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Respuesta inmune y expresion de genes en el camaron blanco
(Litopenaeus vannamei) inducida por inmunoestimulantes microbianos
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Héctor A. Gonzalez-Ocampo®, Jests A. Fierro-Coronado®
Pindaro Alvarez-Ruiz & Mario A. Bueno-lbarra®
'Instituto Politécnico Nacional-Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional-Unidad Sinaloa, Boulevard Juan de Dios Batiz Paredes 252, Col. San Joachin
C.P. 81101, Guasave, Sinaloa, México
*Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, Mar Bermejo 195, Col. Playa Palo de Santa Rita
La Paz, B.C.S., México

RESUMEN. Se realiz6 un bioensayo de 26 dias para evaluar el efecto inmunoestimulante de bacterias acido
lacticas y levaduras (MI), adicionadas en el alimento, en Litopenaeus vannamei. Los tratamientos del
bioensayo se realizaron por triplicado: I) dieta control (Camaronina™); II) MI en alimento, diario; I1I) MI en
alimento, cada tres dias y; IV) MI en alimento, cada seis dias. Los camarones so6lo eran libres de WSSV. Para
el estudio del sistema inmune se hizo un conteo total de hemocitos, se determind bioquimicamente la
concentraciéon de anioén superdxido, y la actividad de la fenoloxidasa. También se estudid la expresion
semicuantitativa de seis genes del sistema inmune, utilizando la técnica de RT-PCR. No hubo aumento
significativo en el crecimiento y la supervivencia, el conteo total de hemocitos, la concentracion de la proteina
total en plasma y hemocitos, y la concentracion del anion superdxido. La actividad de la fenoloxidasa en
plasma en el tratamiento IV fue significativamente mayor que en los tratamientos I, IT y IIl. La fenoloxidasa
del SLH (proFO) en el tratamiento IV fue significativamente mayor que en los tratamientos I y III. La MI
provoco una sobreexpresion significativa de los genes que codifican para la profenoloxidasa (tratamiento IV),
lisozima (tratamiento III) y transglutaminasa (tratamiento II), con respecto a los animales no tratados (control).
La mezcla de inmunoestimulantes microbianos puede aumentar la resistencia de L. vannamei contra patogenos
en los cultivos.

Palabras clave: expresion de genes, inmunoestimulantes microbianos, Litopenaeus vannamei.

Immune response and gene expression of white shrimp (Litopenaeus vannamei)
induced by microbial immunostimulants

ABSTRACT. A 26-day bioassay was performed to evaluate the immunostimulating effect of lactic acid
bacteria and yeasts (IM), added in the feed, in Litopenaeus vannamei. Bioassay treatments were performed in
triplicate: I) control diet (Camaronina®); II) IM in food, daily; III) IM in food every three days and; IV) IM in
food every six days. The shrimp were WSSV-free. To study the immune system, a total count of hemocytes,
the concentration of superoxide anion, and the phenoloxidase activity were analyzed. We also studied the
semiquantitative expression of six immune system genes, using the technique of RT-PCR. There was no
significant increase in the growth and survival, the total count of hemocytes, the protein concentration, and the
concentration of superoxide anion. Phenoloxidase activity in plasma in the treatment IV was significantly
higher than in treatments I, II, and III. The phenoloxidase of HLS (proPO) in the IV treatment was
significantly higher than in treatments I and III. The IM caused a significant overexpression of the genes
coding for the prophenoloxidase (treatment IV), lysozyme (treatment III), and transglutaminase (treatment II)
relative to the untreated animals (control). The mixture of microbial immunostimulants may increase the
resistance of cultured L. vannamei against pathogens.

Keywords: gene expression, microbial immunostimulants, Litopenaeus vannamei.
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INTRODUCCION

La salud de las especies acuaticas esta influenciada
por la llamada triada epidemiologica, que se refiere a
las interacciones entre medio ambiente, patdgenos y
huésped. En los sistemas de produccion del camarén
blanco (Litopenaeus vannamei), muchos patdgenos
potenciales, como bacterias, hongos y virus co-existen
con el camardn sin causar un impacto negativo en la
produccién, debido al equilibrio en los factores de la
triada. Sin embargo, cualquier alteracion en alguno de
ellos, como estrés en el organismo, deterioro del
ambiente o mutaciones de las cepas patdgenas, puede
desencadenar enfermedades agudas, que provocan
pérdidas significativas en la industria (Flegel &
Pasharawipas, 1998; Moriarty, 1999; Capy et al.,
2000; Spann et al., 2000; Vidal et al., 2001).

