
 
 

Programa de Estudios de Posgrado 
 

 

 

 

 

 

TESIS 
Que para obtener el grado de 

 

 

 

Doctor en Ciencias 

 

 
Uso, Manejo y Preservación de los Recursos Naturales 

 

 

 

P r e s e n t a 

 

 

 

 

 
 

( Orientación Acuicultura ) 

 ESTUDIO NUTRIGENÓMICO DE GENES 

INVOLUCRADOS EN EL SISTEMA INMUNE Y 

ANTIOXIDANTE DE  Litopenaeus vannamei (BONNE, 

1831) Y Farfantepenaeus californiensis (HOLMES, 1900) 

La Paz, Baja California Sur, Septiembre de 2011  

María del Rosario Pacheco Marges 



 
 

 

 



 
 

 

COMITÉ TUTORIAL Y REVISOR DE TESIS 

Dr. Ángel Isidro Campa Córdova (Codirector de Tesis) 

Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C. 

 

Dr. Felipe de Jesús Ascencio Valle (Codirector de Tesis) 

Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C. 

 

Dra. Gracia Alicia Gómez Anduro (Tutor) 

Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C. 

 

Dra. Martha Zarain Herzberg (Tutor) 

Centro de Ciencias de Sinaloa 

 

Dr. Humberto Villarreal Colmenares (Tutor) 

Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C. 

 

MIEMBROS DEL JURADO DE LA DEFENSA DE TESIS 

Dr. Ángel Isidro Campa Córdova  

Dra. Gracia Alicia Gómez Anduro 

Dr. Humberto Villarreal Colmenares 

Dr. Edilmar Cortés Jacinto  

Dr. Dariel Ramírez Tovar  

Dr. Roberto Civera Cerecedo (suplente) 

 

 



 
 

 

  



 
 

 

  



 
 

 

 

 



 
 

 

  



 
 

 

 

 

 

DEDICATORIA 

 

A mi madre y hermano por transmitirme el espíritu 

de trabajo y la fuerza de voluntad. 

 

 

       Esta es la raíz de la raíz,  

el brote del brote,  

el cielo del cielo 

de un árbol llamado vida, 

que crece más alto 

de lo que el alma puede esperar 

o la mente ocultar. 

Es la maravilla que mantiene 

a las estrellas separadas. 

Llevo tu corazón. 

Lo llevo en mi corazón. 

[E.E. Cummings (1894-1962) fragmento] 

 



 
 

 

AGRADECIMIENTOS 

Al Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) por la oportunidad 

de realizar este trabajo de investigación y continuar con mi formación profesional, con 

especial gratitud a todo el personal de posgrado por su orientación y apoyo incondicional. 

Al CONACyT por el apoyo recibido a través de la beca otorgada durante esta etapa 

estudiantil (101552). 

Al Departamento de Biología Molecular del Instituto Potosino de Investigación Científica y 

Tecnológica (IPICYT), que me recibió durante una corta estancia de investigación. Mi 

sincero agradecimiento al Dr. Juan Francisco Jiménez Bremont, a la M. en C, Alicia 

Becerra, MaryFer, Erika, Azu, César, Alberto y Pablo por todo el apoyo académico 

brindado y por todos los agradables momentos que llenaron día a día mi estancia en la 

ciudad de San Luis Potosí y en la belleza inolvidable de la huasteca potosina. 

 Agradezco a los miembros de mi comité tutorial, al Dr. Felipe Ascencio Valle por todo el 

apoyo brindado y la dirección de este trabajo de investigación, a los Doctores Martha 

Zarain Herzberg y Humberto Villarreal Colmenares por su disposición, tiempo y por sus 

valiosos comentarios que enriquecieron el presente documento de tesis. 

Mi eterno agradecimiento al Dr. Ángel Isidro Campa Córdova, por ser conmigo más que un 

director de tesis un amigo, que estuvo siempre apoyándome en los momentos más difíciles, 

por alentarme a seguir adelante y darme la confianza de que esto llegaría a buen término. 

 Agradezco infinitamente la Dra. Gracia Gómez, por apoyarme en todo momento, por ser 

mi amiga y tranquilizarme siempre en los momentos más difíciles y de mayor 

desesperación que me tocaron vivir durante éste periodo de mi vida, a sus hijas Grecia y 

Sol por hacerme olvidar los malos ratos con sus juegos y risas.  

A los laboratorios de Patogénesis Microbiana y Biología Molecular de Plantas y a sus 

respectivos técnicos; María de Jesús Romero (Chulis) y Julio Antonio Hernández (Julito). 

Por todo el apoyo brindado, por los buenos momentos y risas compartidas. 



 
 

 

Al laboratorio de Nutrición Experimental y a su técnica Sandra de la Paz por su apoyo en el 

mantenimiento de los organismos utilizados durante los biensayos. 

Mi agradecimiento sincero al M. en C. Pablo Monsalvo por facilitarme las instalaciones del 

laboratorio de Aclimatación y Mantenimiento de Organismos Acuáticos para el 

mantenimiento de los organismos utilizados para los bioensayos, por las amenas charlas y 

su apoyo incondicional. 

Al Dr. Roberto Civera Cerecedo y al M. en C. Ernesto Goytortúa Bores por su apoyo en la 

elaboración de las dietas y las facilidades prestadas en el laboratorio de Nutrición Acuícola. 

Al Dr. Amaury Cordero por facilitarme las instalaciones del Bioterio para la realización de 

los bioensayos. 

A mi compañero de generación y amigo Alejandro Ramos que juntos aprendimos a navegar 

contra corriente en innumerables ocasiones. 

Quiero agradecer a mis amigos Gore, Ale y Erick por toda la solidaridad, lealtad y amistad, 

que me brindaron durante todos estos años, por las muchas tardes y madrugadas llenas de 

risas, por convertirse en una extensión de mi familia, “mi familia paceña”. Así lo hicieron 

también  los Sres. Leonardo Reyes y Candelaria de Reyes (mis abuelitos) mi eterno 

agradecimiento por haberme brindado un hogar para vivir, por nuestros breves pero muy 

agradables encuentros y charlas.  

A mis colegas y amigas Irasema y Diana por todas las palabras de aliento, por la 

solidaridad brindada y sobre todo por las innumerables tardes de sano e intelectual 

esparcimiento en el majestuoso manglar del Comitán. 

Quiero agradecer sinceramente a todos mis compañeros actuales de los laboratorios de 

Patogénesis Microbiana y Biología Molecular de Plantas y a los que ya no están pero con 

los que conviví a lo largo de estos años, por darme una gran lección de vida: “En la vida, 

nada ni nadie es lo que parece” y que la ausencia no significa nada si compartimos la 

maravilla de las estrellas “llevo tu corazón conmigo lo llevo en el corazón”.



I 
 

 

 

CONTENIDO  

 

LISTA DE FIGURAS  V 
LISTA DE TABLAS  IV 
1.  INTRODUCCIÓN  1 
2. ANTECEDENTES  5 
    2.1. Generalidades de la biología de camarones peneidos 5 
    2.2. Importancia económica  7 
    2.3. Síndrome del virus de la mancha blanca (WSSV) 8 
    2.4. Inmunidad innata en camarones  9 
      Mecanismos de defensa celular  10 
      Mecanismos de defensa humoral  11 
    2.5. Sistema antioxidante  13 
         2.5.1. Especies reactivas al oxígeno  13 
            Oxígeno singlete  13 
            Anión superóxido  14 
            Peróxido de hidrógeno  14 
            Radical hidroxilo  14 
            Especies reactivas de Nitrógeno  15 
         2.5.2. Defensa antioxidante  16 
            Enzimas antioxidantes  16 
            Antioxidantes no enzimáticos  18 
    2.6. Efecto de inmunoestimulantes sobre camarones 20 
    2.7. Nutrigenómica  21 
3. JUSTIFICACIÓN  24 
4. HIPÓTESIS  24 
5. OBJETIVOS  24 
    5.1. Objetivo general  24 
    5.2. Objetivos específicos  25 
6. METODOLOGÍA  26 
     6.1. Bioensayo del efecto antioxidante de levaduras 26 
         6.1.1. Preparación de dietas  26 
         6.1.2. Organismos experimentales  26 
         6.1.3. Diseño experimental  26          
         6.1.4. Obtención y conteo de hemocitos circulantes (CHT) 27 
         6.1.5. Cuantificación de proteína (CP)  28 
         6.1.6. Evaluación de enzimas antioxidantes  28 
    6.2. Primer bioensayo de inmunoestimulación y estrés oxidativo 28 
         6.2.1. Aditivos alimenticios  28 
         6.2.2. Preparación de dietas  29 
         6.2.3. Análisis químicos  30 

file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Rosario%20Pacheco/Mis%20documentos/Doctorado/Tesis/Indice-2.docx


II 
 

 

         6.2.4. Hidroestabilidad de las dietas  30  
         6.2.5. Organismos experimentales  33 
         6.2.6. Obtención de tejido infectado con WSSV 33 
         6.2.7. Preparación del inóculo  33 
         6.2.8. Diseño experimental  34 
         6.2.9. Infección experimental  34 
         6.2.10. Colección de muestras  35 
         6.2.11. Medidas sanitarias  35 
         6.2.12. Diagnóstico de WSSV por PCR de organismos infectados 35 
         6.2.13. Evaluación de enzimas antioxidantes 36 
    6.3. Análisis estadístico  36 
    6.4. Obtención de ARNm  37     
    6.5. Construcción de Genoteca Sustractiva  37   
         6.5.1. Hibridación por Supresión Sustractiva (SSH) 38 
         6.5.2. Análisis de los clonas  38 
         6.5.3. Secuenciación del ADN plasmídico  39 
    6.6. Tercer bioensayo. Expresión génica  39 
         6.6.1. Diseño experimental  39 
         6.6.2. Extracción de ARN y síntesis de ADN complementario (ADNc) 40 
         6.6.3. Diseño de primers  41           
         6.6.4. PCR tiempo real (qPCR)  41 
         6.6.5. Análisis de expresión  42 
7. RESULTADOS  43 
    7.1. Exposición por inmersión a tres cepas de  Debaryomyces hansenii (D. hansenii) 43 
         7.1.1. Conteo Total de Hemocitos (CTH)  43 
         7.1.2. Cuantificación de proteína (CP)     44 
         7.1.3. Actividad de la superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) 44 
    7.2. Bioensayo 2.- Inmunoestimulación de camarón café (F. californiensis) e infección 
experimental con WSSV  46 
         7.2.1. Composición química de las dietas  46 
         7.2.2. Crecimiento  47 
         7.2.3. Mortalidad posterior a la infección experimental con WSSV 47  
         7.2.4. Conteo total de hemocitos (CTH)  49 
         7.2.5. Actividad de enzimas antioxidantes  50 
    7.3. Bioensayo 3.- Análisis de expresión ARN mensajero (ARNm) de Catalasa (CAT) y MnSOD 
mitocondrial (mMnSOD)  52 
         7.3.1 Distribución de ARNm de las enzimas CAT y mMnSOD en tejidos de camarones F. 
californiensis sin inmunoestimulación y sin exposición a WSSV 52 
         7.3.2. Análisis de la expresión de Catalasa (CAT) y MnSOD mitocondrial (mMnSOD) en 
hepatopáncreas de F. californiensis inmunoestimulados y retados con WSSV 53 
    7.4. Genoteca sustractiva (SSH)  58 
         7.4.1. Identificación de genes inducidos en juveniles F. californiensis inmunoestimulados con 
β-glucano y retados con WSSV  58 
            Similar a DIPAS (DIPLA 1 Antisense) de humanos 58 
            Similar al factor activador plaquetario acetilhidrolasa (PAFAH1B1) isoforma Ib, subunidad 
alfa de 45kDa de humanos  59 



III 
 

 

            Similar a una proteína con dominio de dedos de zinc FYVE de humanos 60 
            Similar a Heg de humanos y a una nuclear caseina kinasa 60 
            Similar a la subunidad 1 activadora de proteasoma 61 
8. DISCUSIÓN  62 
    8.1. Discusión general  62 
    8.2. Evaluación del efecto de Debaryomyces hansenii sobre la respuesta antioxidante de L. 
vannamei  63 
    8.3. Evaluación del efecto de los aditivos alimenticios sobre el crecimiento, mortalidad y 
concentración de hemocitos totales  66 
    8.4. Actividad de enzimas antioxidantes  68 
    8.5. Análisis de expresión de enzimas antioxidantes en tejidos de F. californiensis 70 
    8.6. Efecto del β-1,3-glucano en la expresión de CAT y mMnSOD 71 
    8.7. Genoteca sustractiva (SSH)  73 
9. CONCLUSIONES  75 
10. RECOMENDACIONES  76 
11. LITERATURA CITADA  77  
12. ANEXOS  105  
 
LISTA DE FIGURAS  

Figura 1. Vista lateral de la morfología de los camarones peneidos (Modificado de      Dall 1990).6  
Figura 2. Conteo Total de Hemocitos Circulares (CTH) en juveniles de camarón    blanco L. 

vannamei expuestos durantes15 días a dos concentraciones diferentes (1x104 y 1x106 UFC 
mL-1)  de levadura marina (Debaryomyces  hansenii) DH5, DH6 y a una única 
concentración (0.02 mg L-1) de β-1,3-glucano de laminarina  en el primer bioensayo (a), y 
en el segundo bioensayo (b)  a tres concentraciones distintas (1x104, 1x105 y 1x106 UFC 
mL-1) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del limón  y a β-1,3-glucano de 
laminarina. (*) Denota diferencias significativas respecto al control (P<0.05). 43  

Figura 3. Contenido de proteínas totales en juveniles de camarón blanco L. vannamei expuestos 
durantes15 días a dos concentraciones diferentes (1x104 y 1x106                 UFC mL-1)  de 
levadura marina (Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg 
L-1) de β-1,3-glucano de laminarina  en el primer bionsayo (a) y en el segundo bioensayo 
(b)  a tres concentraciones distintas (1x104, 1x105 y 1x106 UFC mL-1) con la cepa 
LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota 
diferencias significativas respecto al control (P<0.05). 44 

 Figura 4. Actividad de SOD en hemocitos de juveniles de camarón blanco L.                 vannamei 
expuestos durantes15 días a dos concentraciones diferentes (1x104 y 1x106 UFC ml-1)  de 
levadura marina (Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg 
L-1) de β-1,3-glucano de laminarina en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo 
(b)  a tres concentraciones distintas (1x104, 1x105 y 1x106 UFC mL-1) con la cepa 
LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota 
diferencias significativas respecto al control (p<0.05). 45 

Figura 5. Actividad de CAT en hemocitos de camarón blanco L. vannamei expuestos durante 15 
días a dos concentraciones diferentes (1x104 y 1x106 UFC mL-1) de levadura marina 
(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg L-1.) de β-1,3-
glucano de laminarina  en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b)  a tres 
concentraciones distintas (1x104, 1x105 y 1x106 UFC mL-1) con la cepa LL1(Debaryomyces 



IV 
 

 

hansenii) aislada del limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias 
significativas respecto al control (P<0.05).  46  

Figura 6. Peso promedio con las diferentes dietas probadas durante los 23 días del bioensayo. 
Diferencias significativas (P<0.05) entre Caroteno (a), Vitamina E (b) y el resto de los 
tratamientos y el control.  47 

Figura 7. Electroforesis de extracción de ADN con el kit IQ-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, 
USA) en gel de agarosa/Sybr Safe al 1%. El control y los tratamientos se indican como 
sigue: Control (C); Caroteno (Car); Vitamina E (VE); y Glucano (G). Las llaves invertidas 
muestran los tiempos de muestreo. Los signos (-) y (+) son los controles. 48 

Figura 8. Gel de agarosa/Sybr Safe al 1%. Carril 1.- Corresponden a organismos colectados vivos; 
Carril  2.- organismos muertos, ambos del día 7 post-infección. Carril 3 y 4 corresponden a 
los controles.  48 

Figura 9. Mortalidad (%) de juveniles de F. californiensis infectados con WSSV. Los camarones 
fueron alimentados previamente con β-caroteno, β-1,3 glucano y vitamina E durante 23 
días.  49 

Figura 10.- Representación grafica del comportamiento de la concentración de hemocitos, en 
cada uno de los tratamientos y el control, durante el reto con WSSV. Barras verticales = 
error estándar; *diferencias significativas (P<0.05). 50 

Figura 11. Actividad relativa de SOD en hepatopáncreas (a) y músculo (b) de  juveniles de F. 
californiensis infectados con WSSV. La dieta de los camarones fue suplementada con β-
caroteno, β-1,3 glucano y vitamina E durante 23 días antes del reto con WSSV. 
*Significativamente diferente al grupo control (P<0.05). 51 

Figura 12. Actividad relativa de CAT en hepatopáncreas (a) y músculo (b) de  juveniles de F. 
californiensis infectados con WSSV. La dieta de los camarones fue suplementada con β-
caroteno, β-1,3 glucano y vitamina E durante 23 días antes del reto con WSSV. 
*Significativamente diferente al grupo control (P<0.05). 52 

Figura 13. Análisis de qPCR de CAT y mMnSOD en diferentes tejidos de camarón. 53 
Figura 14. Gel de agarosa/Sybr Safe al 2%. MPM: Marcador de peso molecular organismos; Carril 
             1: CAT (tm 60°C) 266pb; Carril 2: CAT (tm 62°C) 266 pb; Carril 3: mMnSOD (tm 60°C) 449 pb;     
             Carril 4: qPCR2L8 (gen endógeno) 180 pb.  54 

Figura 15. Cambio en la expresión de CAT en juveniles de F. californiensis inmunoestimulados 
con β-glucano. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) 
(no inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas 
con un análisis de varianza de una vía (ANOVA).Barras verticales = DESVEST; las letras 
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). 54 

Figura 16. Cambio en la expresión de CAT en juveniles de F. californiensis retados con WSSV sin 
inmunoestimular. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) 
(no inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas 
con un análisis de varianza de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras 
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). 55 

 

 

 



 
 

 

 

1. INTRODUCCIÓN 

El sistema inmune de los organismos se ha desarrollado para protegerlos de 

sustancias extrañas y microorganismos potencialmente dañinos (Lee & Söderhäll, 2001). 

Durante la evolución, se han desarrollado dos tipos de sistemas que proveen defensa interna 

contra agentes infecciosos, el sistema inmune innato (natural) y el adquirido (adaptativo) 

(Lee & Söderhäll, 2002). Mientras que la inmunidad adquirida solo aparece en vertebrados 

y opera a través de los  linfocitos, la inmunidad innata es filogenéticamente más antigua y 

se encuentra en todos los organismos multicelulares,  representa la primera línea de defensa 

ayudando a limitar las infecciones en las etapas tempranas (Fearon, 1997). La inmunidad 

innata en camarones  como en todos los invertebrados, está expresado en dos mecanismos 

de acción: mecanismos de inmunidad humoral, como son la activación del sistema 

profenoloxidasa (proPO), la síntesis de péptidos antimicrobianos y la activación del sistema 

de coagulación y los mecanismos de inmunidad celular, que consisten  en la fagocitosis, 

encapsulación, formación de nódulos y producción de componentes reactivos de oxígeno 

(Ji et al., 2009).  

A pesar de toda la batería de mecanismos inmunes con que cuentan los camarones, 

su cultivo es amenazado por diversas enfermedades infecciosas que han causado grandes 

pérdidas económicas alrededor del mundo, afectando el desarrollo sustentable de esta 

industria (Lightner y Redman, 1998). Por lo tanto, las investigaciones en términos de 

inmunidad son fundamental para el control de enfermedades y son de particular interés el 

estudio de las respuestas de camarones a enfermedades infecciosas (Robalino et al., 2007). 

Los camarones son susceptibles a una amplia variedad de patógenos, que incluyen 

parásitos, hongos, bacterias y virus (Lightner, 1999). Entre éstos últimos, se conocen cerca 

de veinte diferentes tipos capaces de infectar a los camarones. Destacan por sus efectos 

negativos en la industria de cultivo, el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y 

hematopoyética (IHHNV), el virus del síndrome del taura (TSV) y el virus del síndrome de 

la mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés) (Lightner et al., 1997).  
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WSSV es altamente virulento, las mortalidades acumuladas en estanques de cultivo 

pueden alcanzar el 100% dentro de los 3 a 10 días de la aparición de la enfermedad (Flegel, 

1997). Los signos clínicos incluyen anorexia, letárgia y coloración rojiza del cuerpo (Otta 

et al., 1999). La infección por WSSV se caracteriza por ser una infección sistémica, 

afectando órganos y tejidos tanto de origen mesodermal como ectodermal (Lo et al., 

1996a), como lo demuestra la presencia de células degeneradas, con núcleos hipertrofiados 

en tejidos de organismos infectados (Chang et al., 1996).  

