecto al CPI a ninguna de las
horas de muestreo, sin embargo, los organismos inyectados con el extracto de M.
pyrifera e infectados, tuvieron las concentraciones de lactato en hemolinfa
significativamente mas bajas durante las 24 horas p.i,, respecto al CPI (P>0.05),

manteniéndose en un intervalo de 0.9 a 3.4 mg dL™.

Los organismos sumergidos en el extracto de M. pyrifera, tuvieron una
concentracion de lactato en hemolinfa similar a la de los camarones del CPI a las
2 y 24 horas p.i., sin embargo, su concentracion de lactato en hemolinfa,
disminuy6 a 3.8 y 3.1 mg dL™', a las 6 y 12 horas p.i. respectivamente, mostrando

diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05).

Finalmente, a las 24 horas p.i., su concentracion de lactato volvié a un nivel

muy cercano al del CPI, de 9 mg dL™ (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de lactato en la hemolinfa de los camarones de
todas las condiciones experimentales, hasta las 24 horas p.i. * Indica las
diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05).

La concentracién de proteinas totales en la hemolinfa de los organismos del
CPI, fue de 115.3 mg mL™". Los camarones del control salino nunca mostraron
diferencias significativas (P<0.05), con respecto a los del CPI, sin embargo, los
organismos del control V. campbellii, tuvieron los valores significativamente mas
bajos de proteinas totales, durante todos los muestreos, respecto a los del CPI

(P>0.05), manteniéndose en un intervalo que abarcé de 57 a 86 mg mL™.
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Los organismos inyectados con el extracto de M. pyrifera e infectados con V.
campbellii, tuvieron el valor significativamente mas alto de proteinas totales en

hemolinfa a las 24 horas p.i. (184 mg mL™).

En el caso de los camarones que fueron sumergidos en el extracto de M.
pyrifera e infectados con V. campbellii, tuvieron valores de proteinas totales en
hemolinfa, significativamente mas altos que los del CPI(P>0.05), a las 6 y 24 horas

p.i. (167.4 y 168.3 mg mL™" respectivamente) (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de proteinas totales presentes en la hemolinfa de
los camarones de todas las condiciones experimentales, hasta las 24 horas
p.i. *Indica las diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05).
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La concentracion de hemocianina en la hemolinfa de los organismos del CPI

fue de 1 mmol L.

Los organismos provenientes del control salino, no mostraron diferencias
significativas (P<0.05) en sus niveles de hemocianina, respecto a los organismos
del CPI, a ninguna de las horas de muestreo, después de la inyecciéon con la

solucién salina, manteniéndose en un intervalo de 0.63 a 1 mmol L.

Se encontraron diferencias significativas (P>0.05), entre los valores de
hemocianina de los organismos del control V. campbellii, respecto al CPI, a las 2,
6, 48 y 72 horas p.i. (0.5, 0.53, 0.5 y 0.57 mmol L' respectivamente).

Los organismos inyectados con el extracto de M. pyrifera, mostraron
diferencias significativas (P>0.05), en sus niveles de hemocianina, respecto al
CPI, en todos los tiempos de muestreo: 0.47, 0.36, 0.54, 0.41, 0.41 y 0.28 mmol L
' alas 2,6, 12, 24, 48 y 72 horas p.i. respectivamente.

También se encontraron diferencias significativas (P>0.05), entre los
organismos sumergidos en el extracto de M. pyrifera y los del CPI, en todos los
tiempos de muestreo: 0.44, 0.65, 0.53, 0.64, 0.75 y 0.58 mmol L™, a las 2, 6, 12,
24,48 y 72 horas p.i. respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de hemocianina en la hemolinfa de los camarones
de todas las condiciones experimentales, hasta las 72 horas p.i. * Indica las
diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05).

En cuanto a los resultados del CTH de los organismos del control salino, se
encontraron diferencias significativas (P>0.05), respecto al CPI (498,750 cel mL™),
alas 2, 6, 12 y 24 horas p.i., de 3,063,750, 3,367,500, 4,125,000 y 4,590,000 cel
mL' respectivamente. Los organismos del control V. campbellii, también
mostraron diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05), a las 6 y 48 horas
p.i., de 1,983,750 y 1,616,250 cel mL™ respectivamente.
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Los organismos del tratamiento de inyeccion del extracto, mostraron
diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05), a lo largo de todas las horas de

muestreo, manteniéndose en un intervalo de 1,627,500 - 2,752,500 cel mL™.

