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RESUMEN

En camarones el sistema inmune innato se expresa a través de dos
mecanismos de accién: inmunidad celular e inmunidad humoral, y se ha desarrollado
para protegerlos de sustancias extrafias y microorganismos potencialmente
patégenos. Entre estos microorganismos destaca por sus efectos negativos en la
industria de cultivo, el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV por sus siglas
en inglés). Investigaciones sobre el sistema antioxidante de camarones mostraron que
la infeccién con WSSV induce estrés oxidativo, por la generacién excesiva de
especies reactivas al oxigeno (EROs) implicadas en la activacién de la fagocitosis,
principal mecanismo de inmunidad celular. La prevencién y control de enfermedades
regulando la respuesta inmune a través de la dieta, es una estrategia que poco a poco
se est4 abriendo camino en la acuicultura, pudiendo en un momento dado desplazar a
la quimioterapia. Actualmente, las investigaciones se han enfocado a las respuestas
que tiene el camar6n (metabdlica y fisiolégicamente) a componentes presentes en la
dieta, asi como a la identificacién de genes responsables de tales cambios a nivel
molecular. Estos estudios han dado lugar al desarrollo de un nuevo campo de
investigacién conocido como genémica nutricional o nutrigenémica. En el presente
trabajo se evaluaron los efectos de la exposicién por inmersion a tres cepas con
efecto probidtico; dos aisladas del medio marino [Debaryomyces hansenii (DHS y
DH6)] y la otra de citricos [D. hansenii (LL1)], y a dietas suplementadas con un
inmunoestimulante (B-glucano) y los antioxidantes (B-caroteno y vitamina E) sobre la
respuesta antioxidante de camarones, ademas de explorar la posibilidad de identificar
genes diferencialmente expresados bajo inmunoestimulacién y al mismo tiempo
retados con WSSV. Los tratamientos utilizados durante la exposicion a D. hansenii
fueron los siguientes: 1) Control (sin levaduras); 2) DHS5 (1 x 10* UFC/mL); 3) DH5
(1 x 10° UFC/mL); 4) DH6 (1 x 10* UFC/mL); 5) DH6 (1 x 10° UFC/mL) y 6) B-
1,3-glucano (0.20 mg/mL). La inoculacién de los tratamientos en el agua de cultivo
se repitié después de cada recambio durante 15 dias, excepto B-1,3-glucano que se
agregé una dosis cada 7 dias. Se registraron diferencias significativas (p<0.05) en el
conteo total de hemocitos en los tratamientos con DH6 y LL1 (1 x 10° UFC/mL)
comparada con el control. Los camarones tratados con f-1,3-glucano incrementaron
significativamente (p<0.05) los valores de la actividad enzimdtica de super6xido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) en hemocitos. Por otro lado, se evaluaron los
aditivos alimenticios B-1,3 glucano, vitamina E y B-caroteno incluidos en la dieta en
proporcién 0.1, 0.01 y 0.01% respectivamente. Los camarones fueron alimentados



diariamente durante 23 dias y posteriormente infectados con WSSV. Se determiné la
actividad antioxidante de SOD y CAT en hepatopancreas y misculo a las 0, 1, 6, 12,
24 y 48 h después de la infeccion. Los juveniles tratados con vitamina E y B-1,3
glucano mantuvieron un incremento en la actividad SOD desde las 12 a las 48 h post-
infeccién. Los camarones alimentados con B-caroteno incrementaron la actividad
SOD antes del reto con WSSV y los que fueron alimentados con B-1,3-glucano y
vitamina E incrementaron la actividad CAT también antes del reto. La actividad CAT
en musculo se incrementé respecto al grupo control con todos los grupos de
camarones tratados desde 1 hasta 6 h posteriores a la infeccién con WSSV. La
actividad antioxidante mds alta se registr6 en los camarones alimentados con
vitamina E. Los juveniles alimentados con vitamina E y posteriormente infectados
con WSSV, registraron 100% de mortalidad a las 72 h, pero los que fueron
alimentados con B-1,3-glucano y B-caroteno resistieron la infeccion hasta las 144 h.
En cuanto al analisis de expresion, los resultados obtenidos mostraron que el
transcrito de mMnSOD fue més abundante en todos los tejidos que el transcrito de
CAT, observandose en pledpodos la mayor abundancia de mMnSOD y en
hepatopancreas la mayor abundancia de CAT. Asi mismo, se observé una induccién
de la expresién con respecto al tiempo en los niveles de expresion de los transcritos
CAT y mMnSOD en hepatopancreas. Los niveles de expresion relativa
significativamente mds altos (p<0.05) de CAT se registraron a las 12 h en
organismos retados con WSSV sin inmunoestimular con B-1,3-glucano y a las 24 h
en organismos retados e inmunoestimulados. También a las 12 h se observa la mayor
expresion relativa (p<0.05) de mMnSOD en organismos inmunoestimulados y a las
24 h en organismos retados sin inmunoestimular y en organismos retados e
inmunoestimulados. La identificacion de 5 genes involucrados en la resistencia de
organismos retados con WSSV e inmunoestimulados con p-1,3-glucano fue posible
utilizando el método de hibridacién por supresion sustractiva. Los resultados de este
estudio mostraron que es posible incrementar la capacidad antioxidante de juveniles
de camarones a través de dos vias; inmersion y a través del alimento. Las dietas
suplementadas con B-caroteno y B-1,3-glucano aumentaron la actividad de enzimas
antioxidantes e incrementaron el numero de dias de supervivencia en camarones con
respecto al control. La vitamina E y D. hansenii mostraron potencial antioxidante
aumentando la actividad de SOD y CAT.

Palabras clave: Nutrigenémica, enzimas antioxidantes, WSSV, camarén
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Abstract

In shrimp innate immune system is expressed through two mechanisms of
action: cellular immunity and humoral immunity, and has developed to protect
against foreign substances and potentially pathogenic microorganisms. Within these
microorganisms stands out for its negative effects on farming industry the white spot
syndrome virus (WSSV). Research on antioxidant system of shrimp showed WSSV
infection induces oxidative stress, excessive generation of reactive oxygen species
(ROS) involved in the activation of phagocytosis, the main mechanism of cellular
immunity. Prevention and control of diseases by regulating the immune response
through diet, is a strategy that gradually working its way through aquaculture, which
may at any time displace to chemotherapy. Currently, investigations have focused on
the responses that shrimp have (metabolic and physiological) to components in the
diet as well as the identification of genes responsible for these changes at molecular
level. These studies have led to the development of a new research field known as
nutritional genomics or nutrigenomics. In this study we evaluated the effects of
exposure by immersion three strains with probiotic effect, two isolated from the
marine environment [Debaryomyces hansenii (DHS and DH6)] and the other citrus
[D. hansenii (LL1)], and diets supplemented with an immunostimulant (B-glucan)
and antioxidants (B-carotene and vitamin E) on the antioxidant response of shrimp, as
well as exploring the possibility of identifying genes differentially expressed under
immunostimulation and at the same time challenged with WSSV. Treatments used
during exposure to D. hansenii were: 1) control (without yeast), 2) DH5 (1 x 104
CFU /mL), 3) DH5 (1 x 106 CFU / mL), 4) DH6 (1 x 104 CFU / mL), 5) DH6 (1 x
106 CFU / mL) and 6) B-1 ,3-glucan (0.20 mg / mL). Inoculation treatments in the
culture water was repeated after each refill for 15 days, except B-1 ,3-glucan was
added a dose every 7 days. There were significant differences (p <0.05) in the total
count of hemocytes in DH6 treatments and LL1 (1 x 106 CFU / mL) compared with
control. The shrimp treated with B-1,3-glucan increased significantly (p <0.05) the
values of the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
in hemocytes. On the other hand, the additives were evaluated alimentations B-1, 3
glucan, vitamin E and B-carotene in the diet in proportion 0.1, 0.01 and 0.01%
respectively. The shrimp were fed daily for 23 days and then infected with WSSV.
We determined the antioxidant activity of SOD and CAT in hepatopancreas and
muscle at 0, 1, 6, 12, 24 and 48 h after infection. Juveniles treated with vitamin E and
B-1, 3 glucan remained an increase in SOD activity from 12 to 48 h post-infection.
Shrimp fed B-carotene increased the SOD activity before WSSV challenge and those
were fed B-1,3-glucan and vitamin E also increased CAT activity before the
challenge. CAT activity in muscle was increased with regards to the control group



with all groups treated shrimp from 1 to 6 h after infection with WSSV. The
antioxidant activity was highest in shrimp fed with vitamin E. Juveniles fed with
vitamin E and then infected with WSSV, recorded 100% mortality at 72 h, but those
were fed B-1 ,3-glucan and B-carotene resisted infection until 144 h. Regardings
analysis of expression, the results showed that mMnSOD transcript was more
abundant in all tissues of the CAT transcript, observed in the greatest abundance of
pleopods mMnSOD hepatopancreas and the greater abundance of CAT. Likewise,
there was an induction of expression with respect to time in the expression levels of
CAT transcripts in hepatopancreas and mMnSOD. The relative expression levels
significantly higher (p <0.05) of CAT occurred at 12 h in organisms challenged with
WSSV without immunostimulatory with B-1 ,3-glucan and 24 h in organisms
challenged and immunostimulatory. Also at 12 h shows the highest relative
expression (p <0.05) of mMnSOD in immunostimulatory organisms and at 24 h in
challenged shrimp without immunostimulator and immunostimulatory shrimp and
challenged with WSSV. Identification of 5 genes involved in the resistance of
organisms challenged with WSSV and immunostimulating with B-1,3-glucan was
possible using the suppression subtractive hybridization. The results of this study
showed that it is possible to increase the antioxidant capacity of juvenile shrimp in
two ways, through food and diving. Diets supplemented with B-carotene and p-1,3-
glucan increased the activity of antioxidant enzymes and increased the number of
days of survival in shrimp with respect to control. Vitamin E and D. hansenii showed
antioxidant potential by increasing the activity of SOD and CAT.

Keywords: Nutrigenomics, antioxidant enzymes, WSSV, shrimp
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune de los organismos se ha desarrollado para protegerlos de
sustancias extrafias y microorganismos potencialmente dafiinos (Lee & Sdderhéll, 2001).
Durante la evolucién, se han desarrollado dos tipos de sistemas que proveen defensa interna
contra agentes infecciosos, el sistema inmune innato (natural) y el adquirido (adaptativo)
(Lee & Soderhéll, 2002). Mientras que la inmunidad adquirida solo aparece en vertebrados
y opera a través de los linfocitos, la inmunidad innata es filogenéticamente mas antigua y
se encuentra en todos los organismos multicelulares, representa la primera linea de defensa
ayudando a limitar las infecciones en las etapas tempranas (Fearon, 1997). La inmunidad
innata en camarones como en todos los invertebrados, esta expresado en dos mecanismos
de accion: mecanismos de inmunidad humoral, como son la activacion del sistema
profenoloxidasa (proPO), la sintesis de péptidos antimicrobianos y la activacién del sistema
de coagulacion y los mecanismos de inmunidad celular, que consisten en la fagocitosis,
encapsulacién, formacion de nddulos y produccion de componentes reactivos de oxigeno
(Ji et al., 2009).