El desafio mayor que enfrenta la camaronicultura
son los problemas virales, por lo tanto, es importante
el estudio del sistema inmune del camaron y de los
inmunoestimulantes (Song et al., 1997; Arala-Chavez
& Sequeira, 2000; Dodate et al., 2010). En los
camarones, los mecanismos celulares (citotoxicidad,
coagulacion, encapsulacion, fagocitosis, nodulacion y
melanizacién) y humorales (enzimas lisosomales,
lectinas, peroxidasa, proteinas de la coagulacion,
péptidos antimicrobianos y radicales libres del
oxigeno y el nitrogeno) contribuyen a la defensa del
organismo, limitando invasiones microbianas y virales
que son eliminadas de la hemolinfa y tejidos
(Soderhill & Cerenius, 1992; Sritunyalucksana et al.,
2001; Bacheére et al., 2004; Cerenius et al., 2008). La
expresion de genes relacionados con el sistema
inmune en el camardn proporciona informacion
importante sobre la activacion del sistema inmune y su
modulacion (Wang et al., 2007).

Los inmunoestimulantes, incluidos en la dieta del
camardn, son una alternativa al uso de antibidticos y
quimioterapéuticos que causan problemas de resis-
tencia bacteriana y ambientales (Song et al., 1997).
Los inmunoestimulantes son substancias que estimulan
la respuesta inmune, incrementando la resistencia de
los peces e invertebrados al estrés y a las enfer-
medades (Raa, 1996; Sakai, 1999; Dodate et al.,
2010). El efecto inmunoestimulante de moléculas
(alginato de sodio, glucanos, lipopolisacaridos,
nucledtidos, peptidoglucanos y quitosano) y células
completas (bacterias y levaduras) ha sido estudiado en
peces y crustaceos (Raa, 1996; Sakai, 1999; Sajeevan
et al., 2009a, 2009b; Flores-Miranda et al., 2011).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de inmunoestimulantes microbianos en el
sistema inmune y la expresion de genes de L.
vannamei.

MATERIALES Y METODOS

Adicion de las bacterias acido lacticas (BAL) y
levaduras al alimento

Se wus6 una mezcla inmunoestimulante (MI)
compuesta por cuatro bacterias acido lacticas (Lta2,
Lta6, Lta8 y LtalO) y una levadura (Lt6), con una
concentracion de 8,5 mg kg' de alimento (Apun-
Molina et al., 2009; Flores-Miranda et al., 2011). Los
microorganismos se cultivaron en MRS (Man, Rogosa
& Sharp), el pellet se obtuvo por centrifugacion (sin
lavar), secado a 74°C por 4 h y triturado en un
mortero. La mezcla bacteriana en polvo se adicion6 al
alimento balanceado (Camaronina, Purina®, 35% de
proteina), previamente molido en una licuadora. La
mezcla se rehidrato, el pellet se hizo de nuevo en un
molino de carne y se secd con un ventilador. Se
prepard alimento sin microorganismos para el
tratamiento control. El alimento se prepard para 27
dias y se guard6 a -20°C.

Obtencidn de animales y su aclimatacion

Se trajeron camarones de la granja Acuicola Cuate
Machado (Guasave, Sinaloa) a las instalaciones del
Departamento de Acuacultura del CIIDIR-IPN,
Unidad Sinaloa, México. Para la aclimatacion y
posterior cultivo, se utilizaron tinas ovaladas de
plastico con una capacidad de 120 L, llenadas con 80
L de agua de mar filtrada (20 pm). En cada una de las
tinas se colocaron 10 organismos. Los organismos se
aclimataron durante 5 dias y se alimentaron dos veces
al dia (09:00 y 17:00) con Camaronina, a razén del 5%
de la masa corporal. Se hizo un analisis de mancha
blanca a 12 camarones para saber si estaban libres de
WSSV.

Extraccion de ADN para la determinaciéon de
WSSV

Para la extraccion de ADN se utiliz6 una lamela
branquial (0.1 g) por organismo, la cual se colocd en
400 pL del reactivo DNAzol (MRC™), se macerd con
un pistilo y se dejo incubar por 30 min.
Posteriormente, se centrifug6 a 13,000x g, durante 10
min, en una centrifuga Sigma 2-6E (SIGMA
Laborzentrifugen GmbH®). Se recuperaron 300 pL del
sobrenadante, al cual se afiadieron 400 puL de etanol
absoluto frio (4°C). La mezcla se dejoé reposar por 15
min, agitando periddicamente. A continuacién se
centrifugd a 9,000x g durante 5 min y se desecho el
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 1 mL de
etanol al 70% frio (4°C) y se centrifugd a 9,000 x ¢
durante 5 min. Se decant6 el sobrenadante y se extrajo
con una pipeta el liquido restante. Se coloco la
muestra en un termoblock a 55°C hasta secar y se
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agregaron 30 upL de agua ultrapura a 55°C.
Finalmente, la muestra se agitdb en un vortex, se
centrifugd a 9,000x g durante 30 s y se almaceno a -
20°C.