Los organismos del tratamiento de inmersion en el extracto, también
mostraron diferencias significativas respecto al CPI (P>0.05), durante todas las
horas del experimento, manteniéndose en un intervalo de 566,250 - 3,228,750 cel
mL™" (Figura 9).
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Figura 9. CTH presentes en la hemolinfa de los camarones de todas las
condiciones experimentales hasta las 72 horas p.i. * Indica las diferencias
significativas respecto al control de pre-inyeccién (P>0.05).
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Los resultados de la tasa de depuracion bacteriana, mostraron que los
hemocitos de los camarones del control V. campbellii, fueron ineficientes para
eliminar a la bacteria, ya que unicamente sobrevivido el 50% de los camarones
infectados a las 72 horas p.i. y en el gel de agarosa no se detectdé DNA bacteriano

amplificado (Figura 10).

Ladder 2 hrs 6 hrs 12 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs
100 bp

Figura 10. Gel de agarosa al 2% con la tasa de depuracion bacteriana de los
organismos del control V. campbellii, hasta las 72 horas p.i.

Los hemocitos de los camarones provenientes del tratamiento de inyeccién
con el extracto de M. pyrifera, fueron los mas eficientes para eliminar a la bacteria,
pues se detecté una mayor cantidad de DNA bacteriano en el gel de agarosa y

sobrevivié el 82% de los camarones a las 72 horas p.i. (Figura 11).

Ladder 2 hrs 6 hrs 12 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs
100 bp

Figura 11. Gel de agarosa al 2% con la tasa de depuracién de V. campbellii,
en los organismos inyectados con el extracto de M. pyrifera, hasta las 72
horas p.i.
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Los hemocitos de los camarones del tratamiento de inmersién en el extracto de M.
pyrifera, no fueron tan eficientes para eliminar a V. campbellii, pues en el gel de
agarosa, se detectd muy poco DNA bacteriano y soélo sobrevivié el 17% de los

camarones a las 72 horas p.i. (Figura 12).

Ladder 2 hrs 6 hrs 12 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs
100 bp

Figura 12. Gel de agarosa al 2% con la tasa de depuracioén de V. campbellii,
en los organismos sumergidos en el extracto de M. pyrifera, hasta las 72
horas p.i.

En cuanto a la AAM de las muestras ajustadas a una concentracién de 1.25
mg mL™" de proteinas, se observd que las muestras del tratamiento que tuvieron
una mayor inhibicién del crecimiento de E. coli, fueron las que provinieron de los
organismos expuestos a la inmersion en el extracto de M. pyrifera;
especificamente las de las 24 horas p.i., fueron las mas eficientes para inhibir el
crecimiento de dicha bacteria (P>0.05), con una absorbancia de 0.153, a una D.O.
de 655 nm.

El resto de las muestras se mantuvo en un intervalo de 0.248 a 0.184 a la

misma D.O. (Figura 13).
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Figura 13. Las proteinas de la hemolinfa de los camarones sumergidos en el
extracto de M. pyrifera, a las 24 horas p.i., fueron estadisticamente mas
efectivas para inhibir el crecimiento de E. coli * (P>0.05).
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VI. Discusion

El efecto de los productos naturales extraidos de algunos organismos, como
las macroalgas, han cobrado importancia, debido a que estos pueden funcionar
como potentes estimulantes del sistema inmune en diferentes especies, entre
ellas, lombrices, peces, ratones, ratas, conejos, cuyos, borregos, humanos e

inclusive camarones (Vetvicka et al., 2007).

Varios autores mencionan que la inmunoestimulacioén, via inmersion, mejora
la respuesta inmune del camarén (Itami et al., 1998; Alabi et al., 1999; Campa-
Cordova et al., 2005; Hou & Chen, 2005; Yeh et al., 2006; Fu et al., 2007), asi
como por medio de la inyeccion (Cheng et al., 2004; Hou & Chen, 2005; Yeh et al.,
2006; Fu et al, 2007). En el presente estudio, ambas formas de
inmunoestimulacion, fueron efectivas para que la presencia de la bacteria no
disminuyera el consumo de oxigeno, en los organismos expuestos al extracto de
M. pyrifera, por lo tanto, se evitd la formacién de nddulos que obstruyen las

branquias.

Los organismos del control V. campbellii, aumentaron su tasa de consumo de
oxigeno, durante las primeras 6 horas p.i. y la disminuyeron en las horas
posteriores, se ha reportado un efecto similar en L. vannamei infectado con V.

campbellii, por Scholnick et al. (2006).