Cuando un organismo se encuentra bajo estrés biótico, como lo es una infección por 

un patógeno, se generan rutas metabólicas anormales provocadas por la reducción repentina 

del oxígeno molecular, generando estrés oxidativo (Ranby y Rabek, 1978), que es definido 

como un desequilibrio en la producción de especies reactivas al oxígeno (EROs) y las 

defensas antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 1996). Efectos negativos debido a la 

acumulación de EROs son el incremento en las reacciones de oxidación de radicales libres 

(RL) que pueden dañar  membranas celulares, inactivar enzimas, dañar material genético y 

otros componentes celulares vitales (Chien et al., 2003).  Investigaciones sobre el sistema 

antioxidante de camarones mostraron que  la infección con WSSV induce estrés oxidativo, 

por la generación excesiva de EROs implicadas en la activación de la fagocitosis 

(Mohankumar y Ramasamy, 2006). Las EROs son conocidas por ser los componentes más 

importantes en las respuestas de defensa contra microorganismos patógenos en crustáceos 

(Muñoz et al., 2000). El anión superóxido (O2
-
), el peróxido de hidrógeno (H2O2),  el 

oxígeno singlete y el radical hidroxil (OH
-
) son altamente microbicidas (Bachere et al., 

1995; Muñoz et al., 2000). 

Para reducir los efectos negativos de EROs es esencial un efectivo sistema de 

defensa antioxidante para mantener la homeostasis celular (Livingstone, 2001). Este 

sistema está integrado por componentes no enzimáticos; antioxidantes de bajo peso 

molecular, entre los que se encuentran pequeñas moléculas hidrosolubles  como son la 

vitamina C y moléculas liposolubles como carotenoides y la vitamina E (Packer, 1991; Liu 

et al., 2007) y componentes enzimáticos, como son superóxido dismutasa (SOD) y Catalasa 

(CAT) encontradas en todos los organismos de respiración aerobia (Halliwell y Gutteridge, 
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1996).  Se sabe que el sistema de defensa antioxidante y el sistema inmune están ligados 

estrechamente en la respuesta a patógenos (Holmblad y Söderhäll, 1999). Por lo tanto, las 

implicaciones que el sistema de defensa antioxidante tiene en el desarrollo de las 

enfermedades a través de su habilidad para limitar la producción de estrés oxidativo, 

inducido por el estallido respiratorio y/o efectos deletéreos por condiciones 

medioambientales y escasamente estudiado en camarones, podría ser de vital importancia 

(Castex, 2010).  

Se ha reportado que los inmunoestimulantes aumentan la resistencia a enfermedades 

infecciosas en peces y crustáceos, mejorando los mecanismos inmunes no específicos 

(innatos) (Sakai, 1999). Varios inmunoestimulantes, como son los β-1,3-glucanos derivados 

de Schizophyllum commune (Chang et al., 2003), peptidoglican obtenidos de 

Bifidobacterium thermophilum (Itami et al., 1998), lipopolisacáridos procedentes de Pantea 

agglomerans (Takahashi et al., 2000), vitamina C (Lee y Shiau, 2003), vitamina E (Lee y 

Shiau, 2004), alginato de sodio (Cheng et al., 2005) y levaduras como Saccahromyces 

cerevisiae (Burgents et al., 2004) y Debaryomyces hansenii (Sukumaran et al., 2010), han 

sido administrados como aditivos alimenticios para regular la inmunidad innata de 

camarones de las especies; Penaeus monodon, P. japonicus y L. vannamei. La prevención 

de enfermedades regulando la respuesta inmune  a través de la dieta, es una estrategia que 

poco a poco se está abriendo camino en la acuicultura, pudiendo en un momento dado 

desplazar a la quimioterapia (Verlhac y Kiron, 2004). Como resultado de los trabajos 

anteriores, actualmente, las investigaciones se han enfocado a las respuestas que tiene el 

camarón (metabólica y fisiológicamente) a componentes presentes en la dieta, así como a la 

identificación de genes responsables de tales cambios a nivel molecular (Chávez-Calvillo, 

et al., 2010).  Estos estudios han dado lugar al desarrollo de un  nuevo campo de 

investigación conocido como genómica nutricional o nutrigenómica (Gilles y Faha, 2003). 

La nutrigenómica representa una nueva aproximación de las investigaciones en 

nutrición, que une la aplicación de poderosas tecnologías de la genómica funcional 

(transcriptómica, proteómica, metabolómica), con la bioinformática técnicas 

epidemiológicas, nutricionales y bioquímicas (Palou et al., 2002). Entre sus objetivos 
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esenciales está el determinar los efectos y mecanismos por los cuales la alimentación, sus 

componentes individuales y la combinación de ellos regulan los procesos metabólicos 

dentro de las células y tejidos del organismo (Palou et al., 2004). 

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de la exposición a tres cepas con 

efecto probiótico; dos aisladas del medio marino [Debaryomyces hansenii (DH5 y DH6)] y 

la otra de cítricos [D. hansenii (LL1)], y a dietas suplementadas con un inmunoestimulante 

(β-glucano) y los antioxidantes (caroteno y vitamina E) sobre la respuesta antioxidante de 

camarones, además de explorar la posibilidad de identificar genes diferencialmente 

expresados bajo tales condiciones alimenticias y al mismo tiempo retados con WSSV.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades de la biología de camarones peneidos  

 

Los camarones  penaeoidea forman parte del antiguo grupo de los Natantia, en 

el cual fueron ubicados por Boas (1880) como los peneidea (Tabla 1). Como tales, 

presentan un cuerpo alargado adaptado a la natación, ya sea en la columna de agua o 

sobre la superficie del fondo (Hendrickx, 1995). Al igual que los demás crustáceos 

decápodos, estos organismos poseen un caparazón que recubre la cabeza (o cefalón), un 

tórax (8 segmentos) ambos unidos en un cefalotórax y un abdomen (6 segmentos). Los 

maxilípedos son los tres primeros pares de apéndices, modificados para manipular la 

alimentación, le siguen 5 pares de apéndices caminadores (pereiópodos). En el 

abdomen se concentran cinco pares de apéndices nadadores denominados pleópodos. 

Los ojos, siempre en par, pedunculados y móviles, son generalmente funcionales en 

este grupo (Bell y Lightner, 1998; Hendrickx, 1995; Baily-Brock y Moss, 1992) (Figura 

1).  

    Phylum: Arthropoda 

    Subphylum: Crustacea 

    Clase:  Malacostraca 

    Orden:  Decapoda 

    Familia: Penaeidae 

    Género: Litopenaeus (Pérez-Farfante, 1969) 

    Especie: vannamei (Bonne, 1931) 

    Género: Farfantepenaeus (Burukovsky, 1997) 

    Especie: californiensis (Holmes, 1900) 

      

 

Tabla 1. Taxonomía de los camarones peneidos (ITIS Report) 
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Figura 1. Vista lateral de la morfología de los camarones peneidos (Modificado de Dall, 1990). 

 

 Los peneidos tienen un sistema circulatorio abierto (Alpuche et al., 2005). Es decir, 

el corazón que se encuentra localizado dorsalmente en el cefalotórax  impulsa la sangre 

(hemolinfa) hacia los vasos sanguíneos que desembocan en los senos o lagunas tisulares 

llamados hemocele, irrigando todos los órganos del cuerpo y donde el intercambio de 

sustancias se lleva a cabo (van de Braak et al., 2002) . Después de pasar por las branquias, 

la hemolinfa regresa al corazón ingresando por los ostiolos (válvulas que impiden el flujo 

retrogrado) (Bauchau, 1981). El hepatopáncreas ocupa gran parte del cefalotórax. Esta 

glándula digestiva se compone de los divertículos del intestino, los espacios entre estos 

túbulos hepatopancreáticos son los senos o lagunas tisulares y su principal función es la 

absorción de nutrientes, almacenamiento de lípidos y producción de enzimas digestivas 

(Johnson, 1980). Además, sintetiza y secreta numerosas proteínas implicadas en la defensa 

inmune, tales como péptidos antimicrobianos (AMPs) (Ried et al., 1996);  β-1,3-glucano 

ligando a proteínas (Roux et al., 2002), y lectinas (Sekine et al., 2001). Así mismo, el 
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hepatopáncreas secreta enzimas antioxidantes involucradas en la respuesta antioxidante y 

estrés oxidativo incluyendo catalasa y superóxido dismutasa (Borkovic et al., 2008).  

 

El ciclo de vida del camarón inicia en la plataforma continental, cuando los adultos 

se reproducen, los huevos fecundados son liberados al océano y quedan a merced de las 

corrientes marinas donde eclosionan como larvas nauplio. Todos los estadios larvarios son 

de vida planctónica, por lo que son arrastrados por las corrientes hacia la zona costera. 

Durante la fase de postlarva, estas migran hacia las lagunas estuarinas en busca de zonas de 

refugio y alimentación, los camarones permanecen en estas áreas salobres con vegetación 

sumergida y son utilizadas como áreas de crecimiento durante 7 a 9 meses, antes de migrar 

nuevamente al mar a donde llegan como adultos (Alpuche et al., 2005).  

 

Al igual que en otros mares, las especies de camarones Penaeidae del Pacífico 

americano presentan una distribución netamente tropical. Este es el caso de las cinco 

especies de mayor interés para la acuacultura y la pesca. Estas 5 especies (Litopenaeus 

vannamei, L. stylirostris, L. occidentalis, F. brevirostris y F. californiensis) se encuentran 

distribuidas desde las costas de California hasta Perú (Hendrickx, 1995) y de ellas, sólo F. 

californiensis penetra en aguas templadas (Hendrickx, 1996). 

 

2.2. Importancia económica 

 

En el mundo se producen alrededor de 6 millones 400 mil toneladas de camarón, de 

esta cantidad, se estima que un 45%, esto es 1 millón 872 mil toneladas, se destinan a los 

mercados mundiales con un valor aproximado a los 12,820 millones de dólares (FIRA 

2009). El mercado de camarón en los principales países importadores creció con una tasa 

media de crecimiento anual del 6.45%, de 2002 con 878 mil toneladas a 2008 con 1 millón 

278 mil toneladas esto es un incremento del 145% en tan solo 7 años. No obstante en la 

actualidad los mercados presentan un lento crecimiento del 1.18% producto de la crisis 

económica mundial (FAO, 2009). 
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En México, el camarón fue la especie pesquera que mayor actividad económica 

generó durante el año 2009, se pescaron y cultivaron un poco más de 162 mil toneladas de 

camarones, con un valor comercial total de 8 mil millones de pesos esta suma representó 

46.8% de los ingresos pesqueros totales en el país (Conapesca, 2009).  

 

La pesquería del camarón en el pacífico mexicano se sostiene principalmente de 4 

especies de peneidos: F. californiensis, L. stylirostris, L. vannamei y F. brevirostris. De 

éstas, el camarón café es el más abundante. Se ha estimado que cerca del 70% de las 

capturas que provienen del Golfo de California corresponden al camarón café 

(Farfantepenaeus californiensis) (Morales-Bojórquez, 2001). Recientemente la 

sustentabilidad de las pesquerías comerciales de peneidos, se ha visto amenazada por la 

sobrepesca, destrucción del hábitat, contaminación y la dispersión de enfermedades 

infecciosas liberadas al medio, por granjas acuícolas establecidas en la zona costera (Páez-

Osuna, 2005).  

 

2.3. Síndrome del virus de la mancha blanca (WSSV) 

 El agente responsable de la enfermedad de la macha blanca es un virus de forma 

ovoide a bacilariforme con un apéndice en forma de flagelo en la parte terminal. Tiene un 

genoma  circular de doble cadena de ADN, el tamaño varía 293 a 307 kbp (van Hulten et 

al., 2001a; Yang, 2001). Los reportes iniciales lo catalogaron como un baculovirus de no-

oclusión, pero subsecuentes análisis de su secuencia genética rechazaron esta afirmación 

(Lightner, 1999). Otros investigadores como Vlak et al., (2005) basado en toda la 

información reunida sobre la morfología, el genoma y análisis filogenéticos lo catalogó 

como miembro del género Whispovirus dentro de una nueva familia llamada Nimaviridae. 

La literatura sin embargo le ha nombrado de diferentes maneras, la más generalizada de 

ellas como Virus de la Mancha Blanca ó WSSV por sus siglas en inglés (OIE, 2000). Los 

camarones infectados con WSSV, se vuelven letárgicos, muestran reducción en el consumo 

de alimento y expansión de cromatóforos en todo el cuerpo. La tasa de mortalidad puede 

alcanzar el 100 % en los estanques de cultivo sobre todo en organismos bajo condiciones de 
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estrés, en la primera semana después del inicio de la enfermedad (Lightner et al., 1997; 

Wang et al., 1999). Los cambios histopatológicos observados están caracterizados por una 

amplia degeneración celular, severa hipertrofia nuclear y presencia de cuerpos de inclusión 

en tejidos de origen ectodérmico y mesodérmico (Lo et al., 1996b; Wang et al., 1999). 

 

 Los primeros reportes del virus de la mancha blanca se dieron en Japón, Taiwán y 

China continental entre 1991 y 1993 (OIE, 2000). Posterior a esta fecha se ha reportado 

prácticamente en todo el este y sureste asiático (Chang et al., 1999). En el continente 

americano se reportó por primera vez en Texas, EE.UU. (Lightner, 1997). Para el año de 

1999 al menos ocho países de Latinoamérica lo reportaron, Colombia, Ecuador, Guatemala, 

Honduras, México, Nicaragua, Panamá y Perú (Subasingue et al., 2001). Desde su 

aparición en Asia, WSSV ha sido el agente infeccioso de peneidos, que mayores pérdidas 

económicas ha causado a la industria del cultivo de camarón a nivel mundial (Chen, 1995; 

Flegel et al., 1997). Lo anterior, implica un riesgo potencial, debido a que los sistemas 

acuícolas son abiertos, es decir, están en contacto directo con el medio ambiente poniendo 

en riesgo a poblaciones silvestres con enfermedades infecciosas. En este sentido, WSSV 

infecta un amplio rango de crustáceos acuáticos, poliquetos marinos, y larvas de algunos 

insectos acuáticos (Lightner et al., 1998; Wang et al., 1999; Sahul Hameed et al., 2003; 

Flegel, 1997; Ramírez-Douriet et al., 2005). Si bien, en muchas de estas especies ha sido 

inducida la infección experimentalmente, otras se han colectado del medio silvestre y han 

dado positivo por PCR a este virus (Escobedo-Bonilla et al., 2008). Esto indica, que  

muchas de estas especies no necesariamente son hospederos naturales, si no que pueden ser 

organismos portadores de este agente infeccioso. 

 

2.4. Inmunidad innata en camarones 

 Una característica clave de la inmunidad innata,  es su habilidad para limitar las 

infecciones en las primeras horas posteriores a la transmisión de la enfermedad. Esto es 

posible debido a que el sistema inmune innato es disparado por patrones moleculares 

conservados, presentes en las paredes celulares de la mayoría de los patógenos pero no en 
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los tejidos propios del hospedero  y que se les conoce de manera genérica como: patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs) (Janeway, 1989). Los receptores celulares 

encargados del reconocimiento de los PAMPs se denominan receptores de reconocimiento 

de patrones (PRR: Pattern Recognition Receptor), los cuales se han seleccionado en el 

transcurso de la evolución para reconocer estructuras o productos microbianos (Janeway y 

Medzhitov, 1998). Estos productos pueden ser: lipopolisacáridos (LPS) de bacterias Gram 

negativas, glicolípidos de micobacterias, ácido lipoteicoico de bacterias Gram positivas, 

monosacáridos (manosas) de levaduras, ARN de doble cadena de virus, β-1,3-glucano de 

hongos y levaduras (Hoffmann et al., 1999). El reconocimiento de estas moléculas 

desencadenan diferentes respuestas de defensa como son: defensa celular y defensa 

humoral (Lee y Söderhäll, 2002). 

2.4.1 Mecanismos de defensa celular 

Las reacciones de respuesta celular son llevadas a cabo directamente por los 

hemocitos. Esta células sanguíneas se cree pueden ser análogas a los leucocitos de 

vertebrados y están clasificados en tres tipos dependiendo de la presencia y tamaño de 

gránulos citoplasmáticos: hialinos, semi-granulares y granulares (Holmblad y Söderhäll, 

1999). Aunque la proporción y la función de los hemocitos puede variar de una especie a 

otra, en general se considera que los hemocitos granulares y semi-granulares son capaces 

de producir melanina por medio del sistema pro-fenoloxidasa (Johansson y Söderhäll, 

1988), en cambio los hemocitos hialinos y en menor proporción los semi-granulares son 

responsables de realizar el proceso de fagocitosis (Giulianini et al., 2007). 

 La fagocitosis es la más común de las reacciones de defensa celular, proceso 

durante el cual células fagocíticas reconocen y se unen a partículas extrañas como 

bacterias, esporas, virus o células envejecidas del propio organismo y posteriormente son 

internalizadas en una vacuola llamada fagosoma donde son destruidas (Vázquez et al., 

1998; Kim, 2006). La formación de nódulos y la encapsulación son respuestas 

multicelulares para eliminar las partículas extrañas, que por su tamaño, no pueden ser 

fagocitadas por células individualmente (Vázquez et al., 1998). Cuando la invasión se 
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produce por una excesiva cantidad de microorganismos, que no pueden ser fagocitados, 

los hemocitos proceden a formar nódulos o bien encapsularlos (Bayne, 1990).  

 

2.4.2 Mecanismos de defensa humoral 

Las reacciones de respuesta humoral involucran la liberación y activación de 

moléculas almacenadas dentro de los hemocitos. En los crustáceos el sistema 

profenoloxidasa (proPO) está localizado en forma de proenzima (zimógeno) en vesículas 

de hemocitos granulares y semigranulares (Söderhäll y Cerenius, 1992). Este sistema al 

ser estimulado por los PAMPs, se manifiestan reacciones en cascada de serín proteasas 

que rompen el zimógeno proPO pasando a su forma activa fenoloxidasa (Kim, 2006). Esta 

enzima es responsable de la oxidación de fenoles en quinonas, siendo esta última 

precursora de la melanina, pigmento pardo-negro al cual, se le adjudican diversas 

propiedades biológicas tal como la inhibición de la actividad de enzimas bacterianas y 

fúngicas (Smith y Söderhäll, 1983). 

Ligado a la activación del sistema proPO por serín proteasas, el sistema de 

coagulación  también es activado durante este proceso (Iwanaga et al., 1998). Forma parte 

importante de las reacciones de defensa en crustáceos, previniendo la pérdida sanguínea 

(hemolinfa) a través de las heridas en el exoesqueleto y evitando la diseminación de 

patógenos por todo el cuerpo (Martin et al., 1991). Como reflejo de la heterogeneidad de 

los invertebrados, existen diferentes sistemas de coagulación de la hemolinfa (Wang et al., 

2001). En camarones  la coagulación es iniciada por la activación y lisis de hemocitos 

hialinos, los cuales liberan transglutaminasa (TGasa) dependiente de Ca
2+

 que cataliza la 

polimerización de la proteína coaguladora (CP) que se encuentra en el plasma y de esta 

manera formar el coágulo que cubre la herida (Yeh et al., 1999).  

En términos de mecanismos humorales, los péptidos antimicrobianos son efectores 

clave en la destrucción y eliminación de patógenos (Rowley y Powell, 2007). Estas 

proteínas se sintetizan en los hemocitos, se almacenan en los gránulos citoplasmáticos en 
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forma inactiva y se liberan en respuesta a un estímulo (van de Braak et al., 2002). Estos 

péptidos son proteínas que presentan actividad antibacteriana (bacterias Gram positivas), 

antifúngica, antiparasitaria, antiviral y hasta antitumoral (Supungul et al., 2004). Se han 

aislado de diversos organismos desde plantas hasta animales superiores (vertebrados) 

(Bartlett et al., 2002) y su modo de acción es perforando e interrumpiendo la síntesis de la 

membrana celular de microorganismos patógenos (Yeaman y Yount 2003). Las penedinas, 

son péptidos antimicrobianos aislados del plasma y hemocitos de P. vannamei. Se han 

caracterizado 3 tipos con alta homología nombradas peneidina 1, 2 y 3. Su actividad 

antimicrobiana está dirigida predominantemente hacia bacterias Gram positivas  y hongos 

(Destoumieux et al., 1997, 1999).  