A pesar de toda la bateria de mecanismos inmunes con que cuentan los camarones,
su cultivo es amenazado por diversas enfermedades infecciosas que han causado grandes
pérdidas econdmicas 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 patdgenos, que incluyen
parasitos, hongos, bacterias y virus (Lightner, 1999). Entre éstos ultimos, 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 sindrome del taura (TSV) y el virus del sindrome de

la mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés) (Lightner et al., 1997).



WSSV es altamente virulento, las mortalidades acumuladas en estanques de cultivo
pueden alcanzar el 100% dentro de los 3 a 10 dias de la aparicion de la enfermedad (Flegel,
1997). Los signos clinicos incluyen anorexia, letargia y coloracion rojiza del cuerpo (Otta
et al., 1999). La infeccion por WSSV se caracteriza por ser una infeccion sistémica,
afectando organos y tejidos tanto de origen mesodermal como ectodermal (Lo et al.,
1996a), como lo demuestra la presencia de células degeneradas, con nucleos hipertrofiados

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

Cuando un organismo se encuentra bajo estrés bidtico, como lo es una infeccion por
un patdgeno, se generan rutas metabdlicas anormales provocadas por la reduccion repentina
del oxigeno molecular, generando estrés oxidativo (Ranby y Rabek, 1978), que es definido
como un desequilibrio en la produccion de especies reactivas al oxigeno (EROs) y las
defensas antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 1996). Efectos negativos debido a la
acumulacion de EROs son el incremento en las reacciones de oxidacion de radicales libres
(RL) que pueden dafiar membranas celulares, inactivar enzimas, dafiar material genético y
otros componentes celulares vitales (Chien et al., 2003). Investigaciones sobre el sistema
antioxidante de camarones mostraron que la infeccion con WSSV induce estrés oxidativo,
por la generacién excesiva de EROs implicadas en la activacion de la fagocitosis
(Mohankumar y Ramasamy, 2006). Las EROs son conocidas por ser los componentes mas
importantes en las respuestas de defensa contra microorganismos patdgenos en crustaceos
(Mufioz et al., 2000). EI anién superoxido (Oy), el peroxido de hidrégeno (H.Oy), el
oxigeno singlete y el radical hidroxil (OH") son altamente microbicidas (Bachere et al.,
1995; Mufioz 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 esta integrado por componentes no enzimaticos; antioxidantes de bajo peso
molecular, entre los que se encuentran pequefias moléculas hidrosolubles como son la
vitamina C y moléculas liposolubles como carotenoides y la vitamina E (Packer, 1991; Liu
et al., 2007) y componentes enzimaticos, como son superoxido dismutasa (SOD) y Catalasa

(CAT) encontradas en todos los organismos de respiracion aerobia (Halliwell y Gutteridge,



1996). Se sabe que el sistema de defensa antioxidante y el sistema inmune estan ligados
estrechamente en la respuesta a patdgenos (Holmblad y Soderhall, 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 produccion de estrés oxidativo,
inducido por el estallido respiratorio y/o efectos deletéreos por condiciones
medioambientales y escasamente estudiado en camarones, podria ser de vital importancia
(Castex, 2010).

Se ha reportado que los inmunoestimulantes aumentan la resistencia a enfermedades
infecciosas en peces y crustdceos, mejorando los mecanismos inmunes no especificos
(innatos) (Sakai, 1999). Varios inmunoestimulantes, como son los B-1,3-glucanos derivados
de Schizophyllum commune (Chang et al., 2003), peptidoglican obtenidos de
Bifidobacterium thermophilum (Itami et al., 1998), lipopolisacaridos 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 prevencién
de enfermedades regulando la respuesta inmune a través de la dieta, es una estrategia que
poco a poco se esta 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
camaron (metabdlica y fisiol6gicamente) a componentes presentes en la dieta, asi como a la
identificacion de genes responsables de tales cambios a nivel molecular (Chavez-Calvillo,
et al., 2010). Estos estudios han dado lugar al desarrollo de un nuevo campo de

investigacion conocido como gendémica nutricional o nutrigendémica (Gilles y Faha, 2003).

La nutrigendmica representa una nueva aproximacion de las investigaciones en
nutricion, que une la aplicacion de poderosas tecnologias de la gendmica funcional
(transcriptomica, protedmica, metabolomica), con la bioinformatica técnicas

epidemioldgicas, nutricionales y bioquimicas (Palou et al., 2002). Entre sus objetivos



esenciales esta el determinar los efectos y mecanismos por los cuales la alimentacion, sus
componentes individuales y la combinacién de ellos regulan los procesos metabdlicos

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

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de la exposicion a tres cepas con
efecto probidtico; dos aisladas del medio marino [Debaryomyces hansenii (DH5 y DH6)] y
la otra de citricos [D. hansenii (LL1)], y a dietas suplementadas con un inmunoestimulante
(B-glucano) y los antioxidantes (caroteno y vitamina E) sobre la respuesta antioxidante de
camarones, ademas de explorar la posibilidad de identificar genes diferencialmente

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



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades de la biologia 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 natacion, ya sea en la columna de agua o
sobre la superficie del fondo (Hendrickx, 1995). Al igual que los demas crustaceos
decapodos, estos organismos poseen un caparazén que recubre la cabeza (o cefalon), un
torax (8 segmentos) ambos unidos en un cefalotérax y un abdomen (6 segmentos). Los
maxilipedos son los tres primeros pares de apéndices, modificados para manipular la
alimentacion, le siguen 5 pares de apéndices caminadores (pereidpodos). En el
abdomen se concentran cinco pares de apéndices nadadores denominados pledpodos.
Los ojos, siempre en par, pedunculados y mdviles, 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. Taxonomia de los camarones peneidos (ITIS Report)
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Figura 1. Vista lateral de la morfologia de los camarones peneidos (Modificado de Dall, 1990).

Los peneidos tienen un sistema circulatorio abierto (Alpuche et al., 2005). Es decir,
el coraz6n que se encuentra localizado dorsalmente en el cefalotdrax impulsa la sangre
(hemolinfa) hacia los vasos sanguineos que desembocan en los senos o lagunas tisulares
Ilamados hemocele, irrigando todos los 6rganos 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 corazdn ingresando por los ostiolos (valvulas que impiden el flujo
retrogrado) (Bauchau, 1981). El hepatopancreas ocupa gran parte del cefalotorax. Esta
glandula digestiva se compone de los diverticulos del intestino, los espacios entre estos
tubulos hepatopancreaticos son los senos o lagunas tisulares y su principal funcién es la
absorcion de nutrientes, almacenamiento de lipidos y produccion de enzimas digestivas
(Johnson, 1980). Ademas, sintetiza y secreta numerosas proteinas implicadas en la defensa
inmune, tales como péptidos antimicrobianos (AMPs) (Ried et al., 1996); pB-1,3-glucano

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

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

El ciclo de vida del camardn 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 plancténica, 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 alimentacion, los camarones permanecen en estas areas salobres con vegetacion
sumergida y son utilizadas como areas 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 Pacifico
americano presentan una distribucion 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 Pert (Hendrickx, 1995) y de ellas, solo F.

californiensis penetra en aguas templadas (Hendrickx, 1996).

2.2. Importancia econémica

En el mundo se producen alrededor de 6 millones 400 mil toneladas de camaron, de
esta cantidad, se estima que un 45%, esto es 1 millon 872 mil toneladas, se destinan a los
mercados mundiales con un valor aproximado a los 12,820 millones de délares (FIRA
2009). ElI mercado de camar6n en los principales paises importadores crecié con una tasa
media de crecimiento anual del 6.45%, de 2002 con 878 mil toneladas a 2008 con 1 millon
278 mil toneladas esto es un incremento del 145% en tan solo 7 afios. No obstante en la
actualidad los mercados presentan un lento crecimiento del 1.18% producto de la crisis
econdmica mundial (FAO, 2009).
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En Mexico, el camardn fue la especie pesquera que mayor actividad econémica
generé durante el afio 2009, se pescaron y cultivaron un poco mas de 162 mil toneladas de
camarones, con un valor comercial total de 8 mil millones de pesos esta suma represento

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

La pesqueria del camardn en el pacifico mexicano se sostiene principalmente de 4
especies de peneidos: F. californiensis, L. stylirostris, L. vannamei y F. brevirostris. De
éstas, el camaron café es el mas abundante. Se ha estimado que cerca del 70% de las
capturas que provienen del Golfo de California corresponden al camaron café
(Farfantepenaeus californiensis) (Morales-Bojérquez, 2001). Recientemente la
sustentabilidad de las pesquerias comerciales de peneidos, se ha visto amenazada por la
sobrepesca, destruccién del habitat, contaminacion y la dispersion de enfermedades
infecciosas liberadas al medio, por granjas acuicolas establecidas en la zona costera (Paez-
Osuna, 2005).

2.3. Sindrome 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 tamafio varia 293 a 307 kbp (van Hulten et
al., 2001a; Yang, 2001). Los reportes iniciales lo catalogaron como un baculovirus de no-
oclusion, pero subsecuentes analisis de su secuencia genética rechazaron esta afirmacion
(Lightner, 1999). Otros investigadores como Vlak et al., (2005) basado en toda la
informacioén reunida sobre la morfologia, el genoma y analisis filogenéticos lo catalogd
como miembro del género Whispovirus dentro de una nueva familia llamada Nimaviridae.
La literatura sin embargo le ha nombrado de diferentes maneras, la méas generalizada de
ellas como Virus de la Mancha Blanca 6 WSSV por sus siglas en inglés (OIE, 2000). Los
camarones infectados con WSSV, se vuelven letargicos, muestran reduccion en el consumo
de alimento y expansion de cromatdforos en todo el cuerpo. La tasa de mortalidad puede

alcanzar el 100 % en los estanques de cultivo sobre todo en organismos bajo condiciones de



estrés, en la primera semana después del inicio de la enfermedad (Lightner et al., 1997;
Wang et al., 1999). Los cambios histopatoldgicos observados estan caracterizados por una
amplia degeneracion celular, severa hipertrofia nuclear y presencia de cuerpos de inclusion

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 Japon, Taiwan y
China continental entre 1991 y 1993 (OIE, 2000). Posterior a esta fecha se ha reportado
practicamente en todo el este y sureste asiatico (Chang et al., 1999). En el continente
americano se reportd por primera vez en Texas, EE.UU. (Lightner, 1997). Para el afio de
1999 al menos ocho paises de Latinoamérica lo reportaron, Colombia, Ecuador, Guatemala,
Honduras, México, Nicaragua, Panama y Peru (Subasingue et al., 2001). Desde su
aparicion en Asia, WSSV ha sido el agente infeccioso de peneidos, que mayores pérdidas
econdmicas ha causado a la industria del cultivo de camar6n a nivel mundial (Chen, 1995;
Flegel et al., 1997). Lo anterior, implica un riesgo potencial, debido a que los sistemas
acuicolas son abiertos, es decir, estan 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 crustaceos acuéticos, poliquetos marinos, y larvas de algunos
insectos acuaticos (Lightner et al., 1998; Wang et al., 1999; Sahul Hameed et al., 2003;
Flegel, 1997; Ramirez-Douriet et al., 2005). Si bien, en muchas de estas especies ha sido
inducida la infeccidn 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 caracteristica clave de la inmunidad innata, es su habilidad para limitar las
infecciones en las primeras horas posteriores a la transmision 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 mayoria de los patdgenos pero no en



los tejidos propios del hospedero y que se les conoce de manera genérica como: patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) (Janeway, 1989). Los receptores celulares
encargados del reconocimiento de los PAMPSs se denominan receptores de reconocimiento
de patrones (PRR: Pattern Recognition Receptor), los cuales se han seleccionado en el
transcurso de la evolucion para reconocer estructuras o productos microbianos (Janeway y
Medzhitov, 1998). Estos productos pueden ser: lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram
negativas, glicolipidos de micobacterias, &cido lipoteicoico de bacterias Gram positivas,
monosacaridos (manosas) de levaduras, ARN de doble cadena de virus, B-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 Soderhdll, 2002).