También se ha estudiado el efecto de la presencia de bacterias y hemocitos
en las branquias de Callinectes sapidus y de la misma manera, se ha demostrado
que la captacion de oxigeno disminuyd (Burnett et al. 2006). Por otra parte, se ha
comprobado que los hemocitos se unen a las particulas que circulan en la
hemolinfa y forman nédulos, que por procesos mecanicos, terminan alojandose en
las branquias (Martin et al., 1993; 1998; 2000). Estos ndédulos pueden afectar la
capacidad de las branquias para llevar a cabo su funcién de intercambio de gases

y la regulacion de iones, provocando hipoxia en el organismo infectado. Por tal
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motivo, se puede decir, que en el presente trabajo, la formacién de los ndédulos en
las branquias de los camarones del control Vibrio campbellii, fue lo que causé que
el consumo de oxigeno de esos organismos, en las horas 8, 12 y 24 p.i.,

disminuyera de manera significativa, respecto al CPI.

La concentracién de glucosa registrada para los camarones del CPI, fue
similar a la reportada por Racotta y Palacios (1998) en L. vannamei (15 mg dL™),
quienes demostraron que la glucosa en la hemolinfa, aumenté como respuesta al
estrés producido por muestreos repetidos de hemolinfa. En el presente estudio, los
organismos del control V. campbellii, presentaron la mayor concentracion de
glucosa a las 2 horas p.i., debido al estrés causado por la infeccion. El extracto de
M. pyrifera utilizado en el presente estudio, tuvo un efecto positivo, pues ninguno
de los organismos de los diferentes tratamientos, present6 valores anormales de
glucosa; el unico cambio que se registré fue la disminucién a las 12 horas p.i., en
los organismos que fueron inyectados con el extracto, sin embargo, este efecto no
persistid, ya que a partir de los siguientes muestreos, los valores de glucosa en
hemolinfa se mantuvieron muy cerca del nivel del CPI, lo cual, indicé que todos los
organismos fueron capaces de contrarrestar el estrés de la infeccién-inyeccion, a

excepcion del control V. campbellii, a las 2 horas p.i.

En cuanto a los niveles de lactato en la hemolinfa de los camarones, todos
los organismos provenientes de los tratamientos y controles se mantuvieron por
debajo del nivel del CPI, lo cual coincidié con el valor reportado por Racotta y
Palacios (1998), de 11 mg dL™"; esos autores concluyen que, a pesar de que se
utiliza el lactato como indicador de estrés, sus resultados sugieren que el nivel de
glucosa en hemolinfa, resulté mas sensible como indicador de estrés en L.
vannamei, debido a que los niveles de lactato que ellos registraron en juveniles de
L. vannamei, se vieron menormente afectados por la manipulacion. En el presente
estudio, se observaron resultados similares, ya que hubo una mayor modificacion

en los niveles de glucosa que en los de lactato. La utilizacién del extracto de M.
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pyrifera por ambas vias de inmunoestimulacién de este estudio, reflejado en los
niveles de lactato, demostrd que los organismos fueron capaces de contrarrestar
el efecto del estresor (infeccidon-inyeccién), antes de que fuera necesario obtener
anaerobicamente su energia y los valores de lactato en hemolinfa se vieran
incrementados; asi que unicamente se observaron niveles altos de glucosa, que
fue un indicador de estrés mas sensible que el lactato. Hsieh et al. (2008),
reportan que los juveniles de la misma especie, sometidos a una infeccion con V.
alginolyticus, aumentaron sus niveles de glucosa y lactato, lo cual, apoya nuestra
hipétesis de que el extracto mantuvo los niveles de estos metabolitos cercanos a
los reportados como normales, aun estando bajo los efectos de la infeccion con V.

campbellii.

La concentracion de proteinas totales, en la hemolinfa de los camarones del
CPI, fue de 117.7 mg mL™, valores similares de 130, 127 y 103 mg mL™" han sido
reportados en la hemolinfa de L. vannamei, por Racotta y Palacios (1998),

Rodriguez et al. (2000) y Pascual et al. (2003), respectivamente.