Las lectinas de la hemolinfa de crustáceos, también presentan actividad 

antimicrobiana.  Son glicoproteínas sin actividad catalítica que se encuentras en la 

mayoría de los seres vivos, presentan uno o más dominios conservados de reconocimiento 

a carbohidratos, capaces de discriminar y unirse alternativamente a mono y oligosacáridos 

en solución o en la superficie celular (Costa et al., 2011). En camarones, las lectinas tipo 

C (dependientes de Ca 
2+

) han mostrado su participación en la respuesta inmune innata, 

actuando como proteínas antimicrobianas y antivirales (Zhao et al., 2009), de 

reconocimiento a PRR (Ji et al., 2009), aglutinando y encapsulando hasta su eliminación 

patógenos (Wang et al., 2009b), además de funcionar como opsoninas incrementando la 

eficiencia de la fagocitosis (Kawasaki et al., 1989). Se ha documentado que su nivel de 

expresión es regulada transcripcional y transduccionalmente después de una infección 

viral y bacteriana (Soonthornchai et al., 2010). 

Otra proteína que presenta propiedades antimicrobianas es la lisozima. Esta proteína 

cataliza la hidrólisis de las paredes celulares de bacterias (Prager y Jollés, 1996). La 

lisozima en camarones peneidos ha sido bien caracterizada, es una proteína específica de 

hemocitos que posee actividad lítica en contra de bacterias Gram positivas y Gram 

negativas, incluyendo a Vibrio spp. (de la Re Vega et al., 2006). Su actividad enzimática 

es específica en hemocitos lisados y se estima que comprende el 4% de la proteína total de 

hemocitos en L.vannamei (Sotelo-Mundo et al., 2003).  
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2.5. Sistema antioxidante 

El oxígeno es vital para los procesos de vida aeróbica. Sin embargo, alrededor del 

5% del oxígeno respirado, se reduce  por mecanismos mono o divalente a especies 

parcialmente reducidas y reactivas conocidas como especies reactivas de oxígeno (EROs) 

(Harman, 1999; Halliwell y Gutteridge, 1989).  De esta manera, los organismos aeróbicos, 

están continuamente generando EROs en respuesta tanto a estímulos externos como 

internos y los intermediarios reactivos de oxígeno (IROs), como anión superóxido (.O
-2

), 

oxígeno singlete (
1
O2), peróxido de hidrógeno (H202) y radical hidroxilo (.OH

-
) 

producidos durante este proceso son altamente tóxicos a microorganismos, por lo que son 

reconocidos por tener un papel importante en la defensa inmune, además de intervenir en 

múltiples procesos biológicos (Lambeth, 2004). Cuando el balance entre la producción de 

EROs y las defensas oxidantes se pierde producen estrés oxidativo, lo que puede ocasionar 

daño en membranas celulares, material genético y otros componentes celulares (Liu et al., 

2007). Cuando se produce una reacción en cadena generada por un estrés oxidativo agudo 

o crónico, puede provocar daños masivos en tejidos y órganos ocasionando incluso la 

muerte del organismo (Chien et al., 2003). 

2.5.1. Especies reactivas al oxígeno 

Oxígeno singlete 

En su estado basal el oxígeno molecular (O2) no es reactivo, sin embargo durante la 

actividad metabólica y bajo cierta condiciones de factores de estrés abióticos y bióticos 

(temperaturas extremas, radiación, enfermedades, etc), puede alcanzar excesivos estados 

de excitación y reactividad, dando lugar a radicales libres (Scandalios, 2005). El 
1
O2 se 

produce por varias rutas químicas y fotoquímicas, frecuentemente se produce por 

reacciones de fotosíntesis, en donde las moléculas absorben luz de una longitud de onda 

específica alcanzando un estado de alta energía,  en este estado puede interactuar 

directamente con otras moléculas transfiriendo la energía adicional a otra molécula blanco 

(Asada y Takahashi, 1987).  
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Anión superóxido 

En sistemas biológicos, el  .O
-2 

puede actuar tanto como oxidante o como reductor, 

su dismutación  produce H2O2 espontáneamente  o por catálisis de la enzima antioxidante 

superóxido dismutasa (Fridovich,  1998). Durante el proceso de fagocitosis los hemocitos 

hialinos liberan agentes citotóxicos con el fin de eliminar microoganismos patógenos, esto 

se conoce como explosión respiratoria y es acompañado de un rápido incremento en el 

consumo de oxígeno (Rosales, 2006). La explosión respiratoria es activada por la 

estimulación de la membrana del hemocito y tras dicha estimulación, la enzima NADPH 

oxidasa presente en la membrana celular reduce el O2 en  .O
-2

 (Roos et al., 2003).  

Peróxido de hidrógeno 

La reducción del anión superóxido produce peróxido de hidrógeno, el cual no es un 

radical libre, es un intermediario reactivo de oxígeno, porque todos sus electrones estas 

apareados (Loschen et al., 1974). A menudo, la reducción de algunos productos de 

oxígeno son referidos erróneamente como radicales libres, porque químicamente un 

radical libre es definido como un átomo o molécula que en su orbital más extremo de su 

estructura tiene un electrón sin aparear (Velázquez-Paniagua et al., 2004). La ausencia de 

carga, le permite al H2O2 difundirse fácilmente a través de las membranas celulares, no se 

encuentra dentro de compartimentos celulares (Fridovich, 1998). La exposición a H202 

puede dañar directamente muchos componentes celulares, también está involucrado en 

rutas como muerte celular programada o apoptosis (Halliwell y Gutteridge, 1999). La bien 

conocida reactividad del H2O2 no se debe a su reactividad per se, requiere la presencia de 

una metal reductor, como es el caso del Fe para formar el altamente reactivo y tóxico 

radical hidroxilo (Fridovich, 1998). 

Radical hidroxilo 

Es el más reactivo de los radicales de oxígeno, con un fuerte potencial de daño 

biológico porque es capaz de reaccionar con todas las moléculas (Halliwell y Gutteridge, 

1999). Tiene una vida muy corta in vivo (del orden de 10
-7

 segundos), lo que le permite 
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actuar únicamente en el lugar de su formación o en su proximidad (Pastor et al., 2000). Se 

genera a partir del anión superóxido y del peróxido de hidrógeno mediante la reacción de 

Haber-Weiss: 

O2·– + H2O2 O2 + OH· + OH– 

 Sin embargo,  como el peróxido de hidrógeno y el superóxido no pueden reaccionar 

directamente in vivo, la activación   es catalizada por iones de metales  en transición (hierro 

y cobre), siendo los iones hierro, aparentemente los más probables promotores de las 

reacciones de los radicales libres (Liochev y Fridovich, 1994). Esta reacción ocurre según 

se describe en la llamada reacción de Fenton: 

 

 Fe+2 + H2O2 Fe+3 + OH· + OH– 

 

El daño biológico causado por el .OH
-
 que mejor se ha estudiado, es la reacción en 

cadena conocida como peroxidación lipídica o lipoperoxidación. Cuando este radical se 

forma cerca de las membranas celulares, puede atacar los ácidos grasos presentes en los 

fosfolípidos que las constituyen, preferentemente los poli-insaturados como el ácido 

araquidónico (Korc et al., 1995). 

Especies reactivas de Nitrógeno 

 Muchas células también producen oxido nítrico, o monóxido de nitrógeno (NO•), 

que es sintetizado a partir de la L-arginina por la enzima óxido nítrico sintetasa. El NO• 

puede reaccionar con el  .O
-2

  para formar el anión peroxinitrito (ONOO−) un potente 

agente oxidante (Fang, 2004). Cumple funciones de señalización importantes en el control 

de la presión y flujo sangíneo, su solubilidad es similar a la de H2O, por lo que se difunde 

fácilmente a través de las membranas celulares (Moncada et al., 1991). Es muy tóxico dado 

que puede aumentar la toxicidad del superóxido  al reaccionar con él y formar peroxinitrito 

y en ciertas condiciones, se descompone dando lugar a la formación del radical hidroxilo y 

dióxido de nitrógeno (NO2) (Marla et al., 1997). 
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2.5.2. Defensa antioxidante  

 La mitocondria es la principal responsable de la transformación de energía a través 

de la fosforilación oxidativa, proporcionando el adenosín trifosfato (ATP) requerido para la 

función celular (Skulachev, 1999). Durante éste proceso se consumen grandes cantidades 

de oxígeno, y se estima que del 0.2 al 2% se transforma en .O
-2

, por lo que se considera que 

el 90% de la producción basal de las EROs proviene de  este orgánulo celular (Balaban et 

al., 2005). De tal manera, que es necesario que existan defensas que detoxifiquen dentro y 

fuera de la mitocondria y para ello el  aspecto nocivo de las EROs es contrarrestado por 

mecanismos antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos.  

 

Enzimas antioxidantes 

 La Superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1), representa la primera línea de 

defensa contra el estrés oxidativo, pertenece a un familia de metaloenzimas que requieren 

de un metal como cofactor  y de acuerdo con el grupo metálico que contengan se dividen en 

3 clases (Fridovich, 1974): cupro-zinc superóxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), manganeso 

superóxido dismutasa (Mn-SOD) y ferro-superóxido dismutasa (Fe-SOD). En crustáceos 

decápodos se conocen 2 tipos de MnSOD: citosólica (cMnSOD) y mitocondrial 

(mMnSOD), la primera carece de un péptido de tránsito por lo que es retenida en el citosol 

y la segunda es transportada a la mitocondria con la ayuda de un péptido de tránsito 

mitocondrial después de la traducción (Brouwer et al., 2003). La función de SOD es 

catalizar la dismutación de los radicales superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno 

que pasan libremente a través de las membranas celulares. 

 

 En camarones la actividad de la SOD ha sido estrechamente relacionada con la 

estimulación inmune, enfermedades y estatus de salud (Itami et al., 1994; Chang et al., 

1999, 2003; Campa-Córdova et al., 2002; Mohankumar y Ramasamy, 2006; Wang y Chen, 

2006; Cheng et al., 2007; Chiu et al., 2007). Así mismo, aunque son escasos los trabajos, se 

han investigado los cambios en los perfiles de expresión tanto de cMnSOD y mMnSOD 

bajo diferentes estímulos (inmunoestimulantes, infección por parásitos y virus) en 
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hemocitos y hepatopáncreas (Cheng et al., 2005; Gómez-Anduro et al.,  2006; Zhang et al., 

2008).  

 

 La Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) Es una hemoproteína formada por cuatro 

subunidades idénticas de aproximadamente 50-60 Kd, se localiza en la matriz de la 

mitocondria y en los peroxisomas (García et al., 2000). Cataliza la descomposición de H2O2 

a agua y oxígeno, protegiendo de esta manera a las células del daño oxidativo producido 

por H2O y .OH (Chelikani et al., 2005). Esta enzima es una de las más eficientes, no es 

saturada bajo ninguna concentración de H2O2 y juega un papel importante en la adquisición 

de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las células (Hunt et al., 1998; 

Lledías et al., 1998). 

 

 Se ha detectado la actividad de catalasa en varias especies de crustáceos, como el 

langostino Macrobrachium malcolmsonii (Arun et al., 2003), el cangrejo Carcinus maenas 

(Orbea et al., 2000), el camarón rojo Aristeus antennatus (Mourente y Díaz-Salvago, 1999) 

y el camarón blanco Litopenaeus vannamei (Tavares-Sánchez et al., 2004). También se ha 

determinado su actividad como defensa antioxidante ante diferentes factores de estrés, 

como son radiación solar, en los anfípodos Pallasea cancelloides, Eulimnogammarus 

verrucosus y Gammarus lacustris (Timofeyev, 2006), infecciones por bacterias del género 

Vibrio en L. stilyrostris (Castex et al., 2010) y de WSSV en Fenneropenaeus indicus 

(Mohankumar y Ramasamy, 2006). Así mismo, se ha estudiado el efecto que vitaminas, 

probióticos e inmmunoestimulantes tienen sobre su actividad (Liu et al., 2007; Castex et 

al., 2010; Gopalakrishnan et al., 2011, respectivamente) y en su perfil de expresión (Zhang 

et al., 2008; Ji et al., 2009; Liu et al., 2010). 

 

 La Glutatión peroxidasa (GPX) (EC 1.11.1.9) es una enzima tetramérica formada 

por cuatro subunidades idénticas y cada una con un átomo de selenio, es encontrada en el 

citosol y mitocondrias de tejidos de animales (Halliwell y Gutteridge 1999). GPx comparte 

sustrato con la CAT, reduce los hidroperóxidos de ácidos grasos y el H2O2 usando como 

agente reductor  el glutatión reducido (GSH) (Sies et al., 1997). La GPx y la glutatión 
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reductasa (GSH) se encuentran formando parte de un sistema antioxidante (GPx/GSH), y la 

CAT de otro (SOD/CAT). Se ha observado que ambos sistemas no actúan a la par; la CAT 

actúa en presencia de altas concentraciones de H2O2 y la GPx lo hace a concentraciones 

bajas, lo que demuestra una correlación inversa en la actividad de ambas enzimas. 

  

 La actividad de GPx se ha detectado en el cangrejo Carcinus maeñas (Orbea et al., 

2000), en branquias y hepatopáncreas de M. rosenbergii  (Dandapat et al., 2003) y en 

Fenneropenaeus chinensis (Ren et al., 2009). Además, se ha determinado que la actividad 

de GPx puede ser modificada por la suplementación de vitamina E y alginato de sodio en el 

alimento de   M. rosenbergii y L. vannamei respectivamente (Dandapat et al., 2000; Cheng 

et al., 2005). 

 

Antioxidantes no enzimáticos 

 El ácido ascórbico o vitamina C, es un antioxidante soluble que se pierde fácilmente 

por lixiviación (Coklin, 1995). Posee un alto potencial reductor, permitiéndole participar en 

la reducción directa del oxígeno y funcionando de esta manera como sustrato donante en las 

reacciones de las peroxidasas (Mayes, 1997). Así mismo, inhibe la formación de radicales 

superóxido, radical hidroxilo e hidroperóxidos de lípidos (Halliwell y Gutteridge, 1999; 

Chao, 2002). 

  

 En la acuacultura se tiene conciencia de la importancia de la vitamina C. Mientras 

que la mayoría de los animales pueden sintetizar esta vitamina, los peces y crustáceos 

carecen de la enzima gulonolactona oxidasa, que es necesaria para su biosíntesis 

(Chatterjee, 1973).  La deficiencia de esta vitamina en la dietas de camarones causa 

disminución del crecimiento, problemas durante la muda, menor resistencia al estrés y altas 

mortalidades (He y Lawrence, 1993a). Su función antioxidante ha sido propuesta para 

asegurar una mayor resistencia de P. monodon, F. japonicus y L. vannamei  a factores de 

estrés medioambiental y a infecciones bacterianas (Kontara et al., 1995; Montoya y Molina, 

1995; Merchie et al., 1998; Teshima, 1998; Lavens et al., 1999; López et al., 2003; Kanagu 

et al., 2010). 
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 Los Carotenoides son moléculas liposolubles que protegen tanto a plantas y 

animales del estrés oxidativo. Mientras que las plantas producen carotenoides de novo, los 

animales deben adquirirlo en la dieta (Krinsky 1989). Estos pigmentos pueden proteger las 

células del estrés oxidativo eliminando las EROs que causan daño a las células y prevenir la 

peroxidación de lípidos en animales marinos (Miki et al., 1994). La función de los 

carotenoides en la acuacultura va desde pigmentación, funciones antioxidantes, como 

fuente de provitamina A, protección celular de daño fotodinámico, aumento del potencial  

reproductivo y de crecimiento, además de incrementar la resistencia a enfermedades 

bacterianas (Meyers y Latcha, 1997; Supamattaya et al., 2005). Existen algunas 

investigaciones que sugieren que estos pigmentos, pueden ser de vital importancia para el 

crecimiento y el éxito reproductivo de crustáceos. Sin embargo, los resultados reportados 

por varios autores aún son contradictorios (Liñan-Cabello et al., 2002). 

 

 El α-tocoferol (vitamina E), es un antioxidante liposoluble que remueve las EROs 

de las células (Fridovich, 1998). Debido a su  naturaleza hidrofóbica, se localiza 

exclusivamente dentro de la bicapa lipídica de la membrana celular de plantas, mientras que 

los animales deben adquirirla en la dieta (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las propiedades 

del α-tocoferol son resultado de su habilidad para eliminar tanto el anión superóxido y los 

peróxidos, representa la primera línea de defensa contra la peroxidación lipídica y del 

colesterol de las membranas celulares (Frigg et al., 1990). 

 

 Investigaciones han demostrado que la vitamina E actúa sobre el sistema inmune y 

antioxidante de langostinos Macrobrachium rosenbergii y camarones P. monodon y L. 

vannamei incrementando la actividad de enzimas antioxidantes y su resistencia a cambios 

de salinidad (Lee y Shiau 2004; Liu et al., 2007). 
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2.6. Efecto de inmunoestimulantes sobre camarones 

 

Los niveles de respuesta inmune varían entre las diferentes especies de crustáceos, 

por lo cual se considera que ciertos factores tanto ambientales como fisiológicos 

contribuyen de manera importante en la inmunidad de estas especies (Vázquez et al., 1998). 

Investigaciones actuales, sobre el sistema inmune de camarones, han demostrado que es 

posible aumentar la resistencia a enfermedades mediante la ingestión de aditivos 

alimentarios llamados inmunoestimulantes (Carrillo-Fuentes, 2000). Estos compuestos, se 

encuentran disponibles como tratamientos alternativos, actuando como moléculas de alarma 

que activan el sistema inmune. La mayoría son compuestos químicos los cuales se 

encuentran como elementos estructurales de bacterias, micelios de hongos y levaduras, que 

accidentalmente se han encontrado que poseen propiedades inmunoestimulantes (Raa, 

1996). Las levaduras son bien conocidas en el área de nutrición animal por producir 

poliaminas, las cuales incrementan la maduración intestinal (Peulen et al., 2000). Además, 

se ha reportado que dietas suplementadas con algunas cepas vivas de  Saccharomyces 

cerevisiae y Debaryomyces hansenii estimulan el sistema inmune de peces y camarones  

(Gatesoupe 2007; Soltanian et al., 2007). En este sentido, se ha demostrado que 

Debaryomyces hansenii estimulan tanto el sistema inmune como antioxidante de peces 

expuestos a patógenos (Reyes-Becerril et al., 2008a). 

 

A nivel experimental, los aditivos alimentarios más utilizados para evaluar los 

efectos que provocan sobre el sistema inmune de camarones retados con WSSV han sido 

los LPSs y los -1,3/1,6 glucano (Itami, et al., 1998; Chang et al., 1999, 2003). Los  -

glucanos son estructuralmente conjuntos de homopolímeros de glucosa, generalmente 

aislados de paredes de bacterias, hongos, algas, cereales, levaduras y hongos (Zekovic y 

Kwiatowski, 2005). Su actividad está influenciada por su grado de divergencia, tamaño y su 

ultraestructura molecular. Los más activos tienen una estructura en común: consiste en una 

cadena principal que integran unidades de β-D-glucopiranosil (glucosa) unidas unas a otras 

en la posición (1,3) con cadenas laterales de β-D-glucopiranosil unidas a la posición (1,6). 
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Éstas son referidas como beta - 1,3/1,6 glucano (Bohn y BeMiller, 1995; Zekovic y 

Kwiatowski, 2005). 

 

 En camarones, los glucanos o peptidoglicanos han mostrado, que el incremento de 

la resistencia a enfermedades está relacionado directamente a muchas respuestas celulares y 

humorales tales como la fagocitosis, el estallido respiratorio, el sistema proPO, y la 

actividad de enzimas antioxidantes como SOD y CAT (Song et al., 1994; Sung et al., 1996; 

Song y Huang 2000; Campa-Córdova et al., 2002; Chang et al., 2003). Sin embargo, pocos 

estudios se han conducido para conocer los efectos de  los -1,3 glucanos sobre el sistema 

antioxidante a nivel molecular (Wang et al., 2008).  

 

2.7. Nutrigenómica 

 Mientras que las investigaciones tradicionales sobre nutrición se enfocaban en la 

deficiencia de nutrientes y en el deterioro de la salud, en la actualidad estos estudios se 

orientan en la mejora de la salud a través de la dieta (Mclean y Graig, 2007). Durante las 

últimas décadas, estudios clínicos y epidemiológicos, han indicado muchas relaciones entre 

la nutrición y la salud. La desequilibrada ingesta de nutrientes son conocidos por estar 

asociados con el desarrollo de enfermedades crónicas que demuestran que los productos 

químicos alimenticios tienen efectos directos sobre procesos genéticos moleculares (Lau et 

al., 2008). Los genes se activan y desactivan de acuerdo a las señales metabólicas que el 

núcleo celular recibe de factores internos, por ejemplo las hormonas, y factores externos 

como nutrientes, los cuales se encuentran entre los más influyentes de los estímulos 

ambientales (Harland, 2005). 

 

 A principios del desarrollo evolutivo, los nutrientes ingeridos por los organismos 

funcionaban como señales primitivas que encendían y apagaban las vías de síntesis o de 

almacenamiento durante los periodos de hambre o en periodos de abundancia de alimento. 