PCR para WSSV

La deteccion final de WSSV en los organismos se
realiz6 mediante una PCR sencilla y una PCR anidada.
Los oligonucledtidos utilizados en la PCR sencilla
fueron: WSSV1:5’-ATC ATG GCT GCT TCA CAG
AC-37 y WSSV2:5’-GGC TGG AGA GGA CAA
GAC AT-3’. Los oligonucledtidos utilizados en la
PCR anidada fueron: WSSV1 in (sentido) 5’-TCT
TCA TCA GAT GCT ACT GC 3* y WSSV2 in
(contrasentido) 5’-TAA CGC TAT CCA GTA TCA
CG 3’ (Kimura et al., 1996). Los dos pares de
oligonucleodtidos amplifican un fragmento de 982 y
570 pb, respectivamente. La mezcla de reaccion se
realizé en tubos Eppendorf de 0,2 mL e incluy6 18,75
pL de H,O; 2,5 pL de bufer de reaccion 10X
(Bioline™); 1,0 uL de MgCI2 (50 mM; Bioline®™); 0,5
uL de dNTPs (10 mM; Bioline®™); 0,5 uL de cada
oligo (10 uM cada uno; Sigma-Genosys); 0,25 uL de
Taq polimerasa (5 U uL'l; Bioline®) y 1 uL de DNA
total para un volumen total de 25 uL. La amplificacion
se realizo en un termociclador Tpersonal (Biometra®™)
usando el siguiente programa: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 4 min, 35 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s
a 55°C, 2 min a 72°C y una extension final a 72°C, por
4 min. Los fragmentos amplificados se visualizaron
(incluido un marcador de peso molecular de 1 kb) en
un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio,
bajo luz UV. En la PCR anidada se redujo a 45 s el
tiempo de polimerizacion a 72°C (Kimura et al.,
1996).

Bioensayo

El bioensayo dur6 25 dias y se utilizaron con un peso
promedio de 9,96 + 3,18 g. Se realizaron cuatro
tratamientos por triplicado: [) Grupo control
(Camaronina); II) Camaronina + MI (8,5 mg kg'1 de
alimento), diario; III) Camaronina + MI (8,5 mg kg'1
de alimento), cada tres dias; IV) Camaronina + MI
(8,5 mg kg de alimento), cada seis dias. La limpieza
del sistema de cultivo se realizd cada tres dias por
sifoneo, recuperando el volumen de agua perdido. La
temperatura, oxigeno, salinidad y pH se midieron cada
tres dias en cada tina (12 tinas en total). Al inicio y
final del bioensayo se determiné la cantidad de nitrito,
nitrato y amonio en el agua de las tinas (Strickland &
Parsons, 1972). Al final del bioensayo, se determind la
supervivencia y crecimiento de los organismos,
ademas, se tomdé hemolinfa para el analisis de
parametros del sistema inmune del camarén.

Tasa de crecimiento especifico

La tasa de crecimiento especifico (TCE) se calculd de
la siguiente manera: TCE = 100 (In W2 — In W1) t',
donde: W2 es el peso final, W1 el peso inicial y t es el
numero de dias de cultivo (Ziaei-Nejad et al., 2006).

Obtencién de hemolinfa

Para determinar la expresion de los genes del sistema
inmune (profenoloxidasa, transglutaminasa, crustina,
peneidina 3a, lisozima y superoxido dismutasa),
actividad de la fenoloxidasa y peroxidasa, concen-
tracién del anioén superdxido intracelular y conteo de
hemocitos, se extrajo la hemolinfa de los camarones
cultivados con jeringas para insulina (27G x 13 mm),
de la parte ventral del organismo, justo en la zona del
segundo par de pledpodos. La jeringa se cargd con una
solucion isoténica para camaréon y EDTA como
anticoagulante (SIC-EDTA, Na2) (NaCl 450 mM,
KCI1 10 mM, Hepes 10 mM + EDTA-Na2 10 mM, pH
7,3), previamente enfriada a 4°C (Vargas-Albores et
al.,, 1993), en una proporcion 2:1 (2 volumenes de
SIC-EDTA por cada volumen extraido de hemolinfa).
La muestra de hemolinfa se coloco en tubos
Eppendorf” de 1,5 mL. Para el conteo de hemocitos se
extrajo la hemolinfa de dos camarones por tina (6 por
tratamiento) en SIC-EDTA enfriado. Para el estudio
bioquimico de FO y peroxidasa se utilizo la hemolinfa
de dos camarones por tina (seis por tratamiento). Se
separaron los hemocitos del plasma centrifugando a
800x g por 6 min a 4°C. El plasma se almacend a
-80°C y el paquete celular se lavo con 1 mL de SIC-
EDTA frio (4°C). La muestra lavada se centrifug6 a
800x g por 6 min a 4°C, desechandose el
sobrenadante. Al paquete celular se adicionaron 300
pL de bufer de cacodilatos 10 mM (pH 7) y se
centrifugd a 14,000x g por 10 min a 4°C,
recuperandose el sobrenadante del lisado de hemocitos
(SLH) y se guard6o a -80°C (Vargas-Albores et al.,
1993). Para la determinacion bioquimica del anién
superdxido intracelular se utilizaron dos camarones
por tina (seis por tratamiento). Las células se
separaron del plasma y se lavaron (como arriba) y se
resuspendieron en un bufer especial como se explica
mas adelante.