Pascual et al. (2003), mencionan que los niveles de proteinas en la
hemolinfa, son afectados por el estrés nutricional y no tanto por el estrés que
causa la manipulacion, sugiriendo que los niveles de proteina en hemolinfa,
pueden reflejar los cambios en la salud del camarén, incluyendo la modificacion de
la respuesta inmune. Los organismos provenientes del grupo control V. campbellii,
mostraron los niveles mas bajos de proteinas durante todos los muestreos de
hemolinfa p.i., lo cual sugiere que, dicho control tuvo una menor cantidad de

proteinas involucradas en la respuesta inmune.

Se ha mencionado por Destomieux et al., (2001), Pascual et al., (2004) y
Pérez et al., (2006), que al utilizar inmunoestimulantes, los niveles de proteina
aumentan por la produccion de péptidos antimicrobianos, debido a que se utiliza a

la hemocianina como precursor de estos péptidos.



35

La hemocianina de los crustaceos, puede ser procesada por una cistein-
proteasa para generar péptidos antimicrobianos bajo condiciones acidas, y su
produccion puede ser inducida si se inyectan lipopolisacaridos y glucanos en el
organismo (Lee et al., 2003). En los experimentos donde se utilizd el extracto
inmunoestimulante de M. pyrifera via inyeccion e inmersion, los camarones
tuvieron niveles de proteina por arriba del nivel del CPI, observandose el mayor
nivel de proteinas totales a las 24 horas p.i. en ambos tratamientos. Lo anterior,
debido probablemente a un incremento de la produccion de péptidos
antimicrobianos para combatir la infeccion a partir de la hemocianina, lo cual
coincide con los resultados de AAM de las muestras del tratamiento de inmersion
en el extracto, pues a las 24 horas p.i. fueron las mas eficientes para inhibir el

crecimiento de E. coli.

Los niveles de hemocianina en la hemolinfa de todos los organismos que
estuvieron en contacto con la bacteria, se mantuvieron por debajo del nivel normal,

sin embargo, eso no afectd la tasa de consumo de oxigeno.

El CTH aumenté en los organismos provenientes de todas las condiciones
experimentales, tal como se ha reportado en estudios previos de
inmunoestimulacion en peneidos, entre los cuales destacan: Sung et al. (1994), en
P. monodon inmunoestimulado con B-glucanos extraidos de levadura, Cheng et al.
(2004 y 2005), en L. vannamei con alginato de sodio, Campa-Cérdova et al.
(2005), con B-glucanos, lipopolisacaridos y fucoidan, también en camarén blanco,
Hou et al. (2005), mediante el extracto del alga roja Gracilaria tenuistipitata, Yeh et
al. (2006), con el extracto del alga café Sargassum duplicatum, Fu et al. (2007),
con el extracto del alga roja Gelidium amansii y por ultimo Hsieh et al. (2008), con
el extracto de la planta Toona sinensis (Rutin), estos ultimos cuatro estudios

también fueron realizados con camarén blanco.
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En el caso de los camarones del control salino, el CTH aumenté debido a
que el sistema de defensa del camarén no tiene especificidad, por lo cual,
reacciond a la inyecciéon del suero fisiolégico como si fuera un agente extrano, sin
embargo, el conteo de hemocitos se mantuvo alto debido a que no habia
presencia de bacteria en estos organismos y a pesar de que se produjeron mas
hemocitos, no fueron utilizados contra ningun agente que necesitara ser
fagocitado o eliminado por el organismo, por lo que se acumularon en la hemolinfa

conforme se fueron produciendo.

De los tratamientos experimentales, el que tuvo mayor numero de hemocitos
fue el de inmersién en el extracto, iniciando con 3,228,750 cel mL™, sin embargo,
a pesar de tener tantos hemocitos presentes en la hemolinfa, se utilizaron mas
rapido, pues para las 48 y 72 horas p.i. los organismos sumergidos en el extracto

solo presentaron 67,500 cel mL™ mas que el CPI.

Durante las primeras 24 horas p.i., los camarones sumergidos en el extracto
de M. pyrifera, mostraron un incremento significativo del CTH, sin embargo, a las
48 horas p.i., disminuyeron su CTH hasta los niveles del CPI, efecto que persistio
hasta las 72 horas p.i; algunos autores, han encontrado un efecto similar en L.
vannamei y Penaeus japonicus (Sequeira et al., 1996; Li et al., 2008; Li et al.,
2010). La disminucién del CTH, pudo haber sido inducida por la proliferaciéon y
movilidad de los hemocitos circulantes hacia el tejido hematopoyético, para
generar hemocitos maduros (Van de Braak et al. 2002; Jiravanichpaisal et al.,
2006).