A medida que los organismos se volvieron más complejos, se conservó la capacidad de 

responder a las señales que un nutriente o nutrientes ejercen sobre la regulación de la 



XXII 
 

 

expresión de genes que codifican a las proteínas del metabolismo energético, la 

diferenciación celular y del crecimiento (Kaput et al. 2005). 

 

 Numerosos componentes de la dieta pueden alterar los eventos genéticos y así 

influir en la salud. Además de los nutrientes esenciales, tales como carbohidratos, 

aminoácidos, ácidos grasos, calcio, zinc, selenio, ácido fólico y vitaminas A, C y E, hay una 

gran variedad de componentes bioactivos esenciales que influyen significativamente en la 

salud (Corthésy-Theulaz, 2005; Trujillo et al 2006). Estos bioactivos esenciales y no 

esenciales que componen los alimentos se sabe que modifican una serie de procesos 

celulares relacionada con la prevención de la salud y la enfermedad. A menudo los 

componentes bioactivos de los alimentos  modifican varios procesos simultáneamente 

(Törrönen et al., 2005). 

 

 Los productos químicos alimenticios pueden afectar la expresión de genes directa o 

indirectamente. A nivel celular, los nutrientes pueden: 1) actuar directamente como 

ligandos para los receptores de factores de transcripción, 2) son metabolizados por las vías 

metabólicas primarias o secundarias, alterando así concentraciones de sustratos o 

intermediarios involucrados en la regulación génica o la señalización celular, o 3) alterar las 

vías de transducción de señales y la señalización (Kaput et al., 2004; Kaput y Rodríguez 

2004). 

 La secuenciación del genoma humano y de otros organismos ha provocado el 

desarrollo de toda una serie de metodologías científicas. Estas nuevas áreas de estudio 

científico generalmente incluyen el sufijo “omicas”. Los avances técnicos han 

proporcionado nuevas herramientas que permiten un alto rendimiento en el enfoque 

genómico. De las 50 o más términos “omicas” acuñados, la nutrigenómica abarca sólo 

cuatro, nombrados como: transcriptómica o tecnología de microarreglos, el cual supervisa 

la alteración de los niveles de ARNm presentes en una célula, tejido u órgano (Scheel et al., 

2002), proteómica, abarca la determinación de la estructura proteíca, la expresión e 

interacciones moleculares (Kussman et al., 2005), metabolómica, examina los cambios en 

los metabolitos (intermediarios de bajo peso molecular) involucrados en el metabolismo 
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(German et al., 2003) y epigenómica, que determina los patrones de metilación, impresión 

y empaquetamiento del ADN tanto espacial como temporalmente (Beck et al., 1999).  

 

 Esta información ha disparado un rápido avance en la industria alimenticia acuícola, 

que comienza a utilizar las herramientas técnicas comprendidas dentro de la nutrigenómica 

para entender como diferentes componentes de la dieta influencian los mecanismos 

moleculares los cuales a su vez determinan la fisiología de camarones (Gillies y Faha, 

2003; Paoloni-Giacobino et al., 2003). En este sentido, se ha reportado que la sustitución de 

proteína animal por proteína vegetal en dietas pueden causar cambios significativos en la 

expresión de genes de peces, debido al alto contenido de compuestos bioactivos como 

agentes fitoquímicos, antioxidantes, ácidos grasos poliinsaturados, vitaminas y precursores 

de vitaminas (Gómez, 2007). 

 

  Las respuestas inmunes en los organismos imponen costos energéticos muy altos. 

Por lo tanto, el requerimiento de nutrientes para un  estatus de salud óptimo se espera sea 

más alto que para su crecimiento. Por otro lado, ciertos nutrientes están especialmente 

implicados en el incremento de la inmunidad. Estos incluyen algunas vitaminas, minerales, 

ácidos grasos ω3, fosfolípidos, carotenoides y nucleótidos (Merchie et al., 1998; He y 

Lawrence 1993a;  Liu et al., 2007; Lavens y Sorgeloos, 2000; Liñan-Cabello et al., 2002; 

Supamattaya et al., 2005). Así mismo, existen moléculas  ampliamente utilizadas como 

inmunoestimulantes, los tres más comunes probados en camarones son: Lipopolisacáridos 

(LPS), glucanos y peptidoglicanos (Newman y Bullies 2001). El efecto que se ha 

demostrado en la mayoría de estos estudios es un aumento en la resistencia de los 

camarones a factores de estrés medioambiental y a enfermedades infecciosas, y sólo unos 

pocos se han enfocado en las implicaciones fisiológicas de los cambios en los niveles de 

expresión de genes, provocados por los cambios en la dieta (Wang et al., 2008; Chávez-

Calvillo et al., 2010). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 Los camarones Farfantepenaeus californiensis, es una especie que se desarrolla 

bien a temperaturas más frías que Litopenaeus vannamei. Además de tener potencial 

acuícola, se está trabajando para intensificar su cultivo, particularmente durante el invierno 

que es factible su rotación con L. vannamei (Ocampo et al., 2003; Morán-Morales et al., 

2006). Por lo tanto, es fundamental conocer las bases moleculares involucradas en los 

procesos de defensa que ayudarían a diseñar estrategias para la prevención y control de las 

enfermedades. Además, los invertebrados comprenden más del 90% de las especies 

conocidas y el estudio del sistema de defensa de estos organismos, puede proporcionar 

bases para conocer el origen de la inmunidad de vertebrados y explicar la resistencia o 

susceptibilidad a infecciones (Beck y Habicht, 1996). En años resientes, los aditivos 

alimentarios o inmunoestimulantes se han utilizado para aumentar la resistencia de peces y 

camarones a infecciones bacterianas y virales (Song y Hsieh, 1994; Itami et al., 1998; 

Chang et al., 1999). Sin embargo, han sido probados por varios autores y los resultados son 

controversiales, principalmente por la falta de un indicador apropiado de la respuesta 

inmune del camarón (Chang et al., 1999, 2003).  

 

4. HIPÓTESIS 

  Si los componentes principales de la pared celular de la levadura Debaryomyces 

hansenii son los glucanos que al igual que la vitamina E y β-caroteno se han reportado son 

capaces de inhibir la formación de Especies Reactivas de Oxígeno en organismos bajo 

diferentes factores de estrés a través de la activación de respuestas de defensa celulares y 

humorales entre las que se encuentran las enzimas antioxidantes SOD y CAT, entonces la 

administración de Debaryomyces hansenii directamente en tanques de cultivo incrementará 

la actividad de enzimas antioxidantes en camarones. Del mismo modo, dadas las 

características anteriores, camarones alimentados  con dietas suplementadas con β-glucano, 

vitamina E y β-caroteno tendrán una mayor resistencia a una infección experimental con 

WSSV. Además, el uso de métodos de tamizaje a gran escala basados en técnicas 
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genómicas como son las genotecas sustractivas, pueden revelar genes nuevos involucrados 

en el sistema inmune de camarones. 

 

5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Determinar si levaduras (Debaryomyces hansenii) y aditivos alimenticios como  β-glucano, 

vitamina E y β-caroteno incluidos en dietas para camarones modifican el sistema 

antioxidante. Además, identificar genes inducidos bajo tales condiciones alimenticias y al 

mismo tiempo retados con WSSV. 

 

5.2. Objetivos específicos 

1.- Evaluar la respuesta antioxidante en camarones expuestos a tres cepas de Debaryomyces 

hansenii. 

2.- Evaluar dietas enriquecidas con β-glucano, vitamina E y β-caroteno, en función a su 

potencial para proveer de mayor resistencia a camarones infectados con WSSV. 

3.- Evaluar el efecto de β-glucano, vitamina E y β-caroteno sobre la actividad de enzimas 

antioxidantes en hepatopáncreas y músculo de F. californiensis retados con WSSV. 

4.- Identificar genes relacionados con el sistema inmune en hepatopáncreas de F. 

californiensis  alimentados con β-glucano y retados con WSSV. 

5.- Evaluar los cambios en la expresión de genes del sistema antioxidante en respuesta a la 

infección con WSSV en camarones inmunoestimulados. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1. Bioensayo del efecto antioxidante de levaduras.  

6.1.1. Cultivo de cepas 

Las tres cepas experimentales fueron obtenidas de la colección de levaduras del 

Centro Investigaciones Biológicas del Noroeste (CIBNOR). Dos de las cepas utilizadas 

fueron aisladas del medio marino [Debaryomyces hansenii (DH5 y DH6)] y la otra de 

cítricos [D. hansenii (LL1)]. Previo a los bioensayos, las cepas mantenidas en cri-

conservación (-80ºC) fueron descongeladas y cultivadas en placas con agar YPD (2% 

dextrosa, 2% peptona, 1% extracto de levadura, 2% agar) a 30°C por 24 h. Las colonias 

fueron extraídas del agar y suspendidas en tubo de ensaye conteniendo 10 mL de agua de 

mar estéril (filtrada con poro de 0.2 µm), la suspensión de levaduras fue concentrada hasta 

alcanzar una absorbancia de 1.0 a una densidad óptica de 540 nm (colorímetro, Linson 3, 

USA) equivalente a 1 x 10
9
 UFC/mL. Además, se empleó β-1,3-glucano extraído de la 

macroalga Laminaria digitata (Sigma, L-9634, USA) como inmunoestimulante comercial. 

6.1.2. Organismos experimentales 

Los organismos para el desarrollo de los bioensayos fueron proporcionados por el 

laboratorio de genética acuícola del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, 

S.C. (CIBNOR). Los camarones juveniles de L. vannamei (8 ± 0.2 g) fueron aclimatados 

durante 15 días en tanques de fibra de vidrio de 1500 L con agua de mar filtrada (5 μm) a 

28°C con aireación continua y fueron alimentados ad libitum con una dieta comercial 

(PIASA, 35% de proteína) por la mañana y la tarde (9:00 y 17:00 h). 

6.1.3. Diseño experimental 

El primer bioensayo tuvo una duración de 15 días. Los organismos experimentales 

fueron seleccionados al azar y distribuidos en tinas de fibra de vidrio de 60 L (unidades 

experimentales). En cada unidad experimental se colocaron  7 camarones, las levaduras y 

β-1,3-glucano se inocularon en el agua de cada una de las unidades experimentales y los 
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tratamientos se hicieron por duplicado. La alimentación diaria fue ad libitum con la dieta 

comercial y horario señalados en el punto anterior. Las condiciones de la calidad de agua en 

las que se mantuvieron fueron: temperatura 28±1°C, salinidad: 35±1 ups; oxígeno disuelto: 

>4 mg/L. Mediante sifoneo se eliminó diariamente la materia particulada del fondo de las 

unidades experimentales, recuperando enseguida el volumen de agua perdido (80%). Los 

tratamientos utilizados fueron los siguientes: 1) Control (sin levaduras); 2) DH5 (1 x 10
4
 

UFC/mL); 3) DH5 (1 x 10
6
 UFC/mL); 4) DH6 (1 x 10

4
 UFC/mL); 5) DH6 (1 x 10

6
 

UFC/mL) y 6)  β-1,3-glucano (0.20 mg/mL). Las dosis de levaduras suministradas 

estuvieron de acuerdo a las reportadas por Reyes-Becerril et al. (2008a). Las dosis de 

laminarina (β-1,3-glucano) se basaron en el trabajo de Campa-Córdova et al. (2002). La 

inoculación de los tratamientos en el agua de cultivo se repitió después de cada recambio, 

excepto laminarina que se agregó una dosis cada 7 días.  

El segundo experimento tuvo la misma duración y condiciones de cultivo que se 

señalaron en el primer bioensayo. Los tratamientos utilizados fueron los siguientes: 1) 

Control (sin inmunoestimulante); 2) LL1 (1 x 10
4 

UFC/mL); 3) LL1 (1 x 10
5
 UFC/mL); 4) 

LL1 (1 x 10
6
 UFC/mL); y 5) β-1,3-glucano (0.20 mg/mL). 

6.1.4. Obtención y conteo de hemocitos circulantes (CTH) 

La hemolinfa se obtuvo en el periodo de intermuda y se extrajo con jeringas para 

insulina (27G x 13 mm, BD Plastipak
MR

, México) a partir de la región ventral del primer 

segmento abdominal. La jeringa se cargó con una solución isotónica para camarón y EDTA 

como anticoagulante descrita por Vargas-Albores et al. (1996):   (SIC- EDTA-Na2) (NaCl 

450 mM, KCl 10 mM, Hepes 10 mM, EDTA-Na2 10 mM, pH 7.3, 850 mOsm/kg) 

previamente enfriada a 4°C en una proporción 2:1 (2 volúmenes de SIC-EDTA por cada 

volumen extraído de hemolinfa). El CTH se realizó conforme a la técnica descrita por 

Campa-Córdova et al. (2002) en donde a 100 µL de hemolinfa con anticoagulante se le 

aplican 400 µL (1:4) de formaldehido al 4%. Los hemocitos se cuantificaron en una cámara 

Neubauer, utilizando un microscopio óptico binocular (Olympus CX21, USA) con el 

objetivo de 400x. 
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6.1.5. Cuantificación de proteína (CP)  

La CP en los hemocitos provenientes de la hemolinfa (mg/mL) se determinó por el 

método de Bradford (1976),  en un lector de micro placa (Modelo 3550, Bio Rad 

Laboratories, USA) y una prueba de micro-determinación de proteína (N° Cat. 500-0006, 

Bio-Rad Laboratories, USA) realizándose la lectura a una longitud de onda de 595 nm. Se 

efectuó una curva a partir de los reactivos estándares que posee la prueba antes señalada.  

6.1.6. Evaluación de enzimas antioxidantes 

La SOD se determinó por el método descrito por Campa-Córdova et al. (2002); 

Reyes-Becerril et al. (2008a). Brevemente, se utilizó NBT en presencia de riboflavina. Se 

colocaron 10 µL v/v de hemolinfa y buffer fosfatos de potasio (50 mM, pH 7.8) con 200 µL 

de la mezcla de reacción (0.1 mM EDTA, 13 µM metionina, 0.75 mM NBT, 20 µM 

riboflavina, 50 mM buffer de fosfatos, pH 7.8). Esta solución fue expuesta a luz 

fluorescente (1 min) o cuando el control lograra una densidad óptica de 0.2-0.25 a 570 nm. 

La actividad CAT se evaluó con una prueba comercial (Sigma, C-9284). El método 

determina el decremento de la concentración de peróxido de hidrógeno a una longitud de 

onda de 240 nm y un coeficiente de extinción de 40 M
-1

 cm
-1

. Se consideró que una unidad 

de CAT descompone 1 μmol de H2O2 min
-1

 en 50 mM de buffer fosfato a pH 7 ajustando la 

absorbancia de la solución a 0.5 ± 0.01. La actividad de CAT fue expresada en términos de 

unidades (μmoles de substrato transformado a producto min
-1

) por miligramo de proteína. 

6.2. Bioensayo de inmunoestimulación y estrés oxidativo 

6.2.1. Aditivos alimenticios 

La vitamina E, el β-glucano de Laminaria digitata y el β-caroteno al 95% de pureza 

fueron adquiridos en Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA. 
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6.2.2. Preparación de dietas 

Las dietas para camarones fueron formuladas con la ayuda del paquete MIXIT-

Win
MR

 (Agricultural Sofware Consultants, Inc., San Diego, Ca., USA). Para la fabricación 

de las dietas se siguió la metodología empleada por Civera y Guillaume (1989). Se fabricó 

un alimento base (control) de acuerdo a los requerimientos nutricios reportados para  

camarón (Colvin & Brand, 1977; Akiyama y Dominy, 1989; ), al cual se le adicionó el 

aditivo alimenticio a evaluar; la vitamina E se adicionó al 0.01%, el β-glucano se incorporó 

al alimento base a un nivel de inclusión del 0.1% y el β-caroteno al 0.01% (Tabla 2). Se usó 

aceite de girasol para compensar el aporte lipídico de los pigmentos carotenoides. Para 

garantizar una granulometría uniforme y eliminar impurezas de cada ingrediente que 

pudiera afectar la composición final del alimento, fueron tamizados todos los ingredientes 

sólidos a través de un tamiz de 250 μm. Se mezclaron los macroingredientes (harina de 

pescado, pasta de soya, harina integral de trigo y gluten de trigo) y los microingredientes 

(premezclas de vitaminas, premezclas de minerales, vitamina C y fosfato dibásico de sodio) 

en una mezcladora (KITCHEN AID
MR

) durante 20 minutos (Tabla 3 y 4). 

Paralelamente se hizo una emulsión con el aceite de hígado de bacalao, colesterol, 

aceite de girasol, lecitina de soya y BHT. En la emulsión de cada alimento se adicionó el 

aditivo correspondiente (β-caroteno, β-glucano y vitamina E). Se mezclaron los 

ingredientes secos con la emulsión durante 10 min y posteriormente se adicionó 

aproximadamente un 40% de agua del peso total de la masa del alimento. La masa obtenida 

fue extruída en tres ocasiones en un molino de carne (TORREY
MR

 Monterrey, N.L., 

México) hasta obtener pellets de 2 mm de diámetro, los cuales fueron cortados 

manualmente y secados a 40°C en una estufa con flujo de aire (VWR 1680 HAFO SERIES, 

USA) determinando la humedad periódicamente en una termobalanza (OHAUS MB200) 

hasta obtener aproximadamente un 8% de humedad de cada alimento. Para protegerlo de la 

luz y el calor los alimentos se empaquetaron en bolsas de plástico negras, etiquetadas y 

almacenadas en refrigeración (4°C) hasta su uso. 
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6.2.3. Análisis químicos 

En las diferentes dietas se determinaron por triplicado la humedad (A.O.A.C.,1995, 

N° 930.15), proteína cruda (A.O.A.C., 1995, N° 976.05), extracto etéreo (A.O.A.C., 1995, 

N°. 920.39), fibra cruda (A.O.A.C., 1995, N°. 962.09), cenizas (A.O.A.C., 1995, N° 

942.05) y energía (cal/g) en un calorímetro adiabático (Parr 1261). 

6.2.4. Hidroestabilidad de las dietas  

Se pesaron por triplicado 2 g de cada una de las dietas y se colocaron en matraces 

Erlenmeyer de 250 ml, los cuales contenían 200 ml de agua destilada a 27°C. El alimento 

se mantuvo en inmersión durante una hora, sin agitación y el contenido del matraz se filtro 

a través de un papel filtro Whatman N° 1, previamente secado y pesado, con la ayuda de 

una bomba de vacío. El papel filtro con el alimento residual se secó en una estufa con flujo 

de aire a 70 °C por 24 horas. Los cálculos para determinar la estabilidad de las muestras en 

el agua, fue en base a la siguiente fórmula: %MSR = (PSAR/PSAI) X 100 Donde: 

%MSR = Porcentaje de materia seca residual 

PSAR = Peso seco del alimento residual 

PSAI = Peso seco del alimento inicial 
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Tabla 2. Composición de las diferentes dietas utilizadas durante el primer experimento. 

Ingrediente  Control © Glucano Caroteno 
Vitamina 

E 

(g/100 g dieta) EB Hum EB Hum EB Hum EB Hum 

Harina de 

pescado 

(HP0607) 29.50 29.50 29.50 29.50 

Harina integral de 

Trigo (HIT0607) 40.25 40.14 40.24 40.23 

Pasta de Soya 

(PSoy0607) 20.00 20.00 20.00 20.00 

Aceite de hígado 

bacalao 

(AcHB0704) 2.46 2.46 2.46 2.46 

Lecitina de soya  

(LSoy0607) 1.50 1.50 1.50 1.50 

Ácido algínico 

(Sigma A-7128) 2.00 2.00 2.00 2.00 

Premezcla 

vitaminas  

(VITCRU0604) 1.80 1.80 1.80 1.80 

Fosfato dibásico 

sodio (S-0876) 1.20 1.20 1.20 1.20 

Premezcla 

mineral crus 

(MINCRUS0409) 0.50 0.50 0.50 0.50 

Colesterol (C-

8503) 0.50 0.50 0.50 0.50 

Cloruro de colina 0.20 0.20 0.20 0.20 

Vitamina C 

(Stay-C 35% aa) 0.09 0.09 0.09 0.09 

Glucano 

(laminaria) 0.00 0.10 0.00 0.00 

Caroteno 0.00 0.00 0.01 0.00 

Vitamina E 0.00 0.00 0.00 0.01 

BHT 

(ICN101162) 0.004 0.004 0.004 0.004 

Emulsión 

EPAX1040 0.00 0.00 0.00 0.00 

Emulsión 

EPAX4510 0.00 0.00 0.00 0.00 
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Tabla 3. Composición de la premezcla de vitaminas 

Premezcla de Vitaminas Catálogo g/kg de 

      premezcla 

        

 Vitamina A Acetato (20,000 UI/g) ICN
1
 160079 5 

 Vitamina D3 (850,000 UI/g) ICN 160107 0.001 

acetato dl-alfa-tocoferol (250 UI/g) SIGMA
2
 T-3376 8 

Menadiona (vitamina K) ICN 102259 2 

Tiamina-HCl ICN 103029 0.5 

 Riboflavina (B2) ICN 102813 3 

 Piridoxina-HCl (B6) ICN 102777 1 

Pantotenato de Calcio ICN 101228 5 

Ácido nicotínico (B3) ICN 102446 5 

 Biotina ICN 101023 0.05 

 Inositol ICN 102052 5 

Vitamina B12 ICN 103271 0.002 

Ácido fólico ICN 101725 0.18 

alfa-celulosa SIGMA C- 8002 865.267 
1
 ICN Biomedicals Inc. Ohio. USA. 