2.4.1 Mecanismos de defensa celular

Las reacciones de respuesta celular son llevadas a cabo directamente por los
hemocitos. Esta células sanguineas se cree pueden ser analogas a los leucocitos de
vertebrados y estan clasificados en tres tipos dependiendo de la presencia y tamafio de
granulos citoplasmaticos: hialinos, semi-granulares y granulares (Holmblad y Soderhall,
1999). Aunque la proporcion y la funcion 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 Sdderhall,
1988), en cambio los hemocitos hialinos y en menor proporcion los semi-granulares son

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

La fagocitosis es la mas comun de las reacciones de defensa celular, proceso
durante el cual células fagociticas reconocen y se unen a particulas extrafias como
bacterias, esporas, virus o células envejecidas del propio organismo y posteriormente son
internalizadas en una vacuola llamada fagosoma donde son destruidas (Vazquez et al.,
1998; Kim, 2006). La formacion de nodulos y la encapsulacion son respuestas
multicelulares para eliminar las particulas extrafias, que por su tamafio, no pueden ser

fagocitadas por células individualmente (Vazquez et al., 1998). Cuando la invasion se
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produce por una excesiva cantidad de microorganismos, que no pueden ser fagocitados,
los hemocitos proceden a formar nddulos o bien encapsularlos (Bayne, 1990).

2.4.2 Mecanismos de defensa humoral

Las reacciones de respuesta humoral involucran la liberacién y activacion de
moléculas almacenadas dentro de los hemocitos. En los crustaceos el sistema
profenoloxidasa (proPO) esta localizado en forma de proenzima (zimdgeno) en vesiculas
de hemocitos granulares y semigranulares (Soderhall y Cerenius, 1992). Este sistema al
ser estimulado por los PAMPs, se manifiestan reacciones en cascada de serin proteasas
que rompen el zimdgeno proPO pasando a su forma activa fenoloxidasa (Kim, 2006). Esta
enzima es responsable de la oxidacion de fenoles en quinonas, siendo esta Ultima
precursora de la melanina, pigmento pardo-negro al cual, se le adjudican diversas
propiedades bioldgicas tal como la inhibicion de la actividad de enzimas bacterianas y
fangicas (Smith y Séderhéll, 1983).

Ligado a la activacion del sistema proPO por serin proteasas, el sistema de
coagulacion también es activado durante este proceso (lwanaga et al., 1998). Forma parte
importante de las reacciones de defensa en crustaceos, previniendo la pérdida sanguinea
(hemolinfa) a través de las heridas en el exoesqueleto y evitando la diseminacion de
patdgenos por todo el cuerpo (Martin et al., 1991). Como reflejo de la heterogeneidad de
los invertebrados, existen diferentes sistemas de coagulacion de la hemolinfa (Wang et al.,
2001). En camarones la coagulacién es iniciada por la activacion y lisis de hemocitos
hialinos, los cuales liberan transglutaminasa (TGasa) dependiente de Ca** que cataliza la
polimerizacion de la proteina coaguladora (CP) que se encuentra en el plasma y de esta
manera formar el coagulo que cubre la herida (Yeh et al., 1999).

En términos de mecanismos humorales, los péptidos antimicrobianos son efectores
clave en la destruccion y eliminacion de patdégenos (Rowley y Powell, 2007). Estas

proteinas se sintetizan en los hemocitos, se almacenan en los granulos citoplasmaticos en
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forma inactiva y se liberan en respuesta a un estimulo (van de Braak et al., 2002). Estos
péptidos son proteinas que presentan actividad antibacteriana (bacterias Gram positivas),
antiflngica, 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 accion es perforando e interrumpiendo la sintesis de la
membrana celular de microorganismos patdgenos (Yeaman y Yount 2003). Las penedinas,
son péptidos antimicrobianos aislados del plasma y hemocitos de P. vannamei. Se han
caracterizado 3 tipos con alta homologia nombradas peneidina 1, 2 y 3. Su actividad
antimicrobiana esta dirigida predominantemente hacia bacterias Gram positivas y hongos
(Destoumieux et al., 1997, 1999).

Las lectinas de la hemolinfa de crustaceos, también presentan actividad
antimicrobiana.  Son glicoproteinas sin actividad catalitica que se encuentras en la
mayoria de los seres vivos, presentan uno o mas dominios conservados de reconocimiento
a carbohidratos, capaces de discriminar y unirse alternativamente a mono y oligosacaridos
en solucion o en la superficie celular (Costa et al., 2011). En camarones, las lectinas tipo
C (dependientes de Ca **) han mostrado su participacion en la respuesta inmune innata,
actuando como proteinas antimicrobianas y antivirales (Zhao et al., 2009), de
reconocimiento a PRR (Ji et al., 2009), aglutinando y encapsulando hasta su eliminacion
patdégenos (Wang et al., 2009b), ademas de funcionar como opsoninas incrementando la
eficiencia de la fagocitosis (Kawasaki et al., 1989). Se ha documentado que su nivel de
expresion es regulada transcripcional y transduccionalmente después de una infeccién

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

Otra proteina que presenta propiedades antimicrobianas es la lisozima. Esta proteina
cataliza la hidrolisis de las paredes celulares de bacterias (Prager y Jollés, 1996). La
lisozima en camarones peneidos ha sido bien caracterizada, es una proteina especifica de
hemocitos que posee actividad litica en contra de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, incluyendo a Vibrio spp. (de la Re Vega et al., 2006). Su actividad enzimatica
es especifica en hemocitos lisados y se estima que comprende el 4% de la proteina total de

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

El oxigeno es vital para los procesos de vida aerdbica. Sin embargo, alrededor del
5% del oxigeno respirado, se reduce por mecanismos mono o divalente a especies
parcialmente reducidas y reactivas conocidas como especies reactivas de oxigeno (EROs)
(Harman, 1999; Halliwell y Gutteridge, 1989). De esta manera, los organismos aerdbicos,
estan continuamente generando EROs en respuesta tanto a estimulos externos como
internos y los intermediarios reactivos de oxigeno (IROs), como anién superéxido (.0™),
oxigeno singlete (*O,), peréxido de hidrégeno (H.0,) y radical hidroxilo (.OH)
producidos durante este proceso son altamente toxicos a microorganismos, por lo que son
reconocidos por tener un papel importante en la defensa inmune, ademas de intervenir en
multiples procesos biolégicos (Lambeth, 2004). Cuando el balance entre la produccion de
EROs y las defensas oxidantes se pierde producen estrés oxidativo, lo que puede ocasionar
dafio en membranas celulares, material genético y otros componentes celulares (Liu et al.,
2007). Cuando se produce una reaccion en cadena generada por un estrés oxidativo agudo
0 cronico, puede provocar dafios masivos en tejidos y 6rganos ocasionando incluso la

muerte del organismo (Chien et al., 2003).
2.5.1. Especies reactivas al oxigeno
Oxigeno singlete

En su estado basal el oxigeno molecular (O,) no es reactivo, sin embargo durante la
actividad metabdlica y bajo cierta condiciones de factores de estrés abioticos y bidticos
(temperaturas extremas, radiacion, enfermedades, etc), puede alcanzar excesivos estados
de excitacion y reactividad, dando lugar a radicales libres (Scandalios, 2005). El 'O, se
produce por varias rutas quimicas y fotoquimicas, frecuentemente se produce por
reacciones de fotosintesis, en donde las moléculas absorben luz de una longitud de onda
especifica alcanzando un estado de alta energia, en este estado puede interactuar
directamente con otras moléculas transfiriendo la energia adicional a otra molécula blanco
(Asada y Takahashi, 1987).
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Anion superdxido

En sistemas bioldgicos, el .0 puede actuar tanto como oxidante o como reductor,
su dismutacion produce H,0, espontaneamente o por catélisis de la enzima antioxidante
superdxido dismutasa (Fridovich, 1998). Durante el proceso de fagocitosis los hemocitos
hialinos liberan agentes citotoxicos con el fin de eliminar microoganismos patogenos, esto
se conoce como explosion respiratoria y es acompafiado de un rdpido incremento en el
consumo de oxigeno (Rosales, 2006). La explosion respiratoria es activada por la
estimulacion de la membrana del hemocito y tras dicha estimulacion, la enzima NADPH

oxidasa presente en la membrana celular reduce el O, en .0 (Roos et al., 2003).
Peroxido de hidrégeno

La reduccion del anion superdxido produce perdxido de hidrégeno, el cual no es un
radical libre, es un intermediario reactivo de oxigeno, porque todos sus electrones estas
apareados (Loschen et al., 1974). A menudo, la reduccidon de algunos productos de
oxigeno son referidos erroneamente como radicales libres, porque quimicamente un
radical libre es definido como un atomo o molécula que en su orbital mas extremo de su
estructura tiene un electron sin aparear (Velazquez-Paniagua et al., 2004). La ausencia de
carga, le permite al H,O, difundirse facilmente a través de las membranas celulares, no se
encuentra dentro de compartimentos celulares (Fridovich, 1998). La exposicion a H,0,
puede dafiar directamente muchos componentes celulares, también esta involucrado en
rutas como muerte celular programada o apoptosis (Halliwell y Gutteridge, 1999). La bien
conocida reactividad del H,O, 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 tdxico
radical hidroxilo (Fridovich, 1998).

Radical hidroxilo

Es el mas reactivo de los radicales de oxigeno, con un fuerte potencial de dafio
biolégico porque es capaz de reaccionar con todas las moléculas (Halliwell y Gutteridge,

1999). Tiene una vida muy corta in vivo (del orden de 107 segundos), lo que le permite
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actuar tnicamente en el lugar de su formacion o en su proximidad (Pastor et al., 2000). Se
genera a partir del anion superdxido y del peréxido de hidrégeno mediante la reaccion de
Haber-Weiss:

Oy—+ H,0, Oy + OH- + OH-

Sin embargo, como el peroxido de hidrogeno y el superdxido no pueden reaccionar
directamente in vivo, la activacion es catalizada por iones de metales en transicion (hierro
y cobre), siendo los iones hierro, aparentemente los mas probables promotores de las
reacciones de los radicales libres (Liochev y Fridovich, 1994). Esta reaccion ocurre segin
se describe en la llamada reaccién de Fenton:

Fe+2 + H,0O; Fe+3 + OH- + OH-

El dafio bioldgico causado por el .OH™ que mejor se ha estudiado, es la reaccion en
cadena conocida como peroxidacion lipidica o lipoperoxidacién. Cuando este radical se
forma cerca de las membranas celulares, puede atacar los acidos grasos presentes en los
fosfolipidos que las constituyen, preferentemente los poli-insaturados como el acido

araquidénico (Korc et al., 1995).
Especies reactivas de Nitrégeno

Muchas células también producen oxido nitrico, 0 mondxido de nitrégeno (NOe),
que es sintetizado a partir de la L-arginina por la enzima oxido nitrico sintetasa. E1 NOe
puede reaccionar con el .O? para formar el anién peroxinitrito (ONOO-) un potente
agente oxidante (Fang, 2004). Cumple funciones de sefializacion importantes en el control
de la presion y flujo sangineo, su solubilidad es similar a la de H,O, por lo que se difunde
facilmente a través de las membranas celulares (Moncada et al., 1991). Es muy téxico dado
que puede aumentar la toxicidad del superdxido al reaccionar con él y formar peroxinitrito
y en ciertas condiciones, se descompone dando lugar a la formacion del radical hidroxilo y
didxido de nitrogeno (NO,) (Marla et al., 1997).
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2.5.2. Defensa antioxidante

La mitocondria es la principal responsable de la transformacion de energia a través
de la fosforilacion oxidativa, proporcionando el adenosin trifosfato (ATP) requerido para la
funcién celular (Skulachev, 1999). Durante éste proceso se consumen grandes cantidades
de oxigeno, y se estima que del 0.2 al 2% se transforma en .0, por lo que se considera que
el 90% de la produccion basal de las EROs proviene de este organulo 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 enzimaticos y no enzimaticos.