Los resultados de la tasa de depuracion de V. campbellii, junto con los de
sobrevivencia a las 72 horas p.i., mostraron que, la capacidad fagocitica de los
hemocitos de los camarones inyectados con el extracto de M. pyrifera, fue la mas
efectiva contra la bacteria, ya que se detecté DNA bacteriano en los hemocitos

después de las 6 horas p.i. y la sobrevivencia de dicho grupo fue del 82%, lo que
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prueba que el DNA bacteriano amplificado por medio de PCR, pertenece a
bacterias muertas que fueron fagocitadas por los hemocitos, en el momento en

que se realiz6 la extraccion de hemolinfa.

En el caso del control V. campbellii, no se detecté DNA bacteriano fagocitado
a ninguna hora p.i., y en los camarones sumergidos en el extracto de M. pyrifera,
se detectdé DNA bacteriano hasta después de las 12 horas p.i.; en ambos grupos,
la sobrevivencia registrada a las 72 horas p.i. fue muy baja, de 50 y 17%,

respectivamente.

Una posible explicacion de la efectividad de los hemocitos de los camarones
inyectados con el extracto de M. pyrifera, para eliminar a la bacteria y su alto CTH
a las 72 horas p.i., puede ser que los camarones inyectados con el extracto,
tuvieron 24 horas de ventaja para madurar sus hemocitos, antes de la infeccion
bacteriana, y los camarones sumergidos en el extracto, solamente contaron con 3

horas.

Los resultados de la AAM, muestran que los organismos sumergidos en el
extracto de M. pyrifera, inhibieron mas eficientemente el crecimiento de E. coli, lo
que sugiere que, los hemocitos de los organismos sumergidos se desgranularon
mas rapido y por eso las muestras de hemolinfa de dichos organismos tuvieron un
mejor desempefno en las pruebas de AAM. Estos resultados podrian explicar el
bajo CTH que se registré a las 24 horas p.i., en los camarones sumergidos en el
extracto de M. pyrifera, ya que la desgranulacion provoca lisis en los hemocitos
(tal como la observada al microscopio en las muestras de CTH del tratamiento de
inmersion en el extracto), por lo que, al desgranularse tan rapido, muchos
sufrieron lisis y es por esto que no hubo una cantidad suficiente de ellos para
resistir la infeccion. Lo anterior concuerda con lo que mencionan Van de Braak et
al. (2002), acerca de que se pierden hemocitos después de la desgranulacién,

pues se lleva a cabo un proceso de lisis de los mismos.
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Si se compara el CTH de los camarones sumergidos en el extracto, con los
del tratamiento de inyeccién en el extracto, los inyectados con el extracto tuvieron
mas hemocitos que los sumergidos, a las 12, 48 y 72 horas p.i. y fueron mas
eficientes para fagocitar a V. campbellii, sin embargo, debido a que los hemocitos
de los camarones inyectados con el extracto fueron mas eficientes para fagocitar,
su desgranulacién y por lo tanto la liberacion de los PAMs, fue mas lenta y no
tuvieron tan buena AAM. Como apoyo a lo anterior, se ha descubierto que los
hemocitos granulares y semi-granulares contienen PAMs, varios de los cuales ya
han sido caracterizados en L. vannamei, los mas conocidos son las peneidinas,
las cuales son sintetizadas y almacenadas en los hemocitos (Renddn y Balcazar,
2003; Montano-Pérez y Vargas-Albores, 2002; Rodriguez y Le Moullac, 2000). Van
de Braak (2002), menciona que los hemocitos contienen a los PAMs y que, por
medio de la desgranulacion, dichas células liberan a la hemolinfa distintos
componentes humorales, entre los cuales estan las peneidinas y muchos otros

agentes antimicrobianos.

La técnica utilizada en este trabajo, para determinar la tasa de depuracién de
V. campbellii por PCR en la hemolinfa de cada grupo de camarones, no habia sido
utilizada en ningun estudio previo, unicamente es similar la técnica utilizada por
Wang y Zhang (2008), quienes detectaron el DNA del virus de la mancha blanca,

en M. japonicus, mediante PCR tiempo real.