2
Sigma Co. St. Louis. USA 

 

Tabla 4. Composición de la premezcla de vitaminas 

Minerales Catálogo g/100 g de  

  SIGMA
1
 premezcla 

  
 

  

Cloruro de cobalto C - 2644 0.004 

Sulfato de cobre pentahidratado C - 6917 0.25 

Sulfate ferroso F - 7002 4 

Sulfato de magnesio heptahidratado M - 9697 28.398 
 Sulfato de manganeso 
monohidratado M -3634 0.65 

Potasio de yodo P - 4286 0.067 

Selenita de sodio S - 1382 0.01 

Sulfato de zinc heptahidratado Z - 0501 13.193 

alfa-celulosa C- 8002 53.428 

TOTAL   100 
1
Sigma Co. St. Louis. USA 

 

 



XXXIII 
 

 

6.2.5. Organismos experimentales 

 Los organismos silvestres F. californiensis fueron capturados en Bahía de La Paz, 

BCS, y trasladados a las instalaciones del Centro de Investigaciones Biológicas del 

Noroeste, S.C. (CIBNOR). El lote de aproximadamente 400 juveniles con peso promedio 

de 1.5 g fueron  mantenidos en tanques de fibra de vidrio con capacidad de 300 L con 

aireación constante, se realizaron recambios diarios del 30-50% y se alimentaron ad libitum 

con alimento peletizado con 30% de proteína. Las condiciones de la calidad de agua en las 

que se mantuvieron fueron: temperatura 24±1°C, salinidad: 35±1 ups; oxígeno disuelto: >4 

mg L
-1

. Los organismos se mantuvieron en estas condiciones hasta alcanzar los 1.5 gramos 

de peso promedio. Antes de iniciar el bioensayo, se llevo a cabo un análisis para determinar 

si los organismos a utilizar durante el bioensayo se encontraban libres de WSSV utilizando 

la técnica de la PCR con el kit comercial IQ-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, USA). 

6.2.6. Obtención de tejido infectado con WSSV 

Los organismos utilizados para llevar a cabo la infección, provienen de brotes de 

WSSV de granjas acuícolas dedicadas al cultivo de camarón de la zona centro del estado de 

Sinaloa, durante los meses de Febrero-Marzo del 2008 y mantenido en congelación a –

70°C. Para confirmar que el tejido a utilizar es positivo para WSSV, se llevó a cabo una 

reacción de PCR utilizando el kit comercial IQ-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, 

USA). 

6.2.7. Preparación del inóculo 

Previo a la realización de los bioensayos, tejidos de camarones infectados con 

WSSV y almacenados a –80°C fueron macerados y homogenizados de acuerdo a la 

metodología descrita por Huang y colaboradores (2001). Los tejidos infectados fueron 

macerados y homogenizados en una licuadora doméstica (Osterizer® 4655, USA) en 

proporción 1:4 (v/w) en buffer TN (Tris-HCL10 mM, NaCl 400 mM, pH 7.4). El tejido fue 

centrifugado a 6000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue filtrado utilizando un 

filtro estéril Acrodisc® de 5 μm (Gelman Sciences, USA), el producto de esta filtración se 



XXXIV 
 

 

pasó a través de un filtro de membrana de 0.45 μm de poro y finalmente, el producto de 

esta segunda filtración fue alicuotado y almacenado a -80°C hasta su posterior uso.  

6.2.8. Diseño experimental  

Se prepararon 5 dietas experimentales y un control, el nivel de inclusión de cada 

inmunoestimulante que se utilizó, se estableció de acuerdo a experimentos anteriores en 

donde previamente se determinó la concentración que mejor estimula el sistema de defensa 

del camarón: Caroteno 0.01%, Glucano 0.1% (Flores-Leyva, 2006; Chang et al., 2003, 

respectivamente),  la vitamina E se suministró en un nivel de 0.01% (Fernández-Giménez 

et al., 2004). Los organismos de 1.0-1.5 g de peso fueron distribuidos de manera aleatoria 

en las unidades experimentales de 30 L de capacidad. En cada unidad se colocaron 10 

juveniles, y cada dieta fue aleatoriamente asignada, se manejaron 4 réplicas por dieta. En 

las tablas 1, 2 y 3 se muestran la composición de cada una de las dietas. Los juveniles de F. 

californiensis durante 23 días previos al reto, fueron alimentados ad libitum, ajustando la 

cantidad diariamente en función del alimento consumido. Las condiciones de la calidad de 

agua en las que se mantuvieron fueron: temperatura 24±1°C, salinidad: 35±1 ups; oxígeno 

disuelto: >4 mg/L. Se hicieron recambios de agua diarios del 30%. Se registró diariamente 

la temperatura (termómetro de mercurio), el oxígeno (oxímetro YSI 55-12FT), pH 

(Potenciómetro Orión Research Sa250) y salinidad (refractómetro Sper Scientific 300011). 

6.2.9. Infección experimental  

Los camarones fueron infectados individualmente inyectando el  inóculo viral en el 

cuarto segmento abdominal. El control negativo fue inoculado con buffer PBS. 

Posteriormente, se continuó con el programa regular de alimentación, incluyendo los 

tratamientos. Los muestreos se llevaron a cabo a las 0, 1, 6, 12, 24 y 48 h postinfección. 

Finalmente la selección de sobrevivientes a las 96 h post-infección. 
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6.2.10. Colección de muestras 

Antes del reto fueron colectados de 3-5 organismos por tratamiento, se extrajo la 

hemolinfa e inmediatamente los organismos fueron congelados en nitrógeno líquido, para la 

cuantificación de parámetros inmunitarios como: cuantificación de hemocitos totales, 

actividad fenoloxidasa y enzimas antioxidantes (CAT y SOD). Posterior, al reto con 

WSSV, se colectaron muestras a las 1, 6, 12, 24 y 48 h y al final del experimento. De cada 

uno de los tratamientos se sacrificarán de 3-5 camarones y como en la etapa anterior, fueron 

congelados inmediatamente en nitrógeno líquido, para su posterior análisis.  

6.2.11. Medidas sanitarias  

Para evitar una contaminación cruzada, el equipo de uso común para las mediciones 

de parámetros físico-químicos, y todo el material y equipo necesario para llevar a cabo el 

bioensayo (redes, cubetas, línea de aire, piedras aireadoras, etc.) fue enjuagado cada vez 

que se utilizó con una solución de cloro al 2%. Otra medida de prevención fue separar 

físicamente los controles negativos de los acuarios con las replicas de cada bioensayo 

(Hasson et al., 1995). Además cada uno de los acuarios se cubrió con una malla 

mosquitera, para evitar que los camarones saltaran fuera de los acuarios. Estas medidas 

también incluyeron un adecuado lavado y desinfección de todo el material al iniciar y 

finalizar el experimento. Para la desinfección se utilizó hipoclorito de sodio al 0.05%, 

neutralizando los residuos de cloro con tiosulfato de sodio al 0.07% (Lotz, 1997a). Por 

último, el agua producto de los recambios, fue desinfectada por hipercloración con cloro 

activo en polvo al 90% de pureza por 24 horas (Lotz, 1997 a). Se evitó el tránsito a la sala 

de bioensayos a personas ajenas al estudio. Así como también, se usaron dentro de la sala, 

bata de laboratorio y botas de caucho. 

6.2.12. Diagnóstico de WSSV por PCR de organismos infectados  

A las muestras obtenidas durante el desarrollo de los experimentos, se les disectaron 

los pleópodos y fueron preservados en congelación hasta su posterior análisis por PCR; esta 

es una de las herramientas de diagnostico más efectivas para la detección de WSSV. En 
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este estudio se llevó a cabo la reacción en cadena de la polimerasa de acuerdo a la técnica 

descrita por Lo et al. (1996b), y siguiendo las recomendaciones del fabricante del kit 

comercial IQ-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, USA).  

6.2.13. Evaluación de enzimas antioxidantes 

Para la determinación las enzimas catalasa y superóxido dismutasa, se seccionó del 

camarón el hepatopáncreas y los 2 primeros segmentos abdominales, los cuales fueron 

mantenidos en congelación a -20 °C hasta el momento de realizar los análisis. De acuerdo a 

Campa-Córdova et al. (2002), la enzima superóxido dismutasa (SOD), es considerada una 

molécula asociada a la modulación de la respuesta inmune en crustáceos. Para esto, se 

maceraron aproximadamente 100 mg de tejido (hepatopáncreas y músculo) en 1 mL de 

buffer fosfatos (50 mM pH 7.0), este extracto crudo se almacenó a -80°C y posteriormente 

fue utilizado en la determinación de la actividad enzimática. La actividad de SOD se 

determinó de acuerdo al método descrito por Beauchamp y Fridovich (1971), utilizando 

NBT en presencia de riboflavina. La actividad específica será calculada en unidades por mg 

de proteína, utilizando un programa de computadora (Vázquez-Juárez et al., 1993). La 

actividad enzimática relativa se expresó como la tasa de actividad enzimática de camarones 

tratados con respecto a la actividad de camarones del control y fue usado como un índice de 

la actividad de MnSOD. La actividad de la enzima catalasa se determinó utilizando el 

método Downs et al. (2001), El peróxido de hidrógeno (H202) es el sustrato de la catalasa, 

la actividad se determinó sobre la base del cambio de la absorbancia a 240 nm durante 3 

min. El cálculo de la actividad se realizó con el empleo del coeficiente de extinción del 

H2O2 igual a 0.04 mM
-1

 cm
-1

. Se define la unidad de actividad enzimática como la cantidad 

de enzima que cataliza la transformación de un μmol de H2O2 por minuto bajo las 

condiciones del ensayo. 

6.3. Análisis estadístico 

Se hicieron análisis de varianza de un vía (ANOVA). Los valores P<0.05 fueron 

considerados significativamente diferentes. Cuando se presentaron diferencias 
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significativas, se utilizó un análisis a posteriori, usando la prueba de Tukey (HSD) para 

identificar la naturaleza de estas diferencias (p<0.05). 

6.4. Obtención de ARN mensajero (ARNm)  

El ARNm fue aislado del hepatopáncreas utilizando TriPure (Roche, USA), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El tejido congelado con nitrógeno líquido fue 

triturado en mortero y homogenizado en 1 mL de TriPure. El homogenizado se centrifugó a 

12 000 x g por 10 min, se pasó el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 mL y se incubó a 

temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, se agregó 200 μl de cloroformo, se agitó 

vigorosamente y se incubó de nuevo a 3 min a temperatura ambiente. A continuación se 

centrifugó a 12 000 x g, por 5 min, se separó la fase acuosa a un tubo limpio y se precipitó 

con isopropanol. Se lavó el pellet con etanol al 75%, se decantó el alcohol, se dejo secar, se 

resuspendió en 30 μL de agua DEPC y se almacenó a -70°C hasta su uso. Se cuantificó la 

concentración de ARN total (ARNt) en un espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific, USA) y se analizó su integridad por electroforesis en un gel al 1% de agarosa-

formaldehido. 

6.5. Construcción de Genoteca Sustractiva 

La síntesis de ADN complementario (ADNc), la transcripción inversa del ARNm 

del control y del tratamiento (β-glucano) donde se observó mayor resistencia a WSSV se 

llevó a cabo utilizando el kit SMART PCR cDNA Synthesis, siguiendo las instrucciones 

del fabricante (Clontech, USA). En resumen, 1 μg de ARNt fue mezclado con 7 μl del 

primer 3‟ SMART CDS II A 12 μM y 7 μl del oligonucleótido SMART II A μM. La 

mezcla fue incubada a 72°C por 2 min en un termociclador DNA Engine (BIO-RAD, 

USA), después se redujo a 42°C y se agregó a la mezcla 20 μL de 5X First-Strand Buffer, 2 

μL de DTT a una concentración de 100 mM, 10 μL de 50X dNTP 10 mM, 2.5 de RNAsa 

out y 5 μL de Superscrip II. Incubándose a 42°C por 95 min. Posteriormente, se agregó 2 

μL de EDTA para detener la reacción. A continuación, el ADNc fue purificado por 

cromatografía de columna para eliminar nucleótidos no incorporados y pequeños 

fragmentos de ADNc (<0.1 kb). La primera hebra de ADNc obtenida, fue alicuotada en 80 
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μL y combinada con 30 μL de 10X Advantage 2 PCR buffer, 6 μL 50X dNTP 10 mM, 6 μL 

del primer 5‟ PCR IIA 12 μM, 4.5 μL de la mezcla 50X Advantage 2 polymerase y 173.5 

μL de agua desionizada. La mezcla fue amplificada por PCR por 26 ciclos. Estos productos 

de PCR fueron utilizados para los siguientes experimentos de SSH.  

6.5.1. Hibridación por Supresión Sustractiva (SSH) 

La SSH se llevó a cabo utilizando el kit PCR-Select cDNA Subtraction (Clontech, 

USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, el ADNc sintetizado con 

SMART de control y tratamiento fue digerido con la enzima RsaI para generar extremos 

romos y cortos del ADNc de doble cadena. Después se purificó el ADN digerido, usando 

un sistema de purificación basado en columnas con matriz sílica utilizando el kit 

NucleoTrap PCR (Clontech, USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Después, de 

la precipitación del ADN con acetato de amonio 4 M, el ADN del tratamiento fue ligado 

con el adaptador 1 y con el adaptador 2 al final 5‟ de cada hebra del ADN del tratamiento. 

El adaptador 1 ligado y el adaptador 2 ligado fueron hibridados por separado con un exceso 

del ADN control a 68°C durante 8 h, después de desnaturalizar las muestras a 98°C por 90 

min. A continuación, las dos hibridaciones fueron mezcladas y sin desnaturalizar fueron 

hibridadas a 68°C toda la noche con un exceso del ADN control recién desnaturalizado. La 

mezcla resultante fue diluida con 200 μL de buffer de dilución. Posteriormente, se llevaron 

a cabo 2 PCR. En el primer PCR fueron utilizados los primers específicos para el adaptador 

1 y el adaptador 2 para amplificar selectivamente el ADN expresado diferencialmente. En 

seguida, el producto del primer PCR fue utilizado como templado con primers anidados. 

Finalmente el producto del segundo PCR fue clonado dentro del vector pGEM®-T 

(Promega, USA), y los productos de la ligación fueron utilizados para transformar células 

de E. coli One Shot® electrocompetentes (Invitrogen). Las células transformadas fueron 

sembradas en cajas de petri LB/Ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C. 

6.5.2. Análisis de los clonas 

Cada una de las clonas aisladas fueron picadas con palillos estériles, los cuales 

fueron lavados en 2 μL de agua milli-Q estéril, este volumen fue utilizado como templado 
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para amplificar por PCR utilizando los primers específicos para el vector de clonación 

utilizado. Se seleccionaron las clonas que tenían un tamaño de 250 a 600 pb. Estas fueron 

crecidas en 3 ml de caldo LB adicionado con 50 μg/mL de Ampicilina. El cultivo fue 

incubado toda la noche a 37°C con agitación constante a 200 rpm. Se tomaron alicuotas de 

800 μL para almacenar a -80°C en stock de glicerol al 80% El volumen restante fue 

utilizado para la extracción de ADN plasmídico siguiendo el método de Sambrook y 

colaboradores (1989). 

6.5.3. Secuenciación del ADN plasmídico  

Los productos clonados fueron secuenciados siguiendo la técnica descrita por 

Sanger et al., (1977). Como DNA molde se utilizó cada plásmido y como oligonucleótidos 

se utilizaron el primer universal de M13. La secuenciación la realizó el Laboratorio 

Nacional de Genómica para la Biodiversidad del CINVESTAV Campus Irapuato. 

6.6. Tercer Bioensayo.  Evaluación de expresión génica 

6.6.1. Diseño experimental 

Para el tercer bioensayo se fabricaron dos alimentos base uno que sirvió como 

control y otro que se formuló como dieta experimental al se le adicionó el aditivo 

alimenticio a evaluar que en este caso fue el β-glucano y fue incorporado al alimento base a 

un nivel de inclusión del 0.1%. Las dietas para este tercer bioensayo se prepararon como se 

describe en el punto 6.2.2. Juveniles de F. californiensis con un peso promedio de 1±0.5 

capturados en la Bahía de La Paz, BCS, fueron distribuidos de manera aleatoria en 2 

grupos; el primero de ellos fue alimentado con la dieta control y el segundo con la dieta 

experimental durante 23 días previos al reto. La alimentación y mantenimiento de los 

organismos se llevo a cabo como se describe en el punto 6.2.8. Posterior a la etapa de 

estimulación, el reto se llevó a cabo con 120 camarones que fueron divididos en 4 grupos, 

identificados como A, B, C y D. Cada grupo de 30 camarones fue entonces dividido en 3 

replicas iguales y colocados en unidades experimentales con capacidad de 30 L. El grupo A 

fue alimentado con la dieta control (control -), el grupo B fue alimentado con la dieta 
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control y retado con WSSV (control +), el grupo C fue alimentado con la dieta 

experimental (β-1,3 glucano) y el grupo D fue alimentado con la dieta experimental y 

retado con WSSV. Los organismos de los grupos A y C fueron inyectados 

intramuscularmente con 20µL de PBS  camarón
-1

 en el cuarto segmento abdominal con una 

jeringa de tuberculina de 1 mL. Los organismos de los grupos B y D fueron inyectados con 

20µL de inóculo de WSSV. De cada grupo experimental se muestrearon 3 camarones a los 

que se les seccionó el hepatopáncreas, los muestreos se realizaron a la 0 h (antes del reto), 

30 min, 6 h, 12 y 24 h posteriores al reto e inmediatamente fueron almacenados a -80°C 

para la posterior extracción de ARN. Los pleópodos de los organismos muestreados fueron 

seccionados y colocados en tubos de 1.5 mL y almacenados a -20°C para el diagnóstico de 

WSSV de acuerdo a la técnica descrita por Lo et al. (1996b). 

6.6.2. Extracción de ARN y síntesis de ADN complementario (ADNc) 

Se aisló el ARN total (ARNt) de hepatopáncreas, músculo, hemocitos, intestino, 

branquias y pleópodos utilizando TriPure (Roche, USA), siguiendo las instrucciones del 

fabricante, su integridad fue confirmada por electroforesis en un gel de agarosa 

desnaturalizante al 1% (Sambrook, 1989) y su cantidad cuantificada utilizando un 

espectrofotómetro a 260 nm (NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, USA). Para la 

síntesis de ADNc se empleó el kit QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN, USA), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El procedimiento del kit comprende 2 pasos 

principales: eliminación del ADN genómico (ADNg) utilizando un tampón de destrucción 

de ADNg denominado Wipeout; 1µg de ARNt es incubado con 2 µL de Wipeout a 42°C 

por 2 min. Después de la eliminación del ADNg el segundo paso es la transcripción reversa 

usando una mezcla maestra preparada con transcriptasa inversa “Quantiscript”, tampón RT 

“Quantiscript”, mezcla de primers RT y agua hasta completar un volumen de 20 µL. La 

reacción de la RT se llevó a cabo a 42°C durante 15 min y posteriormente inactivada a 

95°C durante 3 min.  El ADNc obtenido fue almacenado a -20°C hasta ser usado como 

templado para las reacciones de PCR tiempo real (qPCR). 
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6.6.3. Diseño de primers 

Para el diseño de los primers, se buscaron las secuencias de CAT y mMnSOD en la 

base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en 

inglés; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para CAT se alinearon las secuencias del cangrejo 

azul  (Portunus trituberculatus), mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), camarón 

chino (Fenneropenaeus chinensis) y camarón blanco (L. vannamei) (GenBank accession 

numbers FJ152102, U00145, EU102287 and AY518322, respectivamente) y para 

mMnSOD se alinearon las secuencias del cangrejo de río (Procambarus clarkii), langostino 

gigante (Macrobrachium rosenbergii), camarón chino (Fenneropenaeus chinensis), 

camarón tigre (Marsupenaeus japonicus), y camarón café norteño (Farfantepenaeus 

aztecus)   (GenBank accession numbers (FJ892724, EU077525, DQ205424, GQ478988, 

AY211086, respectivamente). Los primers fueron diseñados en el programa en línea 

PRIMER 3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi), sus secuencias se 

muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 5. Secuencia de los primers utilizados. 