Para determinar la expresion de los genes del
sistema inmune, se extrajo la hemolinfa de tres
camarones por tina (réplica) y se hizo un grupo. La
hemolinfa se centrifugd a 800x g por 6 min a 4°C. El
plasma se eliminé y el paquete celular (grupo de tres
camarones) se lavdo con 1 mL de SIC-EDTA frio
(4°C). Al paquete celular se adicionaron 1,5 mL de
Trizol (MRC®) frio (4°C) y se almaceno a -80°C.
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Conteo y separacion de hemocitos

El conteo de los hemocitos se realizdo en una camara
de Neubauer con una reticula de 0,01 mm. Para el
conteo se tomaron 50 pL de hemolinfa y se diluyeron
(1:5 v/v) en una solucion de formol al 6%. A partir de
esta dilucion se realizaron dos contecos en el
microscopio.

Actividad de fenoloxidasa (plasma) y profenolo-
xidasa (SLH)

La actividad de la FO se realizo con la técnica descrita
por Hernandez-Lopez et al. (1996). La actividad de la
FO en plasma se midié espectrofotométricamente por
la formacion de dopacromo a partir de L-dihidroxi-
fenilalanina (L-Dopa). A 50 pL de muestra, se le
adicionaron 50 puL de bufer de cacodilato 10 mM, pH
7y 50 uL de L-Dopa (3 mg mL™" en agua destilada).
Se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente
(aprox. 25°C), posteriormente se adicioné 800 uL de
bufer de cacodilato y se determino la absorbancia a
492 nm en un espectrofotometro Thermo Spectronic
Genesys 2 (Thermo Scientific™). En todos los ensayos
se utilizé cacodilato como control negativo. La FO de
SLH se determind activando la proFO previamente
con tripsina 0,1 mg mL' en agua destilada para
convertirla en FO. La actividad de la FO se midio
como se describid previamente. La actividad enzi-
matica se expresé como unidades, donde una unidad
representa el incremento en la absorbancia de 0,001
min’ mg' de proteina. La cantidad de proFO
disponible en la muestra se calculdo de la siguiente
forma:

FO + FO activada con tripsina = FO total
FO total - FO = proFO

Cuantificacién del anién superoéxido intracelular

El anién superoxido se cuantific6 mediante la
metodologia de Song & Hsieh (1994). Se tomo6 100
pL de hemolinfa de cada grupo y se centrifug6 a 800x
g por 5 min. Posteriormente, se descartdé el sobre-
nadante y los hemocitos se lavaron tres veces con
bufer SIC-EDTA y se tifieron con 100 pL de una
solucion NBT (0,3%) durante 30 min a 37°C. La
reaccion de tincion se finalizo mediante la eliminacion
de la soluciéon NBT por centrifugacion y la adicion de
100 pL de metanol absoluto. Después de tres lavados
con metanol al 70%, los hemocitos se secaron al aire
durante 30 min y luego se afadieron 120 uL. de KOH
mas 140 pL. de DMSO para disolver el formazan
citoplasmatico. La densidad optica del formazéan
disuelto se leydé a 630 nm en un espectrofotdmetro
para comparar los efectos de los diferentes
tratamientos en la generacion del anion.

Extraccion de ARN y RT-PCR semicuantitativa

Se utilizaron los hemocitos guardados a -80°C en
Trizol. ElI ARN total fue extraido de acuerdo al
protocolo del fabricante y guardado a -80°C hasta su
uso. La concentracion y pureza del ARN se determind
midiendo la absorbancia a 260/280 nm en un nanofo-
tometro (Nanodrop 8000, Thermo Scientific®).

Se uso la transcriptasa reversa M-ML (Invitrogen®™)
para sintetizar la primera hebra (ADNCc) con el primer
oligo dT, a partir de 1 pg de ARN total a 37°C, por
50 min. El ADNc resultante en bufer TE 1x se
almacend a -20°C para su uso en las reacciones de
PCR. La concentracion del ADNc se determino
midiendo la absorbancia a 260/280 nm en un nanofo-
tometro (Nanodrop 8000).