Enzimas antioxidantes

La Superdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1), representa la primera linea 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 metélico que contengan se dividen en
3 clases (Fridovich, 1974): cupro-zinc superdxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), manganeso
superdéxido dismutasa (Mn-SOD) y ferro-superdxido dismutasa (Fe-SOD). En crustaceos
decédpodos se conocen 2 tipos de MnSOD: citosolica (cMnSOD) y mitocondrial
(mMnSOD), la primera carece de un péptido de transito por lo que es retenida en el citosol
y la segunda es transportada a la mitocondria con la ayuda de un péptido de transito
mitocondrial después de la traduccion (Brouwer et al., 2003). La funcion de SOD es
catalizar la dismutacion de los radicales superoxido en peréxido de hidrégeno y oxigeno

que pasan libremente a través de las membranas celulares.

En camarones la actividad de la SOD ha sido estrechamente relacionada con la
estimulacion inmune, enfermedades y estatus de salud (Itami et al., 1994; Chang et al.,
1999, 2003; Campa-Cordova et al., 2002; Mohankumar y Ramasamy, 2006; Wang y Chen,
2006; Cheng et al., 2007; Chiu et al., 2007). Asi mismo, aunque son escasos los trabajos, se
han investigado los cambios en los perfiles de expresion tanto de cMnSOD y mMnSOD

bajo diferentes estimulos (inmunoestimulantes, infeccion por parasitos y virus) en
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hemocitos y hepatopancreas (Cheng et al., 2005; Gomez-Anduro et al., 2006; Zhang et al.,
2008).

La Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) Es una hemoproteina formada por cuatro
subunidades idénticas de aproximadamente 50-60 Kd, se localiza en la matriz de la
mitocondria y en los peroxisomas (Garcia et al., 2000). Cataliza la descomposicion de H,0,
a agua y oxigeno, protegiendo de esta manera a las células del dafio oxidativo producido
por H,O y .OH (Chelikani et al., 2005). Esta enzima es una de las mas eficientes, no es
saturada bajo ninguna concentracién de H,O, y juega un papel importante en la adquisicion
de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las células (Hunt et al., 1998;
Lledias et al., 1998).

Se ha detectado la actividad de catalasa en varias especies de crustaceos, como el
langostino Macrobrachium malcolmsonii (Arun et al., 2003), el cangrejo Carcinus maenas
(Orbea et al., 2000), el camaron rojo Aristeus antennatus (Mourente y Diaz-Salvago, 1999)
y el camardn blanco Litopenaeus vannamei (Tavares-Sanchez et al., 2004). También se ha
determinado su actividad como defensa antioxidante ante diferentes factores de estrés,
como son radiacion solar, en los anfipodos 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). Asi mismo, se ha estudiado el efecto que vitaminas,
probidticos e inmmunoestimulantes tienen sobre su actividad (Liu et al., 2007; Castex et
al., 2010; Gopalakrishnan et al., 2011, respectivamente) y en su perfil de expresion (Zhang
et al., 2008; Ji et al., 2009; Liu et al., 2010).

La Glutation peroxidasa (GPX) (EC 1.11.1.9) es una enzima tetramérica formada
por cuatro subunidades idénticas y cada una con un atomo 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 hidroperoxidos de acidos grasos y el H,O, usando como

agente reductor el glutation reducido (GSH) (Sies et al., 1997). La GPx y la glutation
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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 acttan a la par; la CAT
actla en presencia de altas concentraciones de H,O, y la GPx lo hace a concentraciones

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

La actividad de GPx se ha detectado en el cangrejo Carcinus maefias (Orbea et al.,
2000), en branquias y hepatopancreas de M. rosenbergii (Dandapat et al., 2003) y en
Fenneropenaeus chinensis (Ren et al., 2009). Ademas, se ha determinado que la actividad
de GPx puede ser modificada por la suplementacion 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 enzimaticos

El &cido ascorbico o vitamina C, es un antioxidante soluble que se pierde facilmente
por lixiviacion (Coklin, 1995). Posee un alto potencial reductor, permitiéndole participar en
la reduccion directa del oxigeno y funcionando de esta manera como sustrato donante en las
reacciones de las peroxidasas (Mayes, 1997). Asi mismo, inhibe la formacion de radicales
superoxido, radical hidroxilo e hidroperédxidos de lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1999;
Chao, 2002).

En la acuacultura se tiene conciencia de la importancia de la vitamina C. Mientras
que la mayoria de los animales pueden sintetizar esta vitamina, los peces y crustaceos
carecen de la enzima gulonolactona oxidasa, que es necesaria para su biosintesis
(Chatterjee, 1973). La deficiencia de esta vitamina en la dietas de camarones causa
disminucion del crecimiento, problemas durante la muda, menor resistencia al estrés y altas
mortalidades (He y Lawrence, 1993a). Su funcion 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; Lépez et al., 2003; Kanagu
etal., 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
celulas del estrés oxidativo eliminando las EROs que causan dafio a las células y prevenir la
peroxidacion de lipidos en animales marinos (Miki et al., 1994). La funcion de los
carotenoides en la acuacultura va desde pigmentacion, funciones antioxidantes, como
fuente de provitamina A, proteccion celular de dafio fotodindmico, aumento del potencial
reproductivo y de crecimiento, ademés 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 crustaceos. Sin embargo, los resultados reportados

por varios autores aun son contradictorios (Lifian-Cabello et al., 2002).

El a-tocoferol (vitamina E), es un antioxidante liposoluble que remueve las EROs
de las células (Fridovich, 1998). Debido a su naturaleza hidrofébica, se localiza
exclusivamente dentro de la bicapa lipidica de la membrana celular de plantas, mientras que
los animales deben adquirirla en la dieta (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las propiedades
del a-tocoferol son resultado de su habilidad para eliminar tanto el anion superéxido y los
perdxidos, representa la primera linea de defensa contra la peroxidacién lipidica y del

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

Investigaciones han demostrado que la vitamina E actua 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 varian entre las diferentes especies de crustaceos,
por lo cual se considera que ciertos factores tanto ambientales como fisioldgicos
contribuyen de manera importante en la inmunidad de estas especies (Vazquez et al., 1998).
Investigaciones actuales, sobre el sistema inmune de camarones, han demostrado que es
posible aumentar la resistencia a enfermedades mediante la ingestion 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 mayoria son compuestos quimicos 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 area de nutricion animal por producir
poliaminas, las cuales incrementan la maduracién intestinal (Peulen et al., 2000). Ademas,
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 patdgenos (Reyes-Becerril et al., 2008a).

A nivel experimental, los aditivos alimentarios mas utilizados para evaluar los
efectos que provocan sobre el sistema inmune de camarones retados con WSSV han sido
los LPSs y los (3-1,3/1,6 glucano (Itami, et al., 1998; Chang et al., 1999, 2003). Los f3-
glucanos son estructuralmente conjuntos de homopolimeros de glucosa, generalmente
aislados de paredes de bacterias, hongos, algas, cereales, levaduras y hongos (Zekovic y
Kwiatowski, 2005). Su actividad esta influenciada por su grado de divergencia, tamafio y su
ultraestructura molecular. Los mas activos tienen una estructura en comun: consiste en una
cadena principal que integran unidades de B-D-glucopiranosil (glucosa) unidas unas a otras

en la posicion (1,3) con cadenas laterales de p-D-glucopiranosil unidas a la posicion (1,6).
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Estas 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 esté 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-Cordova 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. Nutrigendmica

Mientras que las investigaciones tradicionales sobre nutricion 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
ultimas décadas, estudios clinicos y epidemiolégicos, han indicado muchas relaciones entre
la nutricion y la salud. La desequilibrada ingesta de nutrientes son conocidos por estar
asociados con el desarrollo de enfermedades crénicas que demuestran que los productos
quimicos alimenticios tienen efectos directos sobre procesos genéticos moleculares (Lau et
al., 2008). Los genes se activan y desactivan de acuerdo a las sefiales metabdlicas que el
nucleo celular recibe de factores internos, por ejemplo las hormonas, y factores externos
como nutrientes, los cuales se encuentran entre los méas influyentes de los estimulos
ambientales (Harland, 2005).

A principios del desarrollo evolutivo, los nutrientes ingeridos por los organismos
funcionaban como sefiales primitivas que encendian y apagaban las vias de sintesis o de
almacenamiento durante los periodos de hambre o en periodos de abundancia de alimento.
A medida que los organismos se volvieron mas complejos, se conservo la capacidad de

responder a las sefiales que un nutriente o nutrientes ejercen sobre la regulacion de la
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expresion de genes que codifican a las proteinas del metabolismo energético, la
diferenciacion celular y del crecimiento (Kaput et al. 2005).

Numerosos componentes de la dieta pueden alterar los eventos genéticos y asi
influir en la salud. Ademés de los nutrientes esenciales, tales como carbohidratos,
aminoacidos, &cidos grasos, calcio, zinc, selenio, &cido félico 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 prevencion de la salud y la enfermedad. A menudo los
componentes bioactivos de los alimentos modifican varios procesos simultdneamente
(Torrénen et al., 2005).

Los productos quimicos alimenticios pueden afectar la expresion de genes directa o
indirectamente. A nivel celular, los nutrientes pueden: 1) actuar directamente como
ligandos para los receptores de factores de transcripcion, 2) son metabolizados por las vias
metabolicas primarias o secundarias, alterando asi concentraciones de sustratos o
intermediarios involucrados en la regulacion génica o la sefializacion celular, o 3) alterar las
vias de transduccion de sefiales y la sefializacion (Kaput et al., 2004; Kaput y Rodriguez
2004).

La secuenciacion del genoma humano y de otros organismos ha provocado el
desarrollo de toda una serie de metodologias cientificas. Estas nuevas areas de estudio
cientifico generalmente incluyen el sufijo “omicas”. L0s avances tecnicos han
proporcionado nuevas herramientas que permiten un alto rendimiento en el enfoque
gendmico. De las 50 o mas términos “omicas” acufiados, la nutrigendmica abarca sélo
cuatro, nombrados como: transcriptémica o tecnologia de microarreglos, el cual supervisa
la alteracion de los niveles de ARNm presentes en una célula, tejido u érgano (Scheel et al.,
2002), protedmica, abarca la determinacion de la estructura proteica, la expresion e
interacciones moleculares (Kussman et al., 2005), metabolomica, examina los cambios en

los metabolitos (intermediarios de bajo peso molecular) involucrados en el metabolismo
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(German et al., 2003) y epigendmica, que determina los patrones de metilacion, impresion
y empaquetamiento del ADN tanto espacial como temporalmente (Beck et al., 1999).