Nombre Primer Fw/Rv  Amplicón 

DFcCAT2 GGAGAGGCCGTCTACTGCAAG/ 

ACGGCCTACTGGGATGAGTGG 

 266 

DFcmMnSOD1 TGGAACCTGTCATCTGTGCCG/ 

TAGGCATGCTCCCACACATCG 

 449 

qPCR2L8 TAGGCAATGTCATCCCCATT/ 

TCCTGAAGGAAGCTTACACG 

 180 

 

6.6.4. PCR tiempo real (qPCR) 

La PCR en tiempo real se ensambló con el reactivo SsoFast™ EvaGree® supermix 

(BIO-RAD USA). Las reacciones fueron efectuadas en el equipo Rotor-Gene™ 6000 Real 

Time rotary analyzer (Corbett Life Science, USA) mediante el uso del software Rotor-Gene 

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
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Q-Pure Detection versión 1.7. Los volúmenes de la reacción se detallan a continuación y el 

programa para la amplificación de los genes se detalla en la tabla 6. 

Tabla 6. Volúmenes de cada componente de la reacción de qPCR 

Componente Concentración 

inicial 

Volumen Concentración 

enla reacción 

SsoFast EvaGreen 

supermix 

2X 7.5 1X 

Primer Fw 10 µM 0.3 400 nM 

Primer Rv 10 µM 0.3 400 nM 

Agua libre de 

DNAsas/RNAsas 

- 1.9 - 

Total*  10  

*El volumen de ADNc usado fue de 5 µL (dilución 1:20) para obtener un volumen 

final de 15 µL 

Tabla 7. Condiciones de PCR para los fragmentos de CAT, mMnSOD y qPCR2L8 

Procedimiento Temperatura Tiempo N° de ciclos 

Activación de la 

enzima 

95°C 30 s 1 

Desnaturalización 95°C 10 s  

Alineación 60°C 20 s 40 

Extensión 72°C 30 s  

Análisis de 

disociación 

65°C-95°C con 

incrementos de 0.5°C 

5 s por incremento - 

 

6.6.5. Análisis de expresión 

El equipo proporcionó los valores de CT de los 3 genes, CAT, mMnSOD y 

qPCR2L8, los cuales fueron exportados a una hoja de cálculo de Microsoft Office Excel 

para su análisis correspondiente. Para el análisis de la expresión relativa de los 3 genes se 

utilizó el método 2
- ΔΔC

T
 
(Livak y Schmittgen, 2001).  
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7. RESULTADOS 

7.1. Exposición por inmersión a tres cepas de  Debaryomyces hansenii (D. hansenii) 

7.1.1. Conteo Total de Hemocitos (CTH) 

El CTH obtenido en el presente trabajo tras la aplicación de las diferentes cepas y 

dosis de levaduras se observa en la Figura 2a. Se detectó un incremento significativo 

(p<0.05) en los tratamientos con las cepas DH6 (14 x 10
6
 hemocitos mL

-1
) y LL1 (6 x 10

6
 

hemocitos mL
-1

) de D. hansenii en la dosis de 1X10
6
 UFC mL

-1
 comparada con los grupos 

controles (3-4 x 10
6
 hemocitos mL

-1
). β-1,3-glucano de laminarina y demás dosis de 

levadura no generaron incrementos significativos de CTH comparados con sus respectivos 

grupos control (Figura 2b).  

 

Figura 2. Conteo Total de Hemocitos Circulares (CTH) en juveniles de camarón blanco L. 

vannamei expuestos durantes15 días a dos concentraciones diferentes (1x10
4
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
)  de 

levadura marina (Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg L
-1

) de 

β-1,3-glucano de laminarina  en el primer bioensayo (a), y en el segundo bioensayo (b)  a tres 

concentraciones distintas (1x10
4
, 1x10

5
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
) con la cepa LL1(Debaryomyces 

hansenii) aislada del limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas 

respecto al control (P<0.05). 
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7.1.2. Cuantificación de proteína (CP) 

El contenido de proteína de los hemocitos provenientes de juveniles de L. vanammei 

expuestos a la dosis de 1x10
4
 UFC mL

-1
 de D. hansenii de origen marino (DH5 y DH6) 

revela valores significativamente altos (P<0.05) comparado con el grupo control (3.3, 2.4, 

y 1.7 mg mL
-1

 respectivamente) (Figura 3a). Los camarones expuestos a la cepa LL1 revela 

fluctuaciones de proteína en los hemocitos de 2.4 – 3.6 mg mL
-1

 en sus diferentes dosis de 

aplicación, pero sin que estos valores sean significativos comparados con su grupo control 

(3.0 mg mL
-1

) (Figura 3b).  

 

Figura 3. Contenido de proteínas totales en juveniles de camarón blanco L. vannamei expuestos 

durantes15 días a dos concentraciones diferentes (1x10
4
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
)  de levadura marina 

(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg L
-1

) de β-1,3-glucano 

de laminarina  en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b)  a tres concentraciones 

distintas (1x10
4
, 1x10

5
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del 

limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas respecto al control 

(P<0.05). 

7.1.3. Actividad de la superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) 

La actividad SOD en hemocitos de L. vannamei expuestos a la laminarina en el 

bioensayo 1 revela valores significativamente superiores (45.86 U mg
-1

) comparados con el 

grupo control (35.29 U mg
-1

). Contrariamente, los organismos expuestos la dosis de 1x10
4
 

UFC mL
-1

 de DH5 muestras valores significativos inferiores (P<0.05) comparados con el 

grupo control (Figura 4a). La cepa LL1 no generó diferencias significativas en la actividad 
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SOD respecto al grupo control, presentando valores promedios desde 12 a 18 U mg
-1

 

(Figura 4b). 

 

Figura 4. Actividad de SOD en hemocitos de juveniles de camarón blanco L. vannamei expuestos 

durantes15 días a dos concentraciones diferentes (1x10
4
 y 1x10

6
 UFC ml

-1
)  de levadura marina 

(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg L
-1

) de β-1,3-glucano 

de laminarina  en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b)  a tres concentraciones 

distintas (1x10
4
, 1x10

5
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del 

limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas respecto al control 

(P<0.05). 

La actividad CAT proveniente de los hemocitos de L. vannamei del bioensayo 1 

muestran un patrón similar al observado en la actividad de SOD, registrando un incremento 

significativo en los camarones tratados con  β-1,3-glucano (Figura 5a). La actividad de 

CAT obtenida de hemocitos de L. vannamei expuestos a la cepa LL1 revelan diferencia 

significativa (P<0.05) al ser expuestos a la dosis de 1x10
6
 UFC mL

-1
 con respecto al grupo 

control (2357.33 y 2032.7 U mg
-1

, respectivamente) (Figura 5b).  



XLVI 
 

 

 

Figura 5. Actividad de CAT en hemocitos de camarón blanco L. vannamei expuestos durante 15 

días a dos concentraciones diferentes (1x10
4
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
)  de levadura marina 

(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una única concentración (0.02 mg L
-1

.) de β-1,3-glucano 

de laminarina  en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b)  a tres concentraciones 

distintas (1x10
4
, 1x10

5
 y 1x10

6
 UFC mL

-1
) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del 

limón  y a β-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas respecto al control 

(P<0.05). 

7.2. Bioensayo 2.- Inmunoestimulación de camarón café (F. californiensis) e infección 

experimental con WSSV. 

7.2.1. Composición química de las dietas 

En la tabla 8 se muestran los análisis proximales (en base seca) de todos los 

tratamientos. Como se puede observar, la composición química de las 6 dietas es muy 

similar, sólo varía en los niveles de inclusión de los aditivos alimenticios a experimentar. 

Tabla 8.- Análisis proximales comparativos de cada uno de los tratamientos. 

  Humedad Proteína Extracto  Fibra 

Cruda 

Cenizas ELN Energía 

Muestra (%) (%) Etéreo (%) (%) (%) (%) (cal/g) 

CONTROL 7.54 ± 0.05 36.49 ± 0.34 8.32 ± 0.20 0.47 ± 0.07 9.01 ± 0.18 45.71 4535.96± 13 

CAROTENO 7.13 ± 0.15 36.30 ± 0.18 8.32 ± 0.21 0.64 ± 0.10 9.08 ± 0.06 45.78 4435.48± 25 

GLUCANO 6.88 ± 0.05 36.24 ± 0.42 8.32 ± 0.22 1.02 ± 0.21 9.04 ± 0.03 45.62 4619.36± 17 

VITAMINA E 6.79 ± 0.24 36.60 ± 0.16 8.32 ± 0.25 0.72 ± 0.08 9.57 ± 0.72 45.16 4507± 15 
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7.2.2. Crecimiento 

 Se observaron diferencias significativas en el peso, al final del experimento de 

alimentación con cada uno de los inmunoestimulantes (P<0.05). Los organismos que 

fueron alimentados con la dieta que contenía un nivel de inclusión 0.01% de β-caroteno 

obtuvieron el mayor peso promedio con 4 g, y el menor rendimiento se obtuvo con la dieta 

que contenía un nivel de inclusión de 0.01% de vitamina E con 3.04 g (Figura 6). 

 

Figura 6. Peso promedio con las diferentes dietas probadas durante los 23 días del 

bioensayo. Barras verticales =  error estándar. * Diferencias significativas (P<0.05).  

7.2.3. Mortalidad posterior a la infección experimental con WSSV  

Se hicieron extracciones de ADN para la detección de WSSV por PCR en cada 

tiempo de muestreo. Todos los camarones alimentados con los tratamientos experimentales 

fueron susceptibles a la infección por WSSV. Los signos clínicos inmediatos posterior a la 

infección fueron: letárgia y reducción en la alimentación. Los resultados de PCR mostraron 

que a las 24 h se amplificó una banda de 296 pb en los organismos del control y los del 

tratamiento con β-1,3-glucano, son los únicos que dan positivo a WSSV (Figura 7 los 

carriles están marcados con un asterisco). A partir de las 48 h que se generaliza la infección 

en todos los tratamientos y se generan las mayores mortalidades. Los camarones 

alimentados con β-1,3-glucano y β-caroteno mostraron una mortalidad acumulada de 95% 
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y 100% a las 144h (6 días) postinfección, respectivamente. Al séptimo día los organismos 

vivos en el tratamiento con β-1,3-glucano fueron analizados por PCR, dando positivo para 

WSSV (Figura 8) Mientras que los organismos alimentados con vitamina E y los 

organismos del grupo control alcanzaron el 100% de mortalidad a las 72 h después de la 

infección (Figura 9). 

 

Figura 7. Electroforesis de extracción de ADN con el kit IQ-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, 

USA) en gel de agarosa/Sybr Safe al 1%. El control y los tratamientos se indican como sigue: 

Control (C); Caroteno (Car); Vitamina E (VE); y Glucano (G). Las llaves invertidas muestran los 

tiempos de muestreo. Los signos (-) y (+) son los controles. 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gel de agarosa/Sybr Safe al 1%. Carril 1.- Corresponden a organismos colectados vivos; 

Carril  2.- organismos muertos, ambos del día 7 post-infección. Carril 3 y 4 corresponden a los 

controles. 
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Figura 9. Mortalidad (%) de juveniles de F. californiensis infectados con WSSV. Los camarones 

fueron alimentados previamente con β-caroteno, β-1,3 glucano y vitamina E durante 23 días. 

7.2.4. Conteo total de hemocitos (CTH) 

Durante este experimento se observaron diferencias significativas (P<0.05) en el 

CTH  en todos los tiempos de muestreo (Figura 10). Después de 1 h postinfección se 

observó una mayor concentración de hemocitos en camarones alimentados con los 

tratamientos experimentales que en el control. Sin embargo, es a las 6 h donde se registró 

una caída drástica en la concentración en todos los tratamientos junto con el control. En los 

organismos tratados con β-caroteno a las 12 h se observó la mayor concentración de 

hemocitos con respecto a los demás tratamientos y el control. En general los organismos 

alimentados con  β-glucano y β-caroteno registraron las mayores concentraciones de 

hemocitos durante todo el experimento, siendo las 12 y 48 h donde observaron las mayores 

concentraciones para β-caroteno y β-glucano respectivamente.  
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Figura 10. Comportamiento de la concentración de hemocitos en F. californiensis para cada uno de 

los tratamientos y el control, durante el reto con WSSV. Barras verticales = error estándar; 

*diferencias significativas (P<0.05). 

7.2.5. Actividad de enzimas antioxidantes 

En hepatopáncreas se observó un incremento significativo (P<0.05) en la actividad 

relativa de SOD (RSOD) a las 12 h posteriores a la infección, se registró una mayor 

actividad RSOD (2 veces más) en camarones alimentados con los 3 tratamientos con 

respecto al control (Figura 11a). Mientras que a las 24 h, sólo se registraron diferencias 

significativas (Tukey, P<0.05) en la actividad RSOD en los camarones alimentados con 

vitamina E y β-glucano. Al tiempo 0 (antes de la infección) se observó un incremento 

significativo en la actividad de RSOD en músculo de camarones alimentados con β-

caroteno (Figura 11b). Aunque no se observaron diferencias significativas a la 1 y 6 h post 

infección, la actividad RSOD de los organismos alimentados con  β-glucano se fue 

incrementando de manera gradual y es a las 12 h donde se observa un incremento 

significativo en camarones alimentados tanto con β-glucano como con vitamina E. A las 24 

h todos los organismos tratados presentan diferencias significativas con respecto al control. 
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Mientras que a las 48 h sólo los camarones alimentados con β-glucano y con vitamina E 

mantuvieron diferencias significativas (Tukey, P<0.05) con el control.  

 

Figura 11. Actividad relativa de SOD en hepatopáncreas (a) y músculo (b) de  juveniles de F. 

californiensis infectados con WSSV. La dieta de los camarones fue suplementada con β-caroteno, 

β-1,3 glucano y vitamina E durante 23 días antes del reto con WSSV. Barras verticales = error 

estándar; *diferencias significativas (P<0.05). 

La actividad relativa de CAT en hepatopáncreas fue significativamente mayor 

(Tukey, P<0.05) en los camarones tratados con vitamina E y β-1,3-glucano al final del 

periodo de inmunoestimulación (0 h) (Figura 12a). En los camarones alimentados con β-

1,3-glucano se observa una respuesta de CAT más temprana, que mantiene durante las 12 h 

postinfección, cayendo la actividad a las 24 y 48 h. En el músculo, la actividad de CAT se 

incrementa significativamente (Tukey, P<0.05) en todos los tratamientos a la 1 h posterior 

al reto con WSSV (Figura 12b). La mayor actividad de la enzima se observa a las 12 y 24 h 

en organismos tratados con vitamina E (hasta 3 veces más con respecto al control). En 

todos los tratamientos se registra una disminución de CAT a las 24 h. Sin embargo, a las 48 

h se observó un leve incremento en la actividad en organismos tratados con β-1,3-glucano 

en relación al control y el resto de los tratamientos. 
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Figura 12. Actividad relativa de CAT en hepatopáncreas (a) y músculo (b) de  juveniles de F. 

californiensis infectados con WSSV. La dieta de los camarones fue suplementada con β-caroteno, 

β-1,3- glucano y vitamina E durante 23 días antes del reto con WSSV. 
*
Significativamente diferente 

al grupo control (P<0.05).  

 

7.3. Bioensayo 3.- Análisis de expresión ARN mensajero (ARNm) de Catalasa (CAT) y 

MnSOD mitocondrial (mMnSOD) 

7.3.1 Distribución de ARNm de las enzimas CAT y mMnSOD en tejidos de 

camarones F. californiensis sin inmunoestimulación y sin exposición a WSSV. 

Se utilizó la técnica de PCR tiempo real (qPCR) para investigar la distribución de 

los transcritos de CAT y mMnSOD en tejidos de camarón. Los resultados obtenidos 

mostraron que el transcrito de mMnSOD fue más abundante en todos los tejidos que el 

transcrito de CAT (Figura 13), observándose en pleópodos la mayor abundancia, seguido 

de intestino y branquias. En CAT el nivel de expresión más alto se observó en 

hepatopáncreas y pleópodos, mientras que el nivel más bajo se detectó en músculo, al igual 

que para el transcrito de mMnSOD. 
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Figura 13. Análisis de qPCR de CAT y mMnSOD en diferentes tejidos de camarón. 

 

7.3.2. Análisis de la expresión de Catalasa (CAT) y MnSOD mitocondrial 

(mMnSOD) en hepatopáncreas de F. californiensis inmunoestimulados y retados con 

WSSV. 

Durante el análisis de la curva estándar de la qPCR se obtuvo un solo producto de 

amplificación de cada uno de los genes a analizar sin fragmentos inespecíficos. Así mismo, 

se verificó físicamente a través de una electroforesis y los productos esperados se 

visualizaron en un gel de agarosa al 2% (Figura 14). En cuanto al análisis de la expresión 

de CAT en camarones inmunoestimulados con β-1,3-glucano, se observaron diferencias 

significativas (P<0.05) al principio (T0) y al final del experimento (24 h), en los tiempos 

intermedios de muestreo el nivel de expresión relativa de CAT se mantuvo constante 

(Figura 15). En los organismos retados con WSSV sin inmunoestimular, se observó una  

inducción de la expresión de CAT con respecto al tiempo, se alcanzó la máxima expresión 

a las 12 h, para posteriormente, a las 24 h regresar a los niveles de expresión más bajos 

(Figura 16). 
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Figura 14. Gel de agarosa/Sybr Safe al 2%. MPM: Marcador de peso molecular organismos; Carril 

1: CAT (tm 60°C) 266pb; Carril 2: CAT (tm 62°C) 266 pb; Carril 3: mMnSOD (tm 60°C) 449 pb; 

Carril 4: qPCR2L8 (gen endógeno) 180 pb.  

 

Figura 15. Cambio en la expresión de CAT en juveniles de F. californiensis inmunoestimulados 

con β-1,3-glucano. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no 

inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un análisis 

de varianza de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican 

diferencias significativas (P<0.05). 
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Figura 16. Cambio en la expresión de CAT en juveniles de F. californiensis retados con WSSV sin 

inmunoestimular. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no 

inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un análisis de varianza 

de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias significativas 

(P<0.05).  

La expresión relativa de  CAT en camarones inmunoestimulados y retados presentó 

diferencias significativas (P<0.05) a partir de las 6 h donde se observó una disminución 

gradual de la expresión hasta caer al nivel más bajo a las 12 h (Figura 17), para finalmente 

restablecer el nivel de expresión a las 24 h de postinfección. 

 

Figura 17. Cambio en la expresión de CAT en juveniles de F. californiensis retados con WSSV e 

inmunoestimulados con β-1,3-glucano. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control 

(-) (no inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias 

significativas (P<0.05). 
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 En el análisis de expresión de mMnSOD en camarones inmunoestimulados con β-

1,3-glucano, se observaron diferencias significativas en todos los tiempos de muestreo 

(P<0.05), un aumento gradual del nivel de expresión relativa a partir de los 30 min 

postinfección hasta alcanzar el nivel máximo a las 12 h, posteriormente el nivel de 

inducción descendió hasta casi llegar al nivel inicial (Figura 18). El reto con WSSV indujo 

un incremento gradual de la expresión relativa de mMnSOD hasta alcanzar la máxima 

expresión a las 24 h postinfección (Figura 19).  

 

 

Figura 18. Cambio en la expresión de mMnSOD en juveniles de F. californiensis inmunoestimulados 

con β-1,3-glucano. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no 

inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias 

significativas (P<0.05). 

En camarones inmunoestimulados y retados con WSSV se observaron cambios 

significativos en los niveles de expresión de mMnSOD (P<0.05), se registró una 

disminución gradual de la inducción de mMnSOD posterior a la infección hasta caer al 

nivel mínimo de expresión a las 6 h, posteriormente los niveles de expresión relativa se 

incrementaron gradualmente hasta alcanzar el nivel máximo de expresión a las 24 h 

postinfección (Figura 20). 
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Figura 19. Cambio en la expresión de mMnSOD en juveniles de F. californiensis retados con WSSV sin 

inmunoestimular. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no 

inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias 

significativas (P<0.05). 