Se analizd la expresion de los genes profeno-
loxidasa (proFO), transglutaminasa (TG), crustina
(CR), peneidina 3a (PEN), lisozima (LIZ) y
superdxido dismutasa (SOD) en hemocitos utilizando
los primers de Wang et al. (2007). El gen de la -
actina, que es constitutivo, fue usado como control en
todas las reacciones de amplificacion para normalizar
la expresion de los genes de estudio. Se utilizaron 100
ng de ADNc para la PCR en una reacciébn con
volumen de 25 pL. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador Tpersonal, con las siguientes condi-
ciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 40
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s, 60°C por 1
min, anillado (temperatura variable para cada gen) y
extension a 72°C por 90 s y una elongacion final a
72°C por 5 min. Los productos de la PCR fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1,0% tefiido con
bromuro de etidio, usando un sistema de fotodocu-
mentaciéon (UVP). La cuantificacion del ARNm se
realiz6 empleando el programa de analisis de
imagenes IMAGE J® (http://rsb.info.nih.gov/ij/) que
permiti6 comparar la intensidad de la banda
correspondiente al producto amplificado de los genes
de estudio con el testigo B-actina, calculando la razén
gen de estudio/B-actina (por triplicado de la misma
muestra). Para determinar la expresion de cada gen en
los tratamientos con MI con respecto al control, se
dividi6 el resultado (densidad de banda del gen
blanco/densidad de banda del gen beta actina) del gen
entre el resultado del mismo gen en el control.

Secuenciacion de genes del sistema inmune

Los productos amplificados de los genes de estudio
fueron limpiados con el kit Wizard SV Geland PCR
Clean-Up System (Invitrogen®). La cuantificacion se
realizd con el kit Quant-iT™ dsDNA HS Kit
(Invitrogen®™). Los productos ya limpios se mandaron
a secuenciar (LANGEBIO, Irapuato, México).
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Determinacion de la concentracién de proteina

La concentracion de proteina se determind de acuerdo
al método descrito por Bradford (1976), utilizando
albumina de suero bovino para construir una curva
estandar. Como muestra se utilizo el sobrenadante del
lisado de hemocitos y el plasma.

Andlisis estadistico de los resultados

Los datos de crecimiento, conteo de hemocitos, FO, y
anion superoxido se analizaron con un ANDEVA para
determinar la existencia de diferencias significativas
entre tratamientos (P < 0,05). Si se encontraron
diferencias entre tratamientos, se realiz6 una prueba
de Tukey (HSD) para identificar la naturaleza de estas
diferencias (Zar, 1996). Para analizar la expresion de
los genes del sistema inmune y bajo los supuestos de
heterocedasticidad, no normalidad y que los datos no
provienen de un mismo tipo de distribucion se realizd
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
considerando dife-rencias significativas para un valor
P <0,05.

RESULTADOS

Parametros fisicos y quimicos y de calidad del agua

Los parametros fisicos, quimicos (temperatura,
salinidad, pH y oxigeno disuelto) y de calidad del
agua (nitrito, nitrato y amonio) se mantuvieron dentro
de los intervalos Optimos para el cultivo de camarén
segin Brock & Main (1994) durante los 26 dias que
duro6 el bioensayo.

WSSV, supervivencia y tasa de crecimiento espe-
cifico

Los animales del bioensayo resultaron negativos para
WSSV (datos no mostrados). La supervivencia en el
bioensayo fue del 100% en todos los tratamientos.
Respecto a la TCE, los resultados muestran que no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos.
Sin embargo, a pesar de lo anterior, en el tratamiento
III, donde se alimentaron los camarones con
inmunoestimulantes cada tres dias, se obtuvo un mejor
crecimiento promedio (Tabla 1).

Conteo total de hemocitos (CTH)

Los resultados del CTH muestran que no hubo
diferencias significativas pero se observd un mayor
numero de hemocitos en los tratamientos con aditivos,
especialmente en el tratamiento II1 (Tabla 1).

Anién superdxido en SLH

Los resultados de la concentracion de anion
superoxido en el SLH no mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos (Tabla 1), pero si
una tendencia a aumentar en los tratamientos con
aditivos.

ProFO, FO

Los resultados de la actividad de la fenoloxidasa
(U/min/mg de proteina x 10°) en el plasma mostraron
que en el tratamiento IV ésta fue significativamente
mayor en comparacion con los tratamientos I, 11 y III
(P = 0,0001; P = 0,0001; P = 0,0001, respectiva-
mente). Los resultados en el SLH mostraron que en el
tratamiento IV la proFO (FO) fue significa-tivamente
mayor que en el tratamiento I (P = 0,001) y III (P =
0,003) (Tabla 1).

Determinacion de proteina

La determinacion de la proteina (Tabla 1) se hizo tanto
en el plasma como en el SLH. No existieron
diferencias significativas entre los tratamientos, tanto
en plasma como en el SLH. La proteina se utilizé para
determinar la actividad de la fenoloxidasa.

Andlisis de la expresion de genes del sistema
inmune

Los resultados (Tabla 2) muestran que los genes
crustina, peneidina y superoxido dismutasa no
presentaron diferencias significativas (P > 0,05) entre
los tratamientos, de acuerdo a la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Por otro lado, en el
gen de la lisozima se observd una sobreexpresion
significativa en el tratamiento III respecto al control
(2,03 veces mas; P = 0,02). La expresion del gen de la
transglutaminasa fue significativamente mayor en el
tratamiento II respecto al control (1,26 veces mas; P =
0,03). Por ultimo, la expresion del gen de la
profenoloxidasa fue significativamente mayor en el
tratamiento IV respecto al control (14,7 veces mas; P
=0,01).