Esta informacion ha disparado un rapido avance en la industria alimenticia acuicola,
que comienza a utilizar las herramientas técnicas comprendidas dentro de la nutrigenémica
para entender como diferentes componentes de la dieta influencian los mecanismos
moleculares los cuales a su vez determinan la fisiologia de camarones (Gillies y Faha,
2003; Paoloni-Giacobino et al., 2003). En este sentido, se ha reportado que la sustitucién de
proteina animal por proteina vegetal en dietas pueden causar cambios significativos en la
expresion de genes de peces, debido al alto contenido de compuestos bioactivos como
agentes fitoquimicos, antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas y precursores

de vitaminas (Gémez, 2007).

Las respuestas inmunes en los organismos imponen costos energéticos muy altos.
Por lo tanto, el requerimiento de nutrientes para un estatus de salud 6ptimo se espera sea
mas alto que para su crecimiento. Por otro lado, ciertos nutrientes estan especialmente
implicados en el incremento de la inmunidad. Estos incluyen algunas vitaminas, minerales,
acidos grasos ®3, fosfolipidos, carotenoides y nucledtidos (Merchie et al., 1998; He y
Lawrence 1993a; Liu et al., 2007; Lavens y Sorgeloos, 2000; Lifian-Cabello et al., 2002;
Supamattaya et al., 2005). Asi mismo, existen moléculas ampliamente utilizadas como
inmunoestimulantes, los tres mas comunes probados en camarones son: Lipopolisacaridos
(LPS), glucanos y peptidoglicanos (Newman y Bullies 2001). El efecto que se ha
demostrado en la mayoria de estos estudios es un aumento en la resistencia de los
camarones a factores de estrés medioambiental y a enfermedades infecciosas, y s6lo unos
pocos se han enfocado en las implicaciones fisioldgicas de los cambios en los niveles de
expresion de genes, provocados por los cambios en la dieta (Wang et al., 2008; Chavez-
Calvillo et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Los camarones Farfantepenaeus californiensis, es una especie que se desarrolla
bien a temperaturas méas frias que Litopenaeus vannamei. Ademéas de tener potencial
acuicola, se esta trabajando para intensificar su cultivo, particularmente durante el invierno
que es factible su rotacion con L. vannamei (Ocampo et al., 2003; Moran-Morales et al.,
2006). Por lo tanto, es fundamental conocer las bases moleculares involucradas en los
procesos de defensa que ayudarian a disefiar estrategias para la prevencion y control de las
enfermedades. Ademas, los invertebrados comprenden mas 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 afios 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 camardn (Chang et al., 1999, 2003).

4. HIPOTESIS

Si los componentes principales de la pared celular de la levadura Debaryomyces
hansenii son los glucanos que al igual que la vitamina E y B-caroteno se han reportado son
capaces de inhibir la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno en organismos bajo
diferentes factores de estrés a través de la activacion de respuestas de defensa celulares y
humorales entre las que se encuentran las enzimas antioxidantes SOD y CAT, entonces la
administracion de Debaryomyces hansenii directamente en tanques de cultivo incrementara
la actividad de enzimas antioxidantes en camarones. Del mismo modo, dadas las
caracteristicas anteriores, camarones alimentados con dietas suplementadas con -glucano,
vitamina E y B-caroteno tendrdn una mayor resistencia a una infeccién experimental con

WSSV. Ademas, el uso de métodos de tamizaje a gran escala basados en técnicas
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gendmicas 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 [-glucano,
vitamina E y [-caroteno incluidos en dietas para camarones modifican el sistema
antioxidante. Ademas, identificar genes inducidos bajo tales condiciones alimenticias y al

mismo tiempo retados con WSSV.

5.2. Objetivos especificos

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

hansenii.

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

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

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

antioxidantes en hepatopéancreas y musculo de F. californiensis retados con WSSV.

4.- ldentificar genes relacionados con el sistema inmune en hepatopancreas de F.

californiensis alimentados con p-glucano y retados con WSSV.

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

infeccion con WSSV en camarones inmunoestimulados.
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6. METODOLOGIA
6.1. Bioensayo del efecto antioxidante de levaduras.
6.1.1. Cultivo de cepas

Las tres cepas experimentales fueron obtenidas de la coleccion de levaduras del
Centro Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR). Dos de las cepas utilizadas
fueron aisladas del medio marino [Debaryomyces hansenii (DH5 y DH6)] y la otra de
citricos [D. hansenii (LL1)]. Previo a los bioensayos, las cepas mantenidas en cri-
conservacion (-80°C) 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 extraidas del agar y suspendidas en tubo de ensaye conteniendo 10 mL de agua de
mar estéril (filtrada con poro de 0.2 um), la suspension de levaduras fue concentrada hasta
alcanzar una absorbancia de 1.0 a una densidad 6ptica de 540 nm (colorimetro, Linson 3,
USA) equivalente a 1 x 10° UFC/mL. Ademas, se emple6 B-1,3-glucano extraido 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 acuicola del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
S.C. (CIBNOR). Los camarones juveniles de L. vannamei (8 = 0.2 g) fueron aclimatados
durante 15 dias en tanques de fibra de vidrio de 1500 L con agua de mar filtrada (5 pm) a
28°C con aireacion continua y fueron alimentados ad libitum con una dieta comercial
(PIASA, 35% de proteina) por la mafiana y la tarde (9:00 y 17:00 h).

6.1.3. Disefio experimental

El primer bioensayo tuvo una duracion de 15 dias. 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

B-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 alimentacién diaria fue ad libitum con la dieta
comercial y horario sefialados 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; oxigeno disuelto:
>4 mg/L. Mediante sifoneo se elimino 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*
UFC/mL); 3) DH5 (1 x 10° UFC/mL); 4) DH6 (1 x 10* UFC/mL); 5) DH6 (1 x 10°
UFC/mL) y 6) B-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 (B-1,3-glucano) se basaron en el trabajo de Campa-Cérdova et al. (2002). La
inoculacién de los tratamientos en el agua de cultivo se repitié después de cada recambio,
excepto laminarina que se agregd una dosis cada 7 dias.

El segundo experimento tuvo la misma duracion y condiciones de cultivo que se
sefialaron en el primer bioensayo. Los tratamientos utilizados fueron los siguientes: 1)
Control (sin inmunoestimulante); 2) LL1 (1 x 10* UFC/mL); 3) LL1 (1 x 10°> UFC/mL); 4)
LL1 (1 x 10° UFC/mL); y 5) B-1,3-glucano (0.20 mg/mL).

6.1.4. Obtencién 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™?, México) a partir de la regién ventral del primer
segmento abdominal. La jeringa se cargd con una solucion isotdnica para camaron 'y EDTA
como anticoagulante descrita por Vargas-Albores et al. (1996): (SIC- EDTA-Na,) (NaCl
450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM, EDTA-Na; 10 mM, pH 7.3, 850 mOsm/kg)
previamente enfriada a 4°C en una proporcion 2:1 (2 volimenes de SIC-EDTA por cada
volumen extraido de hemolinfa). EI CTH se realizé conforme a la técnica descrita por
Campa-Cérdova et al. (2002) en donde a 100 puL de hemolinfa con anticoagulante se le
aplican 400 pL (1:4) de formaldehido al 4%. Los hemocitos se cuantificaron en una cdmara
Neubauer, utilizando un microscopio Optico binocular (Olympus CX21, USA) con el
objetivo de 400x.
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6.1.5. Cuantificacion de proteina (CP)

La CP en los hemocitos provenientes de la hemolinfa (mg/mL) se determiné por el
método de Bradford (1976), en un lector de micro placa (Modelo 3550, Bio Rad
Laboratories, USA) y una prueba de micro-determinacion de proteina (N° Cat. 500-0006,
Bio-Rad Laboratories, USA) realizandose la lectura a una longitud de onda de 595 nm. Se

efectud una curva a partir de los reactivos estdndares que posee la prueba antes sefialada.
6.1.6. Evaluacidn de enzimas antioxidantes

La SOD se determin6 por el método descrito por Campa-Cérdova et al. (2002);
Reyes-Becerril et al. (2008a). Brevemente, se utilizd NBT en presencia de riboflavina. Se
colocaron 10 pL v/v de hemolinfa y buffer fosfatos de potasio (50 mM, pH 7.8) con 200 pL
de la mezcla de reaccion (0.1 mM EDTA, 13 uM metionina, 0.75 mM NBT, 20 uM
riboflavina, 50 mM buffer de fosfatos, pH 7.8). Esta solucién fue expuesta a luz

fluorescente (1 min) o cuando el control lograra una densidad 6ptica de 0.2-0.25 a 570 nm.

La actividad CAT se evaluo6 con una prueba comercial (Sigma, C-9284). El método
determina el decremento de la concentracion de peroxido de hidrégeno a una longitud de
onda de 240 nm y un coeficiente de extincion de 40 M™ cm™. Se consider6 que una unidad
de CAT descompone 1 umol de H,0, min™ en 50 mM de buffer fosfato a pH 7 ajustando la
absorbancia de la solucion a 0.5 + 0.01. La actividad de CAT fue expresada en términos de

unidades (umoles de substrato transformado a producto min™) por miligramo de proteina.
6.2. Bioensayo de inmunoestimulacion y estrés oxidativo
6.2.1. Aditivos alimenticios

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

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

Las dietas para camarones fueron formuladas con la ayuda del paquete MIXIT-
Win™R (Agricultural Sofware Consultants, Inc., San Diego, Ca., USA). Para la fabricacion
de las dietas se siguio la metodologia empleada por Civera y Guillaume (1989). Se fabrico
un alimento base (control) de acuerdo a los requerimientos nutricios reportados para
camaron (Colvin & Brand, 1977; Akiyama y Dominy, 1989; ), al cual se le adicioné el
aditivo alimenticio a evaluar; la vitamina E se adicion¢ al 0.01%, el B-glucano se incorporo
al alimento base a un nivel de inclusion del 0.1% y el B-caroteno al 0.01% (Tabla 2). Se us6
aceite de girasol para compensar el aporte lipidico de los pigmentos carotenoides. Para
garantizar una granulometria uniforme y eliminar impurezas de cada ingrediente que
pudiera afectar la composicion final del alimento, fueron tamizados todos los ingredientes
solidos a través de un tamiz de 250 um. 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 dibasico de sodio)
en una mezcladora (KITCHEN AIDMR) durante 20 minutos (Tabla 3y 4).