 

Figura 20. Cambio en la expresión de mMnSOD  en juveniles de F. californiensis retados con WSSV e 

inmunoestimulados con β-1,3-glucano. El nivel de expresión fue normalizado con el gen L8 del grupo 

control (-) (no inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican 

diferencias significativas (P<0.05). 
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7.4. Genoteca sustractiva (SSH) 

7.4.1. Identificación de genes inducidos en juveniles F. californiensis 

inmunoestimulados con β-1,3-glucano y retados con WSSV. 

Para aislar e identificar genes inducidos de hepatopáncreas de camarón, bajo 

condiciones de inmunoestimulación y retado con WSSV, se construyó una genoteca 

sustractiva (SSH). Para la condición problema, se utilizó ARN de hepatopáncreas de 

camarones muestreados a las 24 h postinfección y para la condición control ARN de 

hepatopáncreas de camarones no inmnoestimulados y retados con WSSV muestreados a la 

misma hora que los organismos para la condición problema. El experimento de sustracción 

que se diseño fue tipo “Forward”. De esta manera se enriquecieron las secuencias 

expresadas diferencialmente presentes en el tratamiento pero no en el control. De la 

genoteca fueron seleccionados aleatoriamente 370 clonas que tenían un tamaño de inserto 

>300 pb. Los fragmentos se secuenciaron con el primer universal M13. Posteriormente, se 

realizó un análisis in silico de las secuencias con el programa Edit Seq II (DNA Star Inc.) 

eliminando el vector y los oligos. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las base 

de datos del GenBank/NCBI, utilizando como herramienta el programa Blast para ADN y 

de proteínas del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Como resultado se obtuvieron 

hasta ahora 5 fragmentos de genes que se encuentran reportados e involucrados en el 

sistema inmune innato para humano, pero no en camarón; con extremos 3‟ poliadenilados 

lo cual nos habla de genes transcriptos (ARNm). A continuación, se discute el posible papel 

de los fragmentos de genes expresados diferencialmente en camarones inmunoestimulados 

con β–1,3-glucano y retados con WSSV. 

 Similar a DIPAS (DIPLA 1 Antisense) de humanos 

Este gen se localiza en la región cromosómica 9q 33.1, se expresa 

predominantemente en placenta y con expresiones más bajas en cerebro, riñones y 

testículos de humano. Tiene un tamaño de 2.7 kb y posee un marco de lectura abierta 

(ORF) que codifica para una proteína con similitud parcial a la isoforma gamma de proteína 

quinasa II dependiente de calcio calmodulina de humano (García y Castrillo, 2004). En 
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camarones, se conoce que el proceso de muda depende de la síntesis proteíca y que es 

inhibido por la hormona inhibidora de la muda mediada por el aumento de AMPc y 

antagonizado por el sistema calcio- calmodulina. El órgano Y contiene actividad proteína 

quinasa C que estimula la producción de ecdisteroides y la síntesis proteica (Huberman, 

1990). Estudios realizados en camarones, muestran que WSSV acelera el proceso de muda, 

observándose los mayores porcentajes de organismos mudados entre el primer y segundo 

día post infección (Echeverría et al., 2002). Por otra parte, el ARNm de DIPAS hibridiza 

con una región UTR 3´del ARNm de PAPP-A (Pregnancy-Associated Plasma Protein A) se 

han observado niveles altos de expresión de este gen en enfermedades que son ocasionadas 

por estrés oxidativo (Huanqui-Guerra, 1997). 

Similar al factor activador plaquetario acetilhidrolasa (PAFAH1B1) isoforma 

Ib, subunidad alfa de 45kDa de humanos. 

Este gen PAFAH1B1 codifica la subunidad no catalítica alfa de la isoforma 

intracelular Ib del factor activador plaquetario acetilhidrolasa, esta enzima cataliza la 

hidrólisis del PAF. Se encuentra presente tanto en el citosol de las células (Blanck et al., 

1981) como en el plasma sanguíneo (Stafforini et al., 1987, 1989), es independiente de 

calcio y se encuentra asociada a lipoproteínas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), es 

mucho más activa la forma unida a lipoproteínas de baja densidad (Stafforini et al., 1989). 

El factor activador plaquetario acetilhidrolasa (FAP-AH) y la glutationperoxidasa (GPx), 

previenen la formación de productos bioactivos degradados de la oxidación LDL. Los 

antioxidantes lipofílicos en HDL son para rescatar de su eliminación a los radicales libres 

derivados del oxígeno y para interrumpir la oxidación de las LDL catalizada por iones de 

transición (Assmann y Nofer, 2003). Esta enzima se secreta por los macrófagos, pero no 

por los monocitos, que son los precursores de los macrófagos. Además, durante la 

diferenciación de monocitos a macrófagos aumenta 260 veces la síntesis de la 

acetilhidrolasa (Elstad et al., 1989). De esta manera, la migración de los monocitos a los 

tejidos y su conversión a macrófagos, permitiría la liberación de esta enzima, de forma que 

ayudaría a controlar la formación del PAF en un proceso de daño tisular (García- 

Rodríguez, 1993). 



LX 
 

 

Similar a una proteína con dominio de dedos de zinc FYVE de humanos. 

Esta nueva proteína pertenece a la familia de las Rab GTPasas (Nielsen et al., 

2000). Son proteínas altamente conservadas lo que significa que esta proteínas juegan un 

papel esencial en la vida celular (Pan et al. 2005). Están implicadas en un gran número de 

procesos celulares en eucariontes incluyendo proliferación, desarrollo, endocitosis, 

fagocitosis y transportación de vesículas (Simonsen et al., 1998; Christoforidis et al., 

1999a). En camarones, se ha encontrado que un gen Rab (PjRab) aumenta su nivel de 

expresión en camarones resistentes a infecciones virales. Lo que sugiere que Rab GTPasa 

está involucrado en la respuesta innata al virus (Wu et al., 2008). 

Similar a Heg de humanos y a una nuclear caseina quinasa. 

Se encontraron 3 clonas individuales que corresponden al mismo gen, el análisis 

bioinformático mostró identidad con 2 genes: el gen Heg de células mononucleares 

humanas y el gen de una caseina quinasa nuclear. El ARN mensajero del Heg, se expresa 

en células mononucleares humanas y está correlacionado con los ARN mensajeros que dan 

origen a los receptores CD14 en macrófagos (Christensen et al., 2008). En camarones, la 

función fagocítica la poseen los hemocitos hialinos que tienen la capacidad de reconocer e 

ingerir partículas extrañas como bacterias, hongos, esporas o células envejecidas. (Bachére, 

2000). La fosforilación de residuos de serina, treonina y tirosina por proteínas cinasas (K), 

juegan un papel importante en la regulación de varios procesos celulares. Particularmente, 

la caseina cinasa 1 (CK1) interacciona con varias estructuras celulares y proteínas, así como 

también se encuentra involucrada en su autofosforilación y fragmentación proteolítica de 

los dominios reguladores de la región C-terminal (Gross y Anderson, 1998). La CK1 en 

mamíferos fosforilan en varias isoformas con diferentes sustratos lo que es clave en la 

regulación de proteínas involucradas en la diferenciación celular, proliferación, segregación 

cromosómica y ritmos circadianos (Knippschild et al., 2005). La información de proteínas 

quinasas en mitocondria de animales, son escasos y están relacionados sólo a mamíferos. 

Existen pocos datos disponibles sobre la función de estas proteínas en invertebrados. 
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Vallejo y colaboradores (1997) demostraron la presencia de caseína quinasa 2 en 

mitocondria de Artemia franciscana. 

Similar a la subunidad 1 activadora de proteasoma. 

Es una de las principales proteinasas celulares multicatalítica, su actividad está 

sobreexpresada por altos niveles de estrés oxidativo (Osna et al., 2008). El proteasoma está  

distribuido en todas las células eucariotas en altas concentraciones y en péptidos clave en 

procesos dependientes de ATP/ubiquitina. Una función esencial de un proteasoma 

modificado, el inmunoproteasoma es el procesamiento de los péptidos MHC clase 1 

(Schmid et al., 2008).  
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8. DISCUSIÓN 

8.1. Discusión general 

El sistema inmune innato es la primera línea de defensa en la protección de 

camarones durante las primeras horas y días después de una infección (Lee y Söderhäll 

2002). En la respuesta inmune inmediata a patógenos, varias proteínas y péptidos son 

sintetizados y almacenados en los hemocitos y liberados en la hemolinfa después de la 

infección (Söderhäll y Cerenius, 1992). Entre las funciones de defensa de los hemocitos en 

camarones se encuentra la fagocitosis, durante este proceso conocido como estallido 

respiratorio se producen grandes cantidades de moléculas altamente reactivas, 

principalmente de radicales de oxígeno conocidas como Especies Reactivas al Oxígeno 

(EROs) (Muñoz et al., 2000). 

 

 El hepatopáncreas no sólo es un importante órgano digestivo, también es un órgano 

indispensable en el sistema inmune de invertebrados, puede sintetizar y excretar numerosas 

proteínas involucradas en el sistema de defensa como péptidos antimicrobianos, proteínas 

ligando a β-1,3-glucano, lectinas y enzimas antioxidantes las cuales están involucradas en 

la respuesta antioxidante y estrés oxidativo, incluyendo catalasa (CAT), superóxido 

dismutasa (SOD) y glutatión-s-transferasa (GST) (Sekine et al., 2001; Roux et al., 2002; 

Borkovic et al., 2008). Debido a que el hepatopáncreas es el principal órgano responsable 

de la detoxificación y una glándula con una actividad metabólica alta (Mourente, 1996), es 

de esperar que se generen grandes cantidades de especies reactivas de oxígeno (EROs). Por 

consiguiente, enzimas antioxidantes como CAT y SOD  juegan un papel fundamental en la 

inhibición y eliminación de EROs. Investigaciones previas, han encontrado que la actividad 

de enzimas antioxidantes disminuye en camarones infectados con el virus del síndrome de 

la mancha blanca (WSSV), debido posiblemente a un exceso en la producción de oxígeno 

singlete y radicales hidroxilo en el medioambiente inmediato, dando como resultado la 

inactivación de la actividad enzimática (Escobar et al., 1996; Mohankumar y Ramasamy, 

2006). Por otra parte, algunos autores han reportado que es posible incrementar la actividad 

de enzimas antioxidantes con polisacáridos sulfatados, β- 1,3/1,6-glucano, zymosan A y 
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ácido ascórbico, administrándolos por diferentes rutas como inmersión, inyección y 

Artemia sp., como vehículo (Campa-Córdova et al., 2002; Zhang et al., 2005; Wang et al., 

2006, respectivamente).  

El uso de aditivos alimenticios en la dieta con el propósito de proporcionar un 

mayor crecimiento o incrementar la respuesta del sistema inmune, es una práctica que día a 

día es más común en la industria alimenticia del cultivo del camarón.  La genómica 

funcional o nutrigenómica utiliza como herramientas a la genómica, transcriptómica, 

proteómica y metabolómica, y también a la bioinformática para la investigación nutricional 

(van Ommen y Stierum, 2002). El objetivo de la nutrigenómica es precisamente determinar 

el efecto que estos aditivos incluidos  en la dieta tienen sobre el genoma de un individuo, e 

intenta relacionar el resultado de diferentes fenotipos a diferencias en la respuesta celular 

y/o genética del sistema biológico (Mutch et al., 2005). En la investigación nutricional 

acuícola, la integración de estas herramientas de investigación apenas ha iniciado. 

Empezando por la exploración del genoma de algunas especies de peces como el pez cebra 

(Danio rerio), y peces de importancia comercial como el pez japonés medaka (Oryzias 

latipes), pez globo (Fugu rubripes) y últimamente la secuenciación del crustáceo Daphnia 

pulex, estos estudios son muy recientes en comparación con investigaciones de 

nutrigenómica realizadas en mamíferos.  

 

8.2. Evaluación del efecto de Debaryomyces hansenii sobre la respuesta antioxidante 

de L. vannamei. 

En la última década se ha incrementado el uso de levaduras vivas en la acuicultura 

por su potencial benéfico. Reyes-Becerril et al. (2008a) reportaron una estimulación en la 

respuesta antioxidante e inmunoestimulante, especialmente a nivel celular, de la dorada 

(Sparus aurata L) alimentada con 1x10
6
 UFC g

-1
 de dieta con una cepa de la levadura 

Debaryomyces hansenii. En camarones Yang et al. (2010) encontraron que la levadura roja 

(Rhodosporidium paludigenum) administrada viva promueve el crecimiento, la 

competencia antioxidante y supervivencia de L. vannamei. El efecto positivo de estas 

levaduras podría deberse a las sustancias bioactivas producidas por las levaduras como 
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proteínas, aminoácidos, polisacáridos, vitaminas, ácidos grasos y carotenoides (Yang et al., 

2010). 

Como se ha revisado anteriormente, los hemocitos juegan un papel importante en la 

respuesta inmune de los crustáceos (Söderhäll y Cerenius, 1992), y se ha visto que a mayor 

concentración de hemocitos hay una mejoría en la resistencia de los camarones hacia las 

infecciones producidas por agentes patógenos (Le Moullac et al., 1998). Valores promedio 

que van de 1x10
3
 a 1x10

7 
hemocitos mL

-1
 de CTH han sido observados en F. californiensis, 

L. schmitt, L. setifirus, L. vannamei, Marsupenaeus japonicus, y P. monodon (van de Braak 

et al., 2002; Sritunyalucksana et al., 2005). Sajeevan et al. (2009) observaron que las 

células completas de levaduras le proporcionaron a F. indicus un mayor CHT que el uso de 

productos purificados (glucanos). Esto sugiere una vez más, que las células completas de 

levaduras aportan una mayor cantidad de elementos que fortalecen e incrementan la 

respuesta inmune (aminoácidos, vitaminas, minerales, etc.). El CTH en crustáceos puede 

ser alterado por estrés, enfermedades y medio ambiente (Sritunyalucksana et al., 2005; 

Laria et al., 2008; Sajeevan et al., 2010). En el presente estudio se presentó un incremento 

en el número de hemocitos circulantes cuando los camarones fueron expuestos a D. 

hansenii, obteniendo incrementos significativos con una dosis de 1x10
6
 UFC mL

-1
; así 

mismo se observó que cepas diferentes de una misma especie de levadura puede generar 

resultados distintos como es el caso del CTH en juveniles de L. vannamei.  

El contenido de proteínas presente en los hemocitos y en la hemolinfa también está 

relacionado directamente con el estado inmune de los organismos; un valor alto indica un 

buen estado de salud (van de Braak et al., 2002; Laria et al., 2008). Entre las proteínas 

detectadas hay moléculas asociadas a la coagulación, metabolitos moduladores del sistema 

inmune, profenoloxidasa, proteínas de reconocimiento, peneidinas, peroxinecticas, 

hemocianina, entre otras (Aguirre-Guzmán et al., 2010; van de Braak et al., 2002). 

Boonyaratpalin et al. (2001) observaron que los niveles de proteína en hemolinfa de P. 

monodon disminuyen por el efecto creciente del aflatoxina contenida en la dieta. A 

diferencia del estudio anterior, las dosis de 1x10
4
 UFC mL

-1
 de las levaduras marinas (D. 

hansenii, cepa DH5 y DH6) administradas en el presente trabajo incrementaron 

significativamente los niveles de proteína en los hemocitos de L. vannamei. Resultados 
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similares con nuestro trabajo, fue reportado por Campa-Córdova et al. (2002), quien 

observó que la doble estimulación de los camarones con β-1,3-glucano, permite alcanzar un 

incremento más rápido en los valores de la proteína soluble en hemocitos que utilizando 

una sola inmunoestimulación.  

 

Como respuesta al estrés oxidativo, el metabolismo aerobio de los crustáceos genera 

sustancias reactivas al oxígeno que son eliminadas por un sistema de defensa antioxidante 

que incluye principalmente las enzimas SOD, CAT, y GPx (Orbea et al., 2000). Los valores 

de la actividad de SOD en hemocitos se incrementaron significativamente (p<0.05) en los 

camarones tratados con β-1,3-glucano (Laminarina) presentando un comportamiento 

similar en la actividad de CAT en los camarones tratados con β-1,3-glucano y D. hansenni 

(cepa LL1). Esta inducción de la respuesta antioxidante por las levaduras, se debe 

posiblemente a que además de aportar β-glucanos, mananooligosacaridos y otros 

componentes de la pared celular, son una fuente importante de antioxidantes atribuidos a la 

presencia de pigmentos carotenoides (Scholz et al., 1999; Yang et al., 2010) Como era 

esperado,  β-1,3-glucano generó un incremento de SOD y CAT en los hemocitos de los 

camarones tratados con este inmunoestimulante comercial (Campa-Córdova et al., 2002), 

posiblemente este efecto se deba a una mayor disponibilidad de glucanos entre los 

tratamientos. Mientras que β-1,3-glucano de laminarina se adicionó puro en las unidades 

experimentales, el contenido de glucanos en las levaduras estuvo menos accesible. Las 

células de las levaduras están rodeadas por una pared celular compuesta principalmente por 

β-1,3 y β-1,6-glucanos, manoproteínas y quitina (Magnelli et al., 2002). Dependiendo de la 

fase de crecimiento en que se encuentre las levaduras al momento de ser utilizadas, el 

contenido de manoproteínas en la pared celular puede ser hasta del 48% (Coutteau et al., 

1990). Por consiguiente, posiblemente las levaduras no fueron apropiadamente digeridas 

por los camarones. De acuerdo a Márquez et al. (2004), la digestibilidad de las levaduras 

está correlacionada positivamente con niveles altos de quitina y glucanos y se correlaciona 

negativamente con niveles altos de manoproteínas en las paredes celulares de las levaduras.   
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8.3. Evaluación del efecto de los aditivos alimenticios sobre el crecimiento, mortalidad 

y concentración de hemocitos totales 

 

En la presente investigación se usaron como aditivos alimenticios β-1,3-glucano, β-

caroteno y vitamina E, se estudió su capacidad de incrementar respuestas de defensa del 

sistema inmune innato en músculo y hepatopáncreas del camarón café (F. californiensis). 

Existen diferentes métodos que han sido utilizados como indicadores para conocer el estado 

de salud o enfermedad de los camarones (Rodríguez y LeMoullac, 2000; Chang et al., 

2003).  Durante el desarrollo de este trabajo se evaluaron variables de campo tales como la 

determinación de crecimiento en peso y mortalidad acumulada, y parámetros 

inmunológicos como son el conteo total de hemocitos (CHT) y enzimas antioxidantes 

(CAT y SOD). En cuanto  a las variables de campo, se encontraron diferencias 

significativas en la ganancia en peso y mortalidad acumulada en camarones después de 23 

días de alimentación con 0.01% de β-caroteno, estos resultados difieren de los resultados 

reportados por Supamattaya y colaboradores (2005), quienes no encontraron diferencias 

significativas en la ganancia en peso ni en la supervivencia de P. monodon, en su 

investigación ellos utilizaron 2 niveles de inclusión 0.012% y 0.02% en el alimento. Así 

mismo Flores-Leyva (2006), quien utilizó un nivel de inclusión del 0.01% de β-caroteno, 

no  encontró diferencias significativas en las tasas de crecimiento, ni en el conteo total de 

hemocitos, sin embargo si obtuvo una menor mortalidad acumulada (30%) a las 72 h con 

respecto al control (50%) durante  un reto con WSSV en L. vannamei.  

 

En el presente trabajo, la mayor mortalidad acumulada se registró en los organismos 

del control y los del tratamiento con vitamina E en donde se registró el 100% de mortalidad 

a las 72 h. De igual forma, los camarones alimentados con vitamina E tuvieron el menor 

rendimiento en peso (3.04 g) y una menor concentración de hemocitos totales con respecto 

a los demás tratamientos (Figura 6).  Nuestros resultados contrastan con lo reportado por 

Lee y Shiau (2004), quienes aseveran que un nivel de inclusión de 0.008-0.01% de 

vitamina E en dietas, maximizan el crecimiento y las respuestas inmunes no específicas de 

P. monodon. Esta discrepancia en los resultados se debe posiblemente a los diferentes 
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requerimientos de vitamina E que tienen ambas especies. Hasta este momento no existe una 

investigación dirigida a determinar los requerimientos de vitamina E para F. californiensis, 

por lo que el nivel de inclusión que se utilizó para este trabajo, se basó en los 

requerimientos de vitamina para L. vannamei. He et al. (1992) confirma lo encontrado en el 

presente trabajo, ellos reportan tasas de crecimiento y supervivencia significativamente más 

bajas cuando las dietas de camarones son deficientes en vitamina E. 