Las secuencias obtenidas de los seis genes se
compararon con las secuencias nucleotidicas reportadas
en el banco gendémico (GeneBank), coincidiendo con
las reportadas por Wang et al. (2007).

DISCUSION

Las enfermedades microbianas causan graves
problemas en la acuacultura a nivel mundial (Lo et al.,
1997). En el mercado existen varios inmuno-
estimulantes que pretenden fortalecer el sistema
inmune de L. vannamei para que sea mas resistente a
las enfermedades pero existe escaso soporte cientifico
sobre su funcion y la dosis/frecuencia de aplicacion
(Sajeevan et al., 2009a). Por lo tanto, en este trabajo
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Tabla 1. Analisis de la supervivencia, tasa de crecimiento especifico, conteo total de hemocitos, anion superoxido y
actividad de la fenoloxidasa en el camardn blanco L. vannamei alimentado con inmunoestimulantes microbianos.

Tratamientos
Parametro estudiado
I 11 111 v
Supervivencia (%) 100 100 100 100
TCE (% d™) 0,96 + 0,09 1,06 £ 0,10 1,25+ 0,35 121 +0,02
CTH (x10%) 28,5+17,5 34,0+ 16,2 40,6 19,2 39,1+ 10,5
Anidn superdxido (Abs 630 nm) 1,10 £ 0,55 1,47 £ 0,63 1,74 £ 0,61 1,45+ 0,29
Actividad de la fenoloxidasa Plasma 0,119 +0,007° 0,113 + 0,006ba 0,138 £0,008" 0,189 + 0,00b7b
SLH 37,3+5,19% 51,3 £6,13° 38,9 +3,12° 63,7 +4,69
Proteina (mg mL") Plasma 88,6 £15,6 91,7+9,1 102 +6,1 87,1 +10,5
& SLH 0,52£0,1 0,38 + 0,05 0,43+0,1 0,35 £ 0,02

Tratamientos: I) Control negativo (Camaronina); IT) Camaronina + MI (8,5 mg kg! de alimento) diario; IIT) Camaronina + MI (8,5
mg kg™ de alimento), cada tres dias; IV) Camaronina + MI (8,5 mg kg de alimento) cada seis dias. Los valores se indican como
promedio = EE. Letras distintas indican diferencias significativas. TCE: tasa de crecimiento especifico. CTH: conteo total de
hemocitos. SLH: sobrenadante del lisado de hemocitos. Actividad de la fenoloxidasa: U/min/mg de proteina x10°.

Tabla 2. Expresion relativa de los genes del sistema inmune de L. vannamei alimentado con inmunoestimulantes

microbianos.

Expresion relativa a beta actina en tratamientos

Gen I I 11 v
Lisozima 0,56 + 0,05° 0,96 £ 0,17 1,14 +0,10° 0,85+ 0,01
Crustina 1,04 + 0,01 1,23 £0,03 1,28 0,12 1,59 +0,39
Transglutaminasa 1,01 £0,03*  1,28+0,02° 1,15+ 0,02 1,23 £0,12®
Peneidina 1,22+0,17 1,22 £ 0,04 1,27 £ 0,01 1,25+ 0,28
Superoxido dismutasa 0,96 + 0,05 0,90+ 0,10 1,05+ 0,03 1,10+ 0,10
Profenoloxidasa 0,13 +0,02° 0,66 + 0,01%° 0,97 + 0,09%° 1,92+031°

I) Control negativo (Camaronina); II) Camaronina + MI (8,5 mg kg™' de alimento) diario; III) Camaronina +
MI (8,5 mg kg™ de alimento) cada tres dias; IV) Camaronina + MI (8,5 mg kg™ de alimento) cada seis dias.

Los valores se indican como promedio + EE.

se evaluo el efecto inmunoestimulante de una mezcla
microbiana compuesta por bacterias acido lacticas y
una levadura adicionadas en el alimento en juveniles
de camaron blanco, L. vannamei, alimentado con
diferente frecuencia.

En el bioensayo realizado, la supervivencia fue del
100% en los cuatro tratamientos sin encontrarse
diferencias significativas en la tasa de crecimiento
especifico entre ellos. Durante el experimento se
mantuvieron los parametros fisicos, quimicos y de
calidad del agua dentro de los intervalos propuestos
por Brock & Main (1994), para el cultivo de camarén
blanco, por lo que se puede afirmar que el sistema de
cultivo y el manejo fueron adecuados.