La técnica para determinar la AAM de la hemolinfa en todos los grupos de
camarones de este trabajo, fue muy similar a la utilizada en el estudio de Lee et al.
(2003), para analizar la efectividad de la astacidina 1 (PAM), del cangrejo de agua
dulce (Pascifastacus leniusculus), para inhibir el crecimiento de 9 bacterias
diferentes, entre ellas E. coli. En ese estudio, se concluyd que la liberacion de la
astacidina 1, aumentdé cuando los cangrejos fueron inyectados con

lipopolisacaridos o glucanos.
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El extracto de M. pyrifera, utilizado en este trabajo, contiene una cantidad
considerable de polisacaridos (betaglucanos, alginatos y fucoidan) (Zvyagintseva
et al., 2005; Rioux et al., 2007), que estimulan la respuesta celular y humoral de
los organismos, ya que, a pesar de que no se caracterizaron los componentes
exactos del extracto del alga, en general, las algas cafés estan compuestas por un

alto porcentaje de esos polisacaridos.

Los resultados del CTH de los organismos inyectados con el extracto de M.
pyrifera, junto con los de la tasa de depuracion de la bacteria y la sobrevivencia a
las 72 horas p.i., indican que el extracto, estimulé positivamente su respuesta

celular y les ayudé a resistir la infeccidon con V. campbellii.

En el caso de los camarones sumergidos en el extracto, el efecto
inmunoestimulador fue positivo en cuanto a la respuesta humoral, ya que los
mejores resultados de AAM, se encontraron en las muestras de ese tratamiento.
Sin embargo, la sobrevivencia fue baja y la cantidad de DNA bacteriano detectado
en su tasa de depuracién, también fue baja, a pesar de que metodolégicamente,

resulte mas sencillo inmunoestimular a los organismos a través de la inmersion.

Ninguno de los metabolitos medidos en la hemolinfa, indicé que los
organismos estuvieron sometidos a estrés, que comprometiera su salud
fisiolégica, sin embargo, el tiempo de maduracion de los hemocitos, parece ser de
primordial importancia en estudios como este, pues puede ser la diferencia entre

una sobrevivencia del 17 al 82%.
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VIl. Conclusiones

El efecto que provocd el extracto de Macrocystis pyrifera, administrado via
inyeccion e inmersion, sobre el consumo de oxigeno de los organismos, fue
positivo, ya que la tasa de consumo de oxigeno de los organismos
inmunoestimulados, no se redujo conforme avanzé la infeccion, como en el

caso de los organismos del control infectado con Vibrio campellii.

Los metabolitos medidos en la hemolinfa de los organismos infectados y
estimulados con el extracto de M. pyrifera por ambas vias, no mostraron
cambios, lo que indicd que el extracto tuvo un efecto positivo sobre la salud

fisiolégica de los organismos.

El extracto de M. pyrifera, administrado via inyeccion e inmersién, estimuld la
respuesta humoral y celular del sistema de defensa de Litopenaeus vannamei,
infectado con V. campbellii, sin embargo, al comparar los resultados de la tasa
de depuracién bacteriana, el CTH y la sobrevivencia de los organismos a las
72 horas p.i., fue notorio que el tratamiento de inyeccién fue mas efectivo que
el de inmersién, para que los organismos resistieran la infeccién. Lo anterior,
debido a que en la tasa de depuracion de los organismos inyectados con el
extracto, sus hemocitos tuvieron una mayor capacidad fagocitica y se detectd
una mayor cantidad de DNA bacteriano, ademas, su CTH a las 72 horas p.i.
fue mas alto y la sobrevivencia registrada al final de los experimentos, fue de
82%.

La respuesta humoral de los organismos del tratamiento de inmersién en el
extracto de M. pyrifera, fue mas efectiva en las pruebas de actividad
antimicrobiana, sin embargo, en base a los resultados de sobrevivencia y el

CTH a las 72 horas p.i., la respuesta celular provocada por el extracto, fue mas
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relevante que la humoral, debido a que en su tasa de depuracion, se detectd
poco DNA bacteriano, que corresponde a bacterias muertas, su CTH fue bajo y

la sobrevivencia de este grupo, a las 72 horas p.i., fue de 17%.

La importancia del presente estudio, radica en que, los inmunoestimulantes
son una eficiente alternativa para prevenir enfermedades y de esta forma, no
se recurre al uso de antibidticos, en cultivos de organismos que estan
destinados al consumo humano; ademas, la abundante biomasa cosechable
de M. pyrifera, puede permitir su explotacion para producir

inmunoestimulantes.

Es recomendable utilizar inmunoestimulantes de origen natural, como el
extracto del alga del presente estudio, en cultivos de organismos de alto valor

comercial, como el camaron.
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