 

Con el tratamiento de β-1,3-glucano hubo una mayor resistencia de los organismos 

al finalizar el experimento que fue al séptimo día, los cuales fueron analizados por PCR, 

dando positivo para WSSV. Con este resultado se infiere que hubo una resistencia en estos 

organismos a la infección (Figura 4). Los β–1,3-glucanos han sido utilizados para aumentar 

la resistencia en crustáceos en contra de infecciones tanto bacterianas como virales (Dalmo 

y Bogwald, 2008). La administración de β–1,3-glucano ha probado que aumenta la 

supervivencia de P. monodon cuando es retado con WSSV, las mortalidades son 

significativamente más bajas que en los controles (Chang et al.,  2000, 2003). También su 

efecto se ve reflejado en la concentración de hemocitos totales; López y colaboradores 

(2003), observaron un incremento en la concentración de hemocitos totales en camarones 

alimentados con dietas suplementadas con  β-glucano con respecto a dietas con otros 

aditivos y el control. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en la presente 

investigación; los camarones alimentados con el tratamiento de β-1,3-glucano mantuvieron 

en general la mayor concentración de hemocitos totales en el transcurso del experimento, 

sólo se registró una caída rápida de la concentración a las 6 h seguida de una recuperación 

en las horas posteriores de muestreo. De acuerdo a Söderhäll y colaboradores (2003), esta 

caída se debe a la agregación celular en el interior del organismo, esta pérdida severa 

genera una acelerada maduración de precursores de hemocitos, seguido de la liberación de 

nuevas células en el sistema de circulación. Los hemocitos tienen un papel importante en la 

defensa celular, un número más bajo de lo normal de hemocitos circulantes en crustáceos, 

está correlacionado con una resistencia reducida a patógenos (Le Moullac y Haffner, 2000). 
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8.4. Actividad de enzimas antioxidantes 

 

La activación  de hemocitos también produce sustancias bactericidas como peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y anión superóxido (.O
-2

) que pueden incrementar la resistencia a 

enfermedades (Song y Hsieh, 1994).  En este sentido,  la superóxido dismutasa (SOD) es 

una de las principales enzimas de defensa antioxidante, convierte el .O
-2 

que es altamente 

tóxico en H2O2 (Fridovich, 1995). En el presente  trabajo,  la actividad de SOD en 

hepatopáncreas fue significativamente mayor (Tukey, P<0.05) a las 12 h en los 3 

tratamientos (β-1,3-glucano, β-caroteno y vitamina E) con respecto al control y a las 24 h 

en organismos tratados con β-glucano y vitamina E, esto nos sugiere que los aditivos 

utilizados mostraron su potencial antioxidante aumentando la actividad de SOD en 

hepatopáncreas. Así mismo, en músculo de camarones alimentados con β-1,3-glucano y β-

caroteno tuvieron una respuesta más temprana a la infección con WSSV (Figuras 7a, 7b). 

Además fueron los tratamientos con la mayor actividad relativa a partir de las 12 h 

postinfección, aunque se registró una ligera disminución de la actividad RSOD a las 24 h, a 

las 48 h volvió a incrementarse. Esto se vio reflejado en una mortalidad más baja en los 

tratamientos con β-1,3-glucano y β-caroteno que en camarones alimentados con vitamina E 

y el control.  

 

Los resultados anteriormente descritos nos indican que posiblemente el mecanismo 

antioxidante se mantuvo activo en respuesta al reto, confiriendo una mayor resistencia al 

estrés oxidativo provocado por la infección con WSSV. Estos hechos coinciden con lo 

reportado por Campa-Córdova et al., (2002); Chang et al., (2003) y Flores-Leyva (2006). 

Ellos encontraron que β-1,3-glucano y β-caroteno  mejoran significativamente la defensa 

antioxidante de postlarvas, juveniles y adultos de camarón ante infecciones de WSSV 

(Chang et al., 2003; Flores-Leyva, 2006), así como también, ante infecciones de Vibrio 

damsela, V. harveyi (Campa-Córdova et al., 2002). 

 

Una de las enzimas antioxidantes más eficientes hasta ahora conocida es la catalasa 

(CAT), tanto que no puede ser saturada por el H2O2 a ninguna concentración (Olalla y 
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Matés, 1999).  Aunque la CAT no es esencial para algunos tipos de células en condiciones 

normales, tiene un importante papel en la adquisición de tolerancia al estrés oxidativo en la 

respuesta adaptativa de las células (Hunt et al., 1998). En el presente estudio, se observa 

una respuesta temprana de la actividad relativa de CAT tanto en hepatopáncreas como en 

músculo y una tendencia a disminuir a partir de las 12 h en todos los tratamientos excepto 

en músculo de camarones alimentados con β-1,3-glucano que se recupera a la 48 h (Figuras 

8a y 8b). Esta respuesta temprana de CAT posiblemente se debió a un efecto de los 

tratamientos, que confirieron una mayor capacidad antioxidante en los camarones para 

hacer frente al exceso de H2O2 generado por la explosión respiratoria  y / o la alteración del 

metabolismo inducidos por WSSV. Trabajos recientes muestran que las infecciones 

bacterianas y virales inducen la movilización del sistema de defensa antioxidante y el 

desarrollo del estrés oxidativo y por ende el daño de tejidos 24 h posteriores a la infección 

(Mathew et al., 2007). Castex y colaboradores (2010), reportaron que la actividad relativa 

de CAT en hepatopáncreas de camarones bajo tratamiento con probióticos y retados con 

Vibrio nigripulchritudo mostraron un incremento a las 12 h postinfección antes de 

disminuir significativamente a las 24 h. Así mismo, Chang et al. (2010) registró que L. 

vannamei alimentado con una dieta suplementada con glicirricina (componente extraído del 

regaliz) y retado con Vibrio Alginolyticus tienen un aumento de algunos parámetros 

inmunológicos y enzimas antioxidantes a las 12 h seguido de una disminución a las 24 h. 

Este mismo patrón lo reportó Sarathi et al. (2007), comparando la respuesta inmune de 

Fenneropenaeus indicus a Vibrio Alginolyticus y WSSV. Estos resultados concuerdan con 

los presentados en este trabajo, por lo que podría inferirse que es parte de la evolución de la 

patogénesis de WSSV y  que esta condición en la actividad enzimática podría deberse a un 

proceso metabólico natural conocido como regulación por retroalimentación, que adapta el 

flujo de metabolitos a través de una vía determinada mediante un aumento o una 

disminución temporal de la actividad en las enzimas (Alberts et al., 1996). Por otra parte, 

en hepatopáncreas la actividad de CAT presentó una posible inhibición a las 48 h, 

posiblemente debido a un exceso de óxido nítrico (NO•) generado durante la patogénesis 

(Song et al., 2007). El NO•  se une al hierro del grupo hem de catalasa y compite con el 

H2O2 por estos sitios de unión, provocando un incremento en la acumulación de H2O2  en 

http://www.monografias.com/trabajos11/tole/tole.shtml
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las células (Brown y Borutaite, 1999). Sin embargo el efecto del NO• sobre la actividad de 

CAT es reversible y no tiene efectos inhibitorios sobre la expresión de la proteína o a nivel 

de expresión génica por lo tanto, el incremento en la expresión de CAT puede ayudar a la 

célula a sobrevivir al efecto deletéreo de radicales libres (Sigfrid et al., 2003).  

 

8.5. Análisis de expresión de enzimas antioxidantes en tejidos de F. californiensis 

 

Las EROs se incrementan como resultado del estrés oxidativo durante condiciones 

fisiológicas particulares y/o durante reacciones de defensa. En este sentido, la expresión de 

ARNm de las enzimas CAT y mMnSOD han sido ampliamente utilizadas para evaluar la 

capacidad de defensa en contra de patógenos de camarones (Gómez-Anduro et al., 2006; 

Wang et al., 2008; Ji et al., 2009; Castex et al., 2010). Se ha observado que la actividad de 

estas enzimas muestran diferentes perfiles de expresión en órganos y tejidos de camarones 

(Tavares-Sánchez et al., 2004; Zhang et al., 2007). En el presente estudio CAT y mMnSOD 

fueron detectadas en hepatopáncreas, hemocitos, pleópodos, branquias e intestino. El 

transcrito de CAT fue más abundante en hepatopáncreas; debe considerarse que la ruta 

principal de penetración de pro-oxidantes y EROs exógeno en los organismos es durante la 

alimentación, por lo tanto es de esperarse que los principales órganos implicados en el 

estrés oxidativo sea el sistema digestivo (Timofeyev, 2006). Además se ha de señalar que el 

hepatopáncreas es un órgano con una alta actividad metabólica. Estos resultados 

concuerdan con lo reportado por Tavares–Sánchez y colaboradores (2004) para L. 

vannamei. Por otra parte, en pleópodos se observó el transcrito de mMnSOD más 

abundante, seguido de intestino y branquias. Tomando en cuenta que los organismos 

utilizados para este estudio fueron capturados del medio silvestres, posiblemente más de 

uno estaba infectado con bacterias tipo Vibrio sp. Los organismos infectados por este tipo 

de bacterias presentan una colonización masiva en los apéndices y en el inicio del tracto 

digestivo (Figura 9). Posteriormente, conforme la infección avanza, las bacterias van 

colonizando el intestino medio y el hepatopáncreas para terminar en una septicemia 

generalizada (Lightner, 1993). Considerando que  el anión superóxido es el primer producto 

liberado por el estallido respiratorio como estrategia de defensa contra patógenos, 
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posiblemente a esto se debió que los niveles de expresión relativa de mMnSOD en todos 

los tejidos hayan sido los más abundantes, debido a que el anión superóxido sirvió como 

sustrato para que esta enzima llevará a cabo su función que es catalizar la eliminación del 

anión superóxido a través de su transformación en peróxido de hidrógeno y oxígeno (Olalla 

y Matés, 1999).  

 

8.6. Efecto del β-1,3-glucano en la expresión de CAT y mMnSOD 

 

Los β-glucanos han sido utilizados con éxito para aumentar la resistencia de 

crustáceos en contra de infecciones bacterianas y virales (Wang et al., 2008). El modo de 

acción de estos compuestos sobre el sistema inmune está lejos de ser entendido, pero 

estudios recientes han comenzado a arrojar algo de luz sobre los mecanismos detrás de la 

respuesta proinflamatoria inducida por β-glucanos (Soltanian et al., 2007). Estos 

polisacáridos, junto con manosas y otros componentes de la pared celular juegan un papel 

importante en el reconocimiento de patógenos. La habilidad para detectar patógenos es de 

vital importancia para los organismos multicelulares, y se ha alcanzado a través de la 

evolución de receptores de línea germinal; llamados receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs) los cuales pueden reconocer estructuras no propias (Janeway y Medzhitov, 

1998). Las estructuras reconocidas por estos receptores son conocidas como patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs), no se encuentran en eucariontes y se piensa 

que normalmente son esenciales para microorganismos patógenos. Los mejores ejemplos 

de PAMPs son lipopolisacáridos (LPS), peptidoglicanos, ácido lipoteicoico, manosas, ADN 

bacteriano, ARN de doble cadena y  β-glucanos de hongos (Medzhitov y Janeway, 2000). 

El reconocimiento de estas estructuras dispara respuestas diseñadas a proteger al hospedero 

de microorganismos patógenos formando parte del sistema inmune innato (Brown y 

Gordon, 2003). 

 

Ejemplo de estas estructuras de reconocimiento en crustáceos son los β-1,3-

glucanos ligando a proteína (GBP) (Sritunyalucksana et al., 2002). Recientemente Varios 

investigadores han enfatizado el uso β-1,3-glucano para inducir la expresión de genes 
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involucrados en la respuesta antioxidante de camarones (Wang et al., 2008, Ji et al., 2009; 

Castex et al., 2010). En el presente trabajo, camarones inmunoestimulados con β-1,3-

glucano de Laminarina no registraron una variación marcada en el nivel de expresión de 

CAT en hepatopáncreas (Figura 11). Resultados similares fueron reportados por Dandapat 

y colaboradores (2000), quienes observaron que M. rosenbergii alimentados con dietas 

suplementadas con vitamina E disminuye la peroxidación lipídica en hepatopáncreas 

aunque la actividad de CAT permaneció sin cambios. En contraste, en camarones retados 

con WSSV sin inmunoestimular, el nivel del transcrito de CAT empezó a incrementarse a 

los 30 min postinfección alcanzando un pico máximo a las 12 h. No existen muchos 

trabajos que evalúen la expresión de CAT en camarones retados con WSSV, por lo que se 

infiere que el sistema antioxidante podría estar intentando neutralizar durante las primeras 

horas, el daño oxidativo provocado por la infección (Figura 12). El efecto inverso sucede en 

los organismos inmunoestimulados y retados. El nivel de expresión de CAT disminuyó 

drásticamente a partir de las 6 h postinfección, cayendo en su nivel más bajo a las 12 h y 

recuperando su estado basal a las 24 h (Figura 13). De acuerdo a los resultados presentados, 

es posible inferir que los β-1,3-glucanos confieren protección antioxidante en los primeros 

minutos y horas posteriores a la infección con WSSV, aumentando la actividad 

antioxidante de CAT para proteger las células del estrés oxidativo inducido por WSSV. 

 

En previos estudios, el transcrito de mMnSOD en hepatopáncreas de Marsupenaeus 

japonicus  inyectados con β-glucanos se incrementó significativamente a las 6 y 12 h 

posteriores a la inyección (Lin et al., 2010). Estos resultados coinciden con los observados 

en este trabajo, lo que nos indica que la inducción de mMnSOD es en corto tiempo (Figura 

14). Con respecto al nivel de expresión registrado en camarones retados con WSSV, se 

observó un aumento gradual inmediato al reto, con un leve aumento a las 6 y 24 h 

postinfección (Figura 15). En un estudio similar pero con MnSOD citosólica (cMnSOD) en 

hemocitos de L. vannamei, el nivel de expresión se incrementó significativamente 

(p<0.001) a las 12 h posteriores a la infección con WSSV (Gómez-Anduro et al., 2006). 

Posiblemente la discrepancia entre ambos resultados se deba a las características 

fisiológicas de los tejidos, debido que el hepatopáncreas posee una mayor tasa metabólica 
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que hemocitos (Mourente, 1996). En este sentido, en el presente estudio se registró una 

mayor abundancia del transcrito de mMnSOD en hepatopáncreas que en hemocitos. 

Resultados que coincidieron con lo reportado por Gómez-Anduro y colaboradores (2006).  

Por otro lado, los camarones retados con WSSV e inmunoestimulados con los β-1,3-

glucanos registraron un decremento gradual en el cambio de expresión de mMnSOD a 

partir de la infección hasta las 6 h, y posteriormente fue inducida la expresión a partir de las 

12 h (Figura 16). Ji et al. (2009) reportaron un comportamiento similar en el nivel de 

expresión de cMnSOD de L. vannamei; después de un decremento inmediato a la inyección 

con Laminarina el nivel de expresión fue recuperándose a partir de las12 h hasta llegar al 

nivel más alto de expresión de cMnSOD a las 24 h.  

 

Durante el análisis del presente trabajo, se observó una correlación en los niveles de 

expresión de CAT y mMnSOD. Se sabe que SOD es la primera enzima antioxidante que 

hace frente a los radicales libres acelerando la dismutación del .O
-2

 generado 

principalmente por el estallido respiratorio, CAT cataliza la remoción del H2O2 formado 

durante la reacción catalizada por SOD. De esta manera los EROs generados pueden 

modificar los niveles de SOD lo cual lleva a la alteración de los niveles de CAT; cualquier 

cambio en los niveles de expresión de SOD es acompañado por un cambio equiparable de 

CAT. Tendencias similares a las encontradas en este estudio fueron reportadas por Liu et 

al. (2010) y por  Gopalakrishnan et al. (2011). Sin embargo, el incremento en los niveles de 

ARNm en hepatopáncreas para ambas enzimas antioxidantes no se refleja en la actividad 

enzimática, lo cual indica que, la regulación postranscripcional y/o postransduccional tiene 

un papel importante. 

 

8.7. Genoteca sustractiva (SSH) 

 

El método de hibridación por supresión sustractiva es una técnica simple y eficiente 

para generar ADN complementarios (ADNc) enriquecidos para transcritos diferencialmente 

expresados de baja abundancia (Diatchenko et al., 1996). Sin embargo, la técnica presenta 

una desventaja, al cortar los ADNc en pequeños fragmentos con enzimas de restricción, de 
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tal manera que genes relacionados pero de diferentes familias con secuencias similares 

pueden ser hibridizados de manera cruzada y ser eliminados durante el proceso de 

substracción (Ko, 1990), por ello son genotecas poco abundantes. La genoteca construida 

en el presente trabajo fue de tipo “Forward”, es decir, se obtuvieron secuencias expresadas 

diferencialmente en el  tratamiento y no en el control. 

 

El sistema inmune innato es la primera línea de defensa que protege al hospedero en 

las primeras horas y días después de una infección (Lee y Söderhäll, 2002). La primera fase 

distintiva de respuesta inmune en camarones es aproximadamente a las 12 h después de un 

reto con patógenos (Bachére et al., 2004). Basados en esta in formación y considerando que 

el 10 al 20% de camarones inmunoestimulados con β-1,3-glucanos y retados con WSSV 

sobrevive en comparación con menos del 1% observado durante un brote de WSSV en 

estanques de cultivo  (Chang et al., 2003; Pan et al., 2005; Wang et al., 2008), es posible 

considerar que estos camarones inmunoestimulados poseen una fuerte habilidad de defensa 

que los lleva a sobrevivir más tiempo a la infección. Apoyados en estos fundamentos, se 

decidió que 24 h posteriores al reto podría ser una importante etapa cuando sólo se 

expresan genes en camarones inmunoestimulados que le confieren una mayor resistencia a 

la infección con WSSV. Por lo tanto, se seleccionaron hepatopáncreas de camarones 

inmunoestimulados con β-1,3-glucano 24 h después de ser retados con WSSV para la 

hibridación por supresión sustractiva. 

 

Como fueron descritos previamente en este trabajo, los 5 genes aislados de la 

genoteca sólo han sido descritos para el sistema inmune innato de  humanos y su posible 

función en el sistema inmune de camarones  podrían jugar un papel esencial en el proceso 

de resistencia a la infección de WSSV. 
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9. CONCLUSIONES 

 Las cepas DH5, DH6 y LL1 de Debaryomyces hansenii  tienen valor nutricional 

reflejado en el contenido de proteínas en hemocitos  y la concentración de 

hemocitos totales en L. vannamei, además de inducir respuestas antioxidantes. 

 La especie de camarón Farfantepenaeus californiensis fue altamente susceptible a 

la infección con WSSV como lo son otras especies de camarones. 

 Las dietas suplementadas con β-caroteno y β-1,3-glucano aumentaron la actividad 

de enzimas antioxidantes e incrementaron el número de días de supervivencia en 

camarones con respecto al control. 

 La vitamina E mostró potencial antioxidante aumentando la actividad de SOD y 

CAT en hepatopáncreas y músculo. Sin embargo, todos los camarones murieron a 

las 72 h posteriores a la infección. 

 El transcrito de CAT es más abundante en hepatopáncreas y muy poco en músculo. 

mientras que el transcrito de mMnSOD es más abundante en pleópodos e intestinos. 

En general, mMnSOD es más abundante en todos los tejidos que CAT. 

 Los β-1,3-glucanos confieren protección antioxidante en los primeros minutos y 

horas posteriores a la infección con WSSV, aumentando la actividad antioxidante de 

CAT y mMnSOD para proteger las células del estrés oxidativo inducido por WSSV. 

 Existe una correlación en los niveles de expresión de CAT y mMnSOD, cualquier 

cambio en los niveles de expresión de SOD es acompañado por un cambio 

equiparable de CAT. 

 Los cambios en los niveles de ARNm en hepatopáncreas para ambas enzimas 

antioxidantes no se reflejan en la actividad enzimática, lo cual indica que son 

reguladas postranscripcional y/o postransduccionalmente. 

 El método de hibridación por supresión sustractiva es efectivo para identificar 

transcritos diferencialmente expresados de baja abundancia, revelando genes nuevos 

involucrados en la respuesta inmune y resistencia a patógenos en camarones. 
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10. RECOMENDACIONES 

 

Evaluar diferentes dosis y etapas de crecimiento de las cepas DH5, DH6 y LL1 de 

Debaryomyces hansenii y su efecto en la respuesta inmune y antioxidante de camarones. 

Son necesarios estudios de campo que validen los resultados obtenidos en 

laboratorio, debido a las diferencias en cuanto a la patogénesis en los estanques de cultivo; 

como lo son las rutas de infección y por ende los niveles de inoculación de WSSV. 

Completar los genes aislados de la genoteca sustractiva, caracterizarlos y medir los 

niveles de expresión de dichos genes en respuesta a una activación previa del sistema 

inmune de camarones y retarlos con WSSV. Estos resultados podrían contribuir a un mayor 

conocimiento de la interacción hospedero-patógeno en la respuesta inmune y la resistencia 

a las infecciones virales. 
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