Los hemocitos son responsables de la coagulacion,
endurecimiento del exoesqueleto y eliminacion de
materiales extranos (Johansson & Soderhill, 1989;
Song & Hsieh, 1994). Un incremento en el niimero de

hemocitos aumenta la respuesta inmune de los
crustdceos durante los periodos de estrés y los hace
mas resistentes a las enfermedades (Truscott & White,
1990; Le Moullac et al., 1998). En este trabajo,
aunque se observd un aumento en el numero de
hemocitos en los tratamientos con inmunoesti-
mulantes, especialmente en el tratamiento III
(alimentados cada tres dias con la MI), respecto al
control, no hubo diferencias significativas. Por el
contrario, Peraza-Gomez et al. (2011) en L. vannamei,
obtuvieron un aumento significativo en el nimero
total de hemocitos (40,9)(106 hemocitos mL‘l) respecto
al control (25,0x10° hemocitos mL") cuando
administraron la misma mezcla de BAL y una
levadura pero adicionadas vivas en el alimento en una
concentracion de 1x10° unidades formadoras de
colonias (UFC)/g de alimento. Los autores mencionan
que el aumento en el nimero de hemocitos pudo ser
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inducido por componentes de la pared celular de la
mezcla inmunoestimulante (peptidoglucanos de las
BAL y B-glucanos de la levadura). Del mismo modo,
Bai et al. (2010) encontraron que administrando pB-
glucanos con diferente frecuencia (2000 mg kg de
alimento) a L. vannamei en cultivo aumento
significativamente el nimero de hemocitos respecto al
control.

El anién superéxido se produce durante el proceso
de fagocitosis en los hemocitos y tiene actividad
bactericida (Song & Hsich, 1994; Muiioz et al., 2000).
La molécula es uno de los parametros del sistema
inmune mas utilizados para determinar el estado de
salud de los camarones cultivados. En este trabajo, no
se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos respecto a la concentracién del radical
anion superdxido. Sin embargo, la concentracion fue
mayor en los tratamientos con la MI, especialmente en
el tratamiento III (alimentados cada tres dias).
Contrariamente, Campa-Coérdova et al. (2002) inmu-
no estimularon camarones (L. vannamei) con [-
glucanos y polisacéridos sulfatados, encontrando que
la generacion del anion superdéxido aumentod
significativamente en los camarones tratados con
respecto al control. Sin embargo, es importante
recordar que, a diferencia del trabajo mencionado
donde utilizaron moléculas aisladas, en este trabajo se
utilizaron los microorganismos completos (BAL y
levadura) para inmunoestimular los animales. De la
misma manera, Guertler et al. (2010) encontraron un
aumento significativo del anién superoxido en los
hemocitos de los camarones (L. vannamei, L. schmitti
y Farfantepenaeus paulensis), tratados con 2 mg mL"
de laminarina (B-glucano) respecto al grupo control.

La enzima SOD cataliza la transformacion del
anion superdxido a perdxido de hidrogeno (Wang et
al., 2010); sin embargo, a nivel de transcripcion del
ARNm del gen de la SOD no hubo un aumento
significativo entre los organismos alimentados con la
MI y el grupo control. Como el anién superdxido se
produce durante el proceso de fagocitosis, los
resultados a nivel bioquimico (concentracion del anion
superéxido en hemocitos) y genético indican que no
hubo un aumento significativo en la actividad
fagocitica de los hemocitos de L. vannamei alimen-
tado con la MI.

El sistema profenoloxidasa es uno de los
mecanismos defensivos mas importantes en crustaceos
(Soderhall & Cerenius, 1992; Sung et al., 1996). En
este trabajo, la actividad de la fenoloxidasa (SLH y
Plasma) fue significativamente mas alta en el
tratamiento IV (alimentados cada seis dias con la MI)
respecto al grupo control. De manera similar,
Suphantharika et al. (2003) reportaron un aumento de

la actividad de la FO en camarones tigre (Penaeus
monodon) cuando administraron oralmente B-glucanos
(0,2%, peso/peso). Felix et al. (2004) encontraron que
la adicion de la macroalga (Sargassum wightii) en
polvo en el alimento funciond como inmunoes-
timulante ya que la actividad de la FO en los animales
alimentados con 10 g kg'1 de alimento fue signifi-
cativamente mayor que en los animales del grupo
control. En el mismo tenor, la actividad de la FO en
camarones blancos (L. vannamei) alimentados con
dietas conteniendo Lactobacillus plantarum vivas (10’
y 10" UFC kg de alimento) fue significativamente
mas alta a las 168 h respecto a los camarones del
grupo control (Chiu et al., 2007). En contraste,
Peraza-Gomez et al. (2011) en L. vannamei, no
obtuvieron un aumento significativo en la actividad de
la FO en los organismos tratados respecto al grupo
control, cuando administraron la misma mezcla de
BAL y una levadura utilizadas en este trabajo pero
adicionadas vivas en el alimento en una concentracion
de 1x10° UFC g de alimento.