Paralelamente se hizo una emulsién con el aceite de higado de bacalao, colesterol,
aceite de girasol, lecitina de soya y BHT. En la emulsion de cada alimento se adiciond el
aditivo correspondiente (B-caroteno, PB-glucano y vitamina E). Se mezclaron los
ingredientes secos con la emulsion durante 10 min y posteriormente se adiciond
aproximadamente un 40% de agua del peso total de la masa del alimento. La masa obtenida
fue extruida en tres ocasiones en un molino de carne (TORREYMR Monterrey, N.L.,
México) hasta obtener pellets de 2 mm de diametro, 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 peridédicamente 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 plastico negras, etiquetadas y

almacenadas en refrigeracién (4°C) hasta su uso.
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6.2.3. Analisis quimicos

En las diferentes dietas se determinaron por triplicado la humedad (A.O.A.C.,1995,
N° 930.15), proteina 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 energia (cal/g) en un calorimetro adiabatico (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 contenian 200 ml de agua destilada a 27°C. EI alimento
se mantuvo en inmersion durante una hora, sin agitacion 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 vacio. El papel filtro con el alimento residual se secé en una estufa con flujo
de aire a 70 °C por 24 horas. Los calculos para determinar la estabilidad de las muestras en
el agua, fue en base a la siguiente formula: %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. Composicion de las diferentes dietas utilizadas durante el primer experimento.

Vitamina

Ingrediente Control © | Glucano | Caroteno E

(9/100 g dieta) EBHum | EBHum | EBHum | 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 higado
bacalao
(AcHBO0704) 2.46 2.46 2.46 2.46
Lecitina de soya
(LSoy0607) 1.50 1.50 1.50 1.50
Acido alginico
(Sigma A-7128) 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla
vitaminas
(VITCRU0604) 1.80 1.80 1.80 1.80
Fosfato dibasico
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
Emulsion
EPAX1040 0.00 0.00 0.00 0.00
Emulsion
EPAX4510 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tabla 3. Composicion de la premezcla de vitaminas

Premezcla de Vitaminas Catélogo g/kg de
premezcla

Vitamina A Acetato (20,000 UI/g) ICN* 160079 5
Vitamina D5 (850,000 Ul/g) ICN 160107 0.001
acetato dl-alfa-tocoferol (250 Ul/lg) ~ SIGMA? T-3376 8
Menadiona (vitamina K) ICN 102259 2
Tiamina-HCI ICN 103029 0.5
Riboflavina (B,) ICN 102813 3
Piridoxina-HCI (Bg) ICN 102777 1
Pantotenato de Calcio ICN 101228 5
Acido nicotinico (Bs) ICN 102446 5
Biotina ICN 101023 0.05
Inositol ICN 102052 5
Vitamina By, ICN 103271 0.002
Acido folico ICN 101725 0.18
alfa-celulosa SIGMA  C- 8002 865.267

1 ICN Biomedicals Inc. Ohio. USA. “Sigma Co. St. Louis. USA

Tabla 4. Composicion de la premezcla de vitaminas

Minerales Catalogo | g/100 g de
SIGMA' | 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

ISigma Co. St. Louis. USA
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6.2.5. Organismos experimentales

Los organismos silvestres F. californiensis fueron capturados en Bahia de La Paz,
BCS, y trasladados a las instalaciones del Centro de Investigaciones Bioldgicas 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
aireacion constante, se realizaron recambios diarios del 30-50% y se alimentaron ad libitum
con alimento peletizado con 30% de proteina. Las condiciones de la calidad de agua en las
que se mantuvieron fueron: temperatura 24+1°C, salinidad: 35+1 ups; oxigeno disuelto: >4
mg L. 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 analisis 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 1Q-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, USA).

6.2.6. Obtencion de tejido infectado con WSSV

Los organismos utilizados para llevar a cabo la infeccion, provienen de brotes de
WSSV de granjas acuicolas dedicadas al cultivo de camardn de la zona centro del estado de
Sinaloa, durante los meses de Febrero-Marzo del 2008 y mantenido en congelacién a —
70°C. Para confirmar que el tejido a utilizar es positivo para WSSV, se llevé a cabo una
reaccion de PCR utilizando el kit comercial 1Q-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp,
USA).

6.2.7. Preparacion del inoculo

Previo a la realizacion de los bioensayos, tejidos de camarones infectados con
WSSV vy almacenados a —80°C fueron macerados y homogenizados de acuerdo a la
metodologia descrita por Huang y colaboradores (2001). Los tejidos infectados fueron
macerados y homogenizados en una licuadora doméstica (Osterizer® 4655, USA) en
proporcion 1:4 (v/iw) 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. EIl sobrenadante fue filtrado utilizando un

filtro estéril Acrodisc® de 5 um (Gelman Sciences, USA), ¢l producto de esta filtracion se
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pasé a través de un filtro de membrana de 0.45 um de poro y finalmente, el producto de

esta segunda filtracion fue alicuotado y almacenado a -80°C hasta su posterior uso.
6.2.8. Disefio experimental

Se prepararon 5 dietas experimentales y un control, el nivel de inclusion de cada
inmunoestimulante que se utilizo, se establecio de acuerdo a experimentos anteriores en
donde previamente se determind la concentracion que mejor estimula el sistema de defensa
del camarén: Caroteno 0.01%, Glucano 0.1% (Flores-Leyva, 2006; Chang et al., 2003,
respectivamente), la vitamina E se suministré en un nivel de 0.01% (Fernandez-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 composicion de cada una de las dietas. Los juveniles de F.
californiensis durante 23 dias previos al reto, fueron alimentados ad libitum, ajustando la
cantidad diariamente en funcion del alimento consumido. Las condiciones de la calidad de
agua en las que se mantuvieron fueron: temperatura 24+1°C, salinidad: 351 ups; oxigeno
disuelto: >4 mg/L. Se hicieron recambios de agua diarios del 30%. Se registr6 diariamente
la temperatura (termometro de mercurio), el oxigeno (oximetro YSI 55-12FT), pH

(Potenciometro Orion Research Sa250) y salinidad (refractometro Sper Scientific 300011).
6.2.9. Infeccién experimental

Los camarones fueron infectados individualmente inyectando el indculo viral en el
cuarto segmento abdominal. El control negativo fue inoculado con buffer PBS.
Posteriormente, se continu6 con el programa regular de alimentacién, incluyendo los
tratamientos. Los muestreos se llevaron a cabo a las 0, 1, 6, 12, 24 y 48 h postinfeccion.

Finalmente la seleccion de sobrevivientes a las 96 h post-infeccion.
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6.2.10. Coleccidon de muestras

Antes del reto fueron colectados de 3-5 organismos por tratamiento, se extrajo la
hemolinfa e inmediatamente los organismos fueron congelados en nitrégeno liquido, para la
cuantificacion de parametros inmunitarios como: cuantificacion 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 sacrificaran de 3-5 camarones y como en la etapa anterior, fueron

congelados inmediatamente en nitrégeno liquido, para su posterior anélisis.
6.2.11. Medidas sanitarias

Para evitar una contaminacion cruzada, el equipo de uso comun para las mediciones
de parametros fisico-quimicos, y todo el material y equipo necesario para llevar a cabo el
bioensayo (redes, cubetas, linea de aire, piedras aireadoras, etc.) fue enjuagado cada vez
que se utilizd con una solucion de cloro al 2%. Otra medida de prevencion fue separar
fisicamente los controles negativos de los acuarios con las replicas de cada bioensayo
(Hasson et al., 1995). Ademéas cada uno de los acuarios se cubrié con una malla
mosquitera, para evitar que los camarones saltaran fuera de los acuarios. Estas medidas
también incluyeron un adecuado lavado y desinfeccion de todo el material al iniciar y
finalizar el experimento. Para la desinfeccion se utiliz6 hipoclorito de sodio al 0.05%,
neutralizando los residuos de cloro con tiosulfato de sodio al 0.07% (Lotz, 1997a). Por
altimo, el agua producto de los recambios, fue desinfectada por hipercloracion con cloro
activo en polvo al 90% de pureza por 24 horas (Lotz, 1997 a). Se evit6 el transito a la sala
de bioensayos a personas ajenas al estudio. Asi como también, se usaron dentro de la sala,

bata de laboratorio y botas de caucho.
6.2.12. Diagnostico de WSSV por PCR de organismos infectados

A las muestras obtenidas durante el desarrollo de los experimentos, se les disectaron
los pledpodos y fueron preservados en congelacidn hasta su posterior analisis por PCR; esta

es una de las herramientas de diagnostico mas efectivas para la deteccion de WSSV. En
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este estudio se llevo a cabo la reaccion 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 1Q-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp, USA).

6.2.13. Evaluacion de enzimas antioxidantes

Para la determinacion las enzimas catalasa y superdxido dismutasa, se seccioné del
camaron el hepatopancreas y los 2 primeros segmentos abdominales, los cuales fueron
mantenidos en congelacién a -20 °C hasta el momento de realizar los analisis. De acuerdo a
Campa-Cordova et al. (2002), la enzima superoxido dismutasa (SOD), es considerada una
molécula asociada a la modulacion de la respuesta inmune en crustaceos. Para esto, se
maceraron aproximadamente 100 mg de tejido (hepatopancreas y musculo) en 1 mL de
buffer fosfatos (50 mM pH 7.0), este extracto crudo se almaceno a -80°C y posteriormente
fue utilizado en la determinacion de la actividad enzimatica. La actividad de SOD se
determind de acuerdo al método descrito por Beauchamp y Fridovich (1971), utilizando
NBT en presencia de riboflavina. La actividad especifica sera calculada en unidades por mg
de proteina, utilizando un programa de computadora (Vazquez-Juarez et al., 1993). La
actividad enzimatica relativa se expres6 como la tasa de actividad enzimética de camarones
tratados con respecto a la actividad de camarones del control y fue usado como un indice de
la actividad de MnSOD. La actividad de la enzima catalasa se determind utilizando el
método Downs et al. (2001), El perdxido de hidrogeno (H,0,) es el sustrato de la catalasa,
la actividad se determind sobre la base del cambio de la absorbancia a 240 nm durante 3
min. El célculo de la actividad se realizé con el empleo del coeficiente de extincion del
H,0, igual a 0.04 mM™ cm™. Se define la unidad de actividad enzimatica como la cantidad
de enzima que cataliza la transformacion de un pmol de H,O, por minuto bajo las

condiciones del ensayo.
6.3. Analisis estadistico

Se hicieron anélisis de varianza de un via (ANOVA). Los valores P<0.05 fueron

considerados  significativamente diferentes. Cuando se presentaron diferencias
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significativas, se utilizd un analisis a posteriori, usando la prueba de Tukey (HSD) para
identificar la naturaleza de estas diferencias (p<0.05).

6.4. Obtencién de ARN mensajero (ARNmMm)

El ARNm fue aislado del hepatopancreas utilizando TriPure (Roche, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El tejido congelado con nitrégeno liquido fue
triturado en mortero y homogenizado en 1 mL de TriPure. EI homogenizado se centrifugé a
12 000 x g por 10 min, se pasé el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 mL y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, se agreg6 200 ul de cloroformo, se agit6
vigorosamente y se incub6 de nuevo a 3 min a temperatura ambiente. A continuacion se
centrifugd a 12 000 x g, por 5 min, se separ0 la fase acuosa a un tubo limpio y se precipit6
con isopropanol. Se lavo el pellet con etanol al 75%, se decanto el alcohol, se dejo secar, se
resuspendié en 30 uL de agua DEPC y se almacené a -70°C hasta su uso. Se cuantifico la
concentracion de ARN total (ARNt) en un espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific, USA) y se analiz6 su integridad por electroforesis en un gel al 1% de agarosa-

formaldehido.
6.5. Construccién de Genoteca Sustractiva

La sintesis de ADN complementario (ADNCc), la transcripcion inversa del ARNm
del control y del tratamiento (B-glucano) donde se observé mayor resistencia a WSSV se
llevd a cabo utilizando el kit SMART PCR cDNA Synthesis, siguiendo las instrucciones
del fabricante (Clontech, USA). En resumen, 1 pg de ARNt fue mezclado con 7 ul del
primer 3° SMART CDS II A 12 uM y 7 ul del oligonucleétido SMART II A uM. 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 agregé a la mezcla 20 uLL de 5X First-Strand Buffer, 2
uL de DTT a una concentraciéon de 100 mM, 10 uL de 50X dNTP 10 mM, 2.5 de RNAsa
out y 5 uLL de Superscrip Il. Incubandose a 42°C por 95 min. Posteriormente, se agreg6 2
uL de EDTA para detener la reaccion. A continuacion, el ADNc fue purificado por
cromatografia de columna para eliminar nucle6tidos no incorporados y pequefos
fragmentos de ADNCc (<0.1 kb). La primera hebra de ADNc obtenida, fue alicuotada en 80
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uL y combinada con 30 uL. de 10X Advantage 2 PCR buffer, 6 uL. 50X dNTP 10 mM, 6 pL.
del primer 5 PCR IIA 12 uM, 4.5 pL de la mezcla 50X Advantage 2 polymerase y 173.5
uL 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. Hibridacion por Supresion Sustractiva (SSH)

La SSH se llevo a cabo utilizando el kit PCR-Select cDNA Subtraction (Clontech,
USA) vy siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, el ADNCc sintetizado con
SMART de control y tratamiento fue digerido con la enzima Rsal para generar extremos
romos Yy cortos del ADNc de doble cadena. Después se purificé el ADN digerido, usando
un sistema de purificacion basado en columnas con matriz silica utilizando el kit
NucleoTrap PCR (Clontech, USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Después, de
la precipitacion 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 continuacién, 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 pL de buffer de dilucion. Posteriormente, se llevaron
a cabo 2 PCR. En el primer PCR fueron utilizados los primers especificos para el adaptador
1y 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 ligacién 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. Analisis de los clonas

Cada una de las clonas aisladas fueron picadas con palillos estériles, los cuales

fueron lavados en 2 uL de agua milli-Q estéril, este volumen fue utilizado como templado
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para amplificar por PCR utilizando los primers especificos para el vector de clonacion
utilizado. Se seleccionaron las clonas que tenian un tamafio de 250 a 600 pb. Estas fueron
crecidas en 3 ml de caldo LB adicionado con 50 pg/mL de Ampicilina. El cultivo fue
incubado toda la noche a 37°C con agitacion constante a 200 rpm. Se tomaron alicuotas de
800 pL para almacenar a -80°C en stock de glicerol al 80% EI volumen restante fue
utilizado para la extraccion de ADN plasmidico siguiendo el método de Sambrook vy
colaboradores (1989).

6.5.3. Secuenciacion del ADN plasmidico

Los productos clonados fueron secuenciados siguiendo la técnica descrita por
Sanger et al., (1977). Como DNA molde se utiliz6 cada plasmido y como oligonucleétidos
se utilizaron el primer universal de M13. La secuenciacion la realizo el Laboratorio

Nacional de Genémica para la Biodiversidad del CINVESTAV Campus Irapuato.
6.6. Tercer Bioensayo. Evaluacién de expresion génica
6.6.1. Disefio experimental

Para el tercer bioensayo se fabricaron dos alimentos base uno que sirvié como
control y otro que se formul6 como dieta experimental al se le adiciond el aditivo
alimenticio a evaluar que en este caso fue el B-glucano y fue incorporado al alimento base a
un nivel de inclusién 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 Bahia 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 dias previos al reto. La alimentacion y mantenimiento de los
organismos se llevo a cabo como se describe en el punto 6.2.8. Posterior a la etapa de
estimulacion, el reto se llevo 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 (B-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 20pL de PBS camarén™ en el cuarto segmento abdominal con una
jeringa de tuberculina de 1 mL. Los organismos de los grupos B y D fueron inyectados con
20pL de indculo de WSSV. De cada grupo experimental se muestrearon 3 camarones a los
que se les secciono el hepatopancreas, 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 extraccion de ARN. Los pledpodos de los organismos muestreados fueron
seccionados Yy colocados en tubos de 1.5 mL y almacenados a -20°C para el diagndéstico de
WSSV de acuerdo a la técnica descrita por Lo et al. (1996b).

6.6.2. Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se aislo el ARN total (ARNt) de hepatopancreas, musculo, hemocitos, intestino,
branquias y pledpodos 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
espectrofotometro a 260 nm (NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, USA). Para la
sintesis de ADNc se empleo el kit QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI procedimiento del kit comprende 2 pasos
principales: eliminacion del ADN gendémico (ADNg) utilizando un tampon de destruccion
de ADNg denominado Wipeout; 1ug de ARNt es incubado con 2 pL de Wipeout a 42°C
por 2 min. Después de la eliminacion del ADNg el segundo paso es la transcripcion reversa
usando una mezcla maestra preparada con transcriptasa inversa “Quantiscript”, tampén RT
“Quantiscript”, mezcla de primers RT y agua hasta completar un volumen de 20 pL. La
reaccion de la RT se llevo 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 (qQPCR).
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6.6.3. Disefio de primers

Para el disefio de los primers, se buscaron las secuencias de CAT y mMnSOD en la
base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (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), camarén
chino (Fenneropenaeus chinensis) y camarén blanco (L. vannamei) (GenBank accession
numbers FJ152102, UO00145, EU102287 and AY518322, respectivamente) y para
mMnSOD se alinearon las secuencias del cangrejo de rio (Procambarus clarkii), langostino
gigante (Macrobrachium rosenbergii), camarén chino (Fenneropenaeus chinensis),
camaron tigre (Marsupenaeus japonicus), y camarén café nortefio (Farfantepenaeus
aztecus) (GenBank accession numbers (FJ892724, EUQ077525, DQ205424, GQ478988,
AY?211086, respectivamente). Los primers fueron disefiados en el programa en linea
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 Amplicon
DFcCAT2 GGAGAGGCCGTCTACTGCAAG/ 266
ACGGCCTACTGGGATGAGTGG
DFcmMnSOD1 TGGAACCTGTCATCTGTGCCG/ 449
TAGGCATGCTCCCACACATCG
gPCR2L8 TAGGCAATGTCATCCCCATT/ 180
TCCTGAAGGAAGCTTACACG

6.6.4. PCR tiempo real (QPCR)

La PCR en tiempo real se ensamblo 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
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Q-Pure Detection version 1.7. Los volimenes de la reaccion se detallan a continuacion y el

programa para la amplificacion de los genes se detalla en la tabla 6.

Tabla 6. Volumenes de cada componente de la reaccion de gPCR

Componente Concentracién Volumen Concentracion
inicial enla reaccion

SsoFast  EvaGreen 2X 7.5 1X
supermix
Primer Fw 10 pM 0.3 400 nM
Primer Rv 10 pM 0.3 400 nM
Agua libre de - 19 -
DNAsas/RNAsas
Total* 10

*El volumen de ADNc usado fue de 5 pL (dilucion 1:20) para obtener un volumen
final de 15 pL

Tabla 7. Condiciones de PCR para los fragmentos de CAT, mMnSOD y gPCR2L8

Procedimiento Temperatura Tiempo N° de ciclos
Activacion de la 95°C 30s 1
enzima
Desnaturalizacion 95°C 10s
Alineacion 60°C 20s 40
Extension 72°C 30s
Anélisis de 65°C-95°C con 5 s por incremento -
disociacion incrementos de 0.5°C

6.6.5. Analisis de expresion

El equipo proporciond los valores de Ct de los 3 genes, CAT, mMnSOD vy
gPCR2L3, los cuales fueron exportados a una hoja de célculo de Microsoft Office Excel
para su analisis correspondiente. Para el analisis de la expresion relativa de los 3 genes se
utiliz6 el método 274 (Livak y Schmittgen, 2001).
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7. RESULTADOS
7.1. Exposicion por inmersion 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 aplicacion de las diferentes cepas y
dosis de levaduras se observa en la Figura 2a. Se detectd un incremento significativo
(p<0.05) en los tratamientos con las cepas DH6 (14 x 10° hemocitos mL™) y LL1 (6 x 10°
hemocitos mL™?) de D. hansenii en la dosis de 1X10° UFC mL™ comparada con los grupos
controles (3-4 x 10° hemocitos mL™). B-1,3-glucano de laminarina y demés dosis de
levadura no generaron incrementos significativos de CTH comparados con sus respectivos

grupos control (Figura 2b).
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Figura 2. Conteo Total de Hemocitos Circulares (CTH) en juveniles de camar6n blanco L.
vannamei expuestos durantes15 dias a dos concentraciones diferentes (1x10* y 1x10° UFC mL™) de

levadura marina (Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una Unica concentracion (0.02 mg L™) de
B-1,3-glucano de laminarina en el primer bioensayo (a), y en el segundo bioensayo (b) a tres
concentraciones distintas (1x10%, 1x10° y 1x10° UFC mL™) con la cepa LL1(Debaryomyces
hansenii) aislada del limén y a B-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas

respecto al control (P<0.05).
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7.1.2. Cuantificacion de proteina (CP)

El contenido de proteina de los hemocitos provenientes de juveniles de L. vanammei
expuestos a la dosis de 1x10* UFC mL™ 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™ respectivamente) (Figura 3a). Los camarones expuestos a la cepa LL1 revela
fluctuaciones de proteina en los hemocitos de 2.4 — 3.6 mg mL™ en sus diferentes dosis de
aplicacion, pero sin que estos valores sean significativos comparados con su grupo control
(3.0 mg mL™) (Figura 3b).
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Figura 3. Contenido de proteinas totales en juveniles de camardn blanco L. vannamei expuestos
durantes15 dias a dos concentraciones diferentes (1x10* y 1x10° UFC mL™) de levadura marina

(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una Unica concentracion (0.02 mg L™) de B-1,3-glucano
de laminarina en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b) a tres concentraciones
distintas (1x10%, 1x10° y 1x10° UFC mL™) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del

limén y a B-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas respecto al control
(P<0.05).

7.1.3. Actividad de la superoxido 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™) comparados con el
grupo control (35.29 U mg™). Contrariamente, los organismos expuestos la dosis de 1x10*
UFC mL™ de DH5 muestras valores significativos inferiores (P<0.05) comparados con el

grupo control (Figura 4a). La cepa LL1 no genero diferencias significativas en la actividad
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SOD respecto al grupo control, presentando valores promedios desde 12 a 18 U mg™
(Figura 4b).

Bioensayo 1 Bioensayo 2

a) b)

Actividad de SOD (U/mg)
8

Control DHS (10%) DH5 (10%)  DH6(10%) DH6(10%) Laminarina Centrol LL1(10%) LL1(10%) LL1(10%) Laminarina

Figura 4. Actividad de SOD en hemocitos de juveniles de camar6n blanco L. vannamei expuestos
durantes15 dias a dos concentraciones diferentes (1x10* y 1x10° UFC ml™) de levadura marina
(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una Gnica concentracion (0.02 mg L™) de B-1,3-glucano
de laminarina en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b) a tres concentraciones
distintas (1x10%, 1x10° y 1x10° UFC mL™) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del
limén y a B-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 patron similar al observado en la actividad de SOD, registrando un incremento
significativo en los camarones tratados con B-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°® UFC mL™ con respecto al grupo
control (2357.33 y 2032.7 U mg™, respectivamente) (Figura 5b).
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Figura 5. Actividad de CAT en hemocitos de camarén blanco L. vannamei expuestos durante 15

dias a dos concentraciones diferentes (1x10* y 1x10° UFC mL™)

levadura marina

(Debaryomyces hansenii) DH5, DH6 y a una Unica concentracion (0.02 mg L™.) de B-1,3-glucano

de laminarina en el primer bioensayo (a) y en el segundo bioensayo (b) a tres concentraciones

distintas (1x10%, 1x10° y 1x10° UFC mL™) con la cepa LL1(Debaryomyces hansenii) aislada del

limén y a B-1,3-glucano de laminarina. (*) Denota diferencias significativas respecto al control

(P<0.05).

7.2. Bioensayo 2.- Inmunoestimulacién de camardn café (F. californiensis) e infeccion

experimental con WSSV.

7.2.1. Composicion quimica de las dietas

En la tabla 8 se muestran los andlisis proximales (en base seca) de todos los

tratamientos. Como se puede observar, la composicion quimica de las 6 dietas es muy

similar, solo varia en los niveles de inclusion de los aditivos alimenticios a experimentar.

Tabla 8.- Analisis proximales comparativos de cada uno de los tratamientos.

Humedad Proteina Extracto Fibra Cenizas ELN Energia
Cruda
Muestra (%) (%) Etéreo (%) (%) (%) (%) (callg)
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 4619.36x 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




XLVII

7.2.2. Crecimiento

Se observaron diferencias significativas en el peso, al final del experimento de
alimentacion con cada uno de los inmunoestimulantes (P<0.05). Los organismos que
fueron alimentados con la dieta que contenia un nivel de inclusion 0.01% de p-caroteno
obtuvieron el mayor peso promedio con 4 g, y el menor rendimiento se obtuvo con la dieta

que contenia un nivel de inclusion de 0.01% de vitamina E con 3.04 g (Figura 6).

—%

Control -caroteno Vitamina E B-glucano

Tratamientos

Figura 6. Peso promedio con las diferentes dietas probadas durante los 23 dias del

bioensayo. Barras verticales = error estandar. * Diferencias significativas (P<0.05).
7.2.3. Mortalidad posterior a la infeccion experimental con WSSV

Se hicieron extracciones de ADN para la deteccion de WSSV por PCR en cada
tiempo de muestreo. Todos los camarones alimentados con los tratamientos experimentales
fueron susceptibles a la infeccién por WSSV. Los signos clinicos inmediatos posterior a la
infeccion fueron: letargia y reduccion en la alimentacion. Los resultados de PCR mostraron
que a las 24 h se amplificé una banda de 296 pb en los organismos del control y los del
tratamiento con f-1,3-glucano, son los Unicos que dan positivo a WSSV (Figura 7 los
carriles estan marcados con un asterisco). A partir de las 48 h que se generaliza la infeccidn
en todos los tratamientos y se generan las mayores mortalidades. Los camarones

alimentados con B-1,3-glucano y B-caroteno mostraron una mortalidad acumulada de 95%
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y 100% a las 144h (6 dias) postinfeccion, respectivamente. Al séptimo dia los organismos
vivos en el tratamiento con B-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

infeccion (Figura 9).

Oh l1h 6h 12h
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Figura 7. Electroforesis de extraccion de ADN con el kit 1Q-2000 (Farming Intelligene Tech. Corp,

w
w
is

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.

848pb —1
—

630pb — 16296 pb

z 1

Figura 8. Gel de agarosa/Sybr Safe al 1%. Carril 1.- Corresponden a organismos colectados vivos;
Carril 2.- organismos muertos, ambos del dia 7 post-infeccion. 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 B-caroteno, $-1,3 glucano y vitamina E durante 23 dias.
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 postinfeccidn se
observd una mayor concentracion de hemocitos en camarones alimentados con los
tratamientos experimentales que en el control. Sin embargo, es a las 6 h donde se registro
una caida drastica en la concentracién en todos los tratamientos junto con el control. En los
organismos tratados con B-caroteno a las 12 h se observd la mayor concentracion de
hemocitos con respecto a los demas tratamientos y el control. En general los organismos
alimentados con B-glucano y B-caroteno registraron las mayores concentraciones de
hemocitos durante todo el experimento, siendo las 12 y 48 h donde observaron las mayores

concentraciones para B-caroteno y B-glucano respectivamente.
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Figura 10. Comportamiento de la concentracion de hemocitos en F. californiensis para cada uno de
los tratamientos y el control, durante el reto con WSSV. Barras verticales = error estandar;

*diferencias significativas (P<0.05).
7.2.5. Actividad de enzimas antioxidantes

En hepatopancreas se observo un incremento significativo (P<0.05) en la actividad
relativa de SOD (RSOD) a las 12 h posteriores a la infeccion, se registr0 una mayor
actividad RSOD (2 veces mas) en camarones alimentados con los 3 tratamientos con
respecto al control (Figura 11a). Mientras que a las 24 h, sélo se registraron diferencias
significativas (Tukey, P<0.05) en la actividad RSOD en los camarones alimentados con
vitamina E y B-glucano. Al tiempo 0 (antes de la infeccidn) se observd un incremento
significativo en la actividad de RSOD en musculo de camarones alimentados con B-
caroteno (Figura 11b). Aunque no se observaron diferencias significativas a la 1 y 6 h post
infeccion, la actividad RSOD de los organismos alimentados con B-glucano se fue
incrementando de manera gradual y es a las 12 h donde se observa un incremento
significativo en camarones alimentados tanto con B-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 sélo los camarones alimentados con B-glucano y con vitamina E

mantuvieron diferencias significativas (Tukey, P<0.05) con el control.
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Figura 11. Actividad relativa de SOD en hepatopancreas (a) y musculo (b) de juveniles de F.
californiensis infectados con WSSV. La dieta de los camarones fue suplementada con B-caroteno,
B-1,3 glucano y vitamina E durante 23 dias antes del reto con WSSV. Barras verticales = error

estandar; *diferencias significativas (P<0.05).

La actividad relativa de CAT en hepatopancreas fue significativamente mayor
(Tukey, P<0.05) en los camarones tratados con vitamina E y B-1,3-glucano al final del
periodo de inmunoestimulacion (0 h) (Figura 12a). En los camarones alimentados con [-
1,3-glucano se observa una respuesta de CAT mas temprana, que mantiene durante las 12 h
postinfeccion, cayendo la actividad a las 24 y 48 h. En el musculo, 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 12y 24 h
en organismos tratados con vitamina E (hasta 3 veces mas con respecto al control). En
todos los tratamientos se registra una disminucion de CAT a las 24 h. Sin embargo, a las 48
h se observo un leve incremento en la actividad en organismos tratados con -1,3-glucano

en relacion al control y el resto de los tratamientos.
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Figura 12. Actividad relativa de CAT en hepatopancreas (a) y musculo (b) de juveniles de F.

californiensis infectados con WSSV. La dieta de los camarones fue suplementada con B-caroteno,

B-1,3- glucano y vitamina E durante 23 dias antes del reto con WSSV. “Significativamente diferente

al grupo control (P<0.05).

7.3. Bioensayo 3.- Andlisis de expresion ARN mensajero (ARNm) de Catalasa (CAT) y

MnSOD mitocondrial (MMnSOD)

7.3.1 Distribucion de ARNm de las enzimas CAT y mMnSOD en tejidos de

camarones F. californiensis sin inmunoestimulacion y sin exposicion a WSSV.

Se utilizo la técnica de PCR tiempo real (qQPCR) para investigar la distribucion de

los transcritos de CAT y mMnSOD en tejidos de camardn. Los resultados obtenidos

mostraron que el transcrito de mMnSOD fue méas abundante en todos los tejidos que el

transcrito de CAT (Figura 13), observandose en pledpodos la mayor abundancia, seguido

de intestino y branquias. En CAT el nivel de expresion mas alto se observo en

hepatopancreas y pledpodos, mientras que el nivel mas bajo se detectd en musculo, al igual

que para el transcrito de mMnSQOD.
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Figura 13. Analisis de qPCR de CAT y mMnSOD en diferentes tejidos de camaron.

7.3.2. Analisis de la expresion de Catalasa (CAT) y MnSOD mitocondrial
(mMnSOD) en hepatopéancreas de F. californiensis inmunoestimulados y retados con
WSSV.

Durante el analisis de la curva estandar de la gPCR se obtuvo un solo producto de
amplificacion de cada uno de los genes a analizar sin fragmentos inespecificos. Asi mismo,
se verificod fisicamente a través de una electroforesis y los productos esperados se
visualizaron en un gel de agarosa al 2% (Figura 14). En cuanto al analisis de la expresion
de CAT en camarones inmunoestimulados con B-1,3-glucano, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) al principio (TO) y al final del experimento (24 h), en los tiempos
intermedios de muestreo el nivel de expresion relativa de CAT se mantuvo constante
(Figura 15). En los organismos retados con WSSV sin inmunoestimular, se observd una
induccidn de la expresion de CAT con respecto al tiempo, se alcanzd la maxima expresion
a las 12 h, para posteriormente, a las 24 h regresar a los niveles de expresion mas 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: gPCR2L8 (gen enddgeno) 180 pb.
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Figura 15. Cambio en la expresion de CAT en juveniles de F. californiensis inmunoestimulados
con B-1,3-glucano. El nivel de expresion fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no
inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis
de varianza de una via (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 16. Cambio en la expresion de CAT en juveniles de F. californiensis retados con WSSV sin
inmunoestimular. EI nivel de expresion fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no
inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un analisis de varianza
de una via (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0.05).

La expresion relativa de CAT en camarones inmunoestimulados y retados presentd
diferencias significativas (P<0.05) a partir de las 6 h donde se observd una disminucién
gradual de la expresion hasta caer al nivel mas bajo a las 12 h (Figura 17), para finalmente

restablecer el nivel de expresion a las 24 h de postinfeccion.
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Figura 17. Cambio en la expresion de CAT en juveniles de F. californiensis retados con WSSV e
inmunoestimulados con B-1,3-glucano. El nivel de expresion fue normalizado con el gen L8 del grupo control
(-) (no inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un andlisis de
varianza de una via (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias

significativas (P<0.05).
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En el andlisis de expresion de mMnSOD en camarones inmunoestimulados con B-
1,3-glucano, se observaron diferencias significativas en todos los tiempos de muestreo
(P<0.05), un aumento gradual del nivel de expresion relativa a partir de los 30 min
postinfeccion hasta alcanzar el nivel maximo a las 12 h, posteriormente el nivel de
induccion descendio hasta casi llegar al nivel inicial (Figura 18). El reto con WSSV indujo
un incremento gradual de la expresion relativa de mMnSOD hasta alcanzar la maxima

expresion a las 24 h postinfeccion (Figura 19).
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Figura 18. Cambio en la expresion de mMnSOD en juveniles de F. californiensis inmunoestimulados
con B-1,3-glucano. EIl nivel de expresion fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no
inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un andlisis de
varianza de una via (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 expresion de mMnSOD (P<0.05), se registr6 una
disminucion gradual de la induccion de mMnSOD posterior a la infeccion hasta caer al
nivel minimo de expresion a las 6 h, posteriormente los niveles de expresion relativa se
incrementaron gradualmente hasta alcanzar el nivel maximo de expresién a