La respuesta inmune innata en invertebrados se
dispara cuando los receptores que reconocen patrones
moleculares (RRPM), en el hemocito o solubles en el
plasma, reconocen y se unen especificamente a los
patrones moleculares asociados a patogenos (lipopoli-
sacaridos, B-glucanos, peptidoglucanos, ADN y ARN)
(Dalmo & Begwald, 2008; Wang et al., 2010).
Cuando los hemocitos de los camarones (L. vannamei)
reconocen las moléculas en los microorganismos se
dispara una cascada de proteasas serinas que da como
resultado la activacion del sistema profenoloxidasa
(Wang et al., 2010). En este trabajo se encontrd un
aumento significativo en la transcripciéon del ARNm
de la profenoloxidasa en el tratamiento IV (alimentados
con la MI cada seis dias) respecto al grupo control. El
aumento en la expresion del gen significa que los
camarones son mas resistentes ante el ataque de un
posible patogeno. Es importante recalcar que los
resultados a nivel genético coinciden con los del
analisis bioquimico.

Cuando los hemocitos de los camarones (L.
vannamei) reconocen las moléculas en los microor-
ganismos se liberan varias proteinas, incluyendo la
profenoloxidasa, proteinasa serina, peroxinectina,
inhibidor de proteinasas y lisozima (Lin et al., 2010).
La lisozima es una enzima hidrolitica lisosomal que
pertenece al sistema de péptidos antimicrobianos y es
un componente importante del sistema de defensa del
camarén contra bacterias Gram negativas (Wang et
al., 2010). En este trabajo se hizo el analisis de la
actividad de la lisozima en hemocitos dando como
resultado una sobre-expresion significativa del gen en
el tratamiento III (alimentados diariamente con la MI)
respecto al control. Burge et al. (2007) hicieron un
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estudio para cuantificar la expresion del gen de la
lisozima en respuesta a un desafio con Vibrio campbelli.
La lisozima se expreso en la mayoria de los hemocitos
en circulacion y en los tejidos.

En este trabajo, el gen de la transglutaminasa
present6 una expresion significativamente mayor en el
tratamiento Il (alimentados diario con la MI) en
comparacion con los camarones del grupo control. La
proteina de la coagulacion es un dimero plasmatico
que se llama proteina coaguladora (CP), y se
encuentra en el plasma en crustaceos decapodos. La
polimerizacion de CP se efectia mediante la accion de
la enzima transglutaminasa en presencia de calcio. La
transglutaminasa se encuentra en el interior de las
células hialinas del camarén y se libera al plasma por
dafio tisular o como una repuesta inmediata de los
hemocitos ante la presencia de lipopolisacaridos LPS
y B-1,3-glucanos (Martin et al., 1991; Yeh et al.,
1998; Montafio-Pérez et al., 1999). La transglu-
taminasa esta implicada en la coagulacion de la sangre
y es un mecanismo de defensa entre los invertebrados.
Segtin Fagutao et al. (2012) el silenciamiento génico
de la transglutaminasa hace al camar6n mas suscep-
tible a infecciones bacterianas y virales; por tanto, esta
enzima es un componente esencial del sistema inmune
del camardén y estd implicada en la regulacion de
algunos otros genes (crustina y lisozima).

Respecto al gen de la crustina, su expresion fue
igual en todos los tratamientos, por lo que la MI no
tuvo un efecto positivo en los camarones alimentados.
La crustina es un péptido antimicrobiano muy impor-
tante en los crustaceos decapodos. Antony et al.
(2010) caracterizaron la crustina en los hemocitos del
camaro6n tigre gigante (Penaeus monodon) a nivel
molecular. Los autores observaron una expresion
diferencial del gen de la crustina en respuesta a la
administracion de diversos inmunoestimulantes (leva-
duras y bacterias). Los inmunoestimulantes mejoraron
la produccién de crustina y confieren una proteccion
significativa del camarén contra la infeccion de
WSSV.

La expresion del gen de la peneidina 3a fue igual
en todos los tratamientos, por lo que la MI no tuvo un
efecto positivo en los camarones alimentados. Las
peneidinas son una familia Gnica de péptidos
antimicrobianos que se han encontrado solamente en
camarones peneidos. Existen tres subfamilias de
peneidinas (PEN2, PEN3 y PEN4) que son muy
efectivas contra bacterias Gram positivas, pero no
contra bacterias Gram negativas (Destoumieux et al.,
1999; Bachére et al., 2004; Gueguen et al., 2006; De
Lorgeril et al., 2008).

La mezcla de inmunoestimulantes microbianos
aumenta la resistencia de L. vannamei cuando se
alimentan a diario, cada tres y cada seis dias, por lo
que se recomienda alimentar los camarones cada tres
dias, en concordancia con lo reportado por Flores-
Miranda et al. (2011). Por ultimo, es recomendable el
estudio de la expresion de genes del sistema inmune
utilizando RT-qPCR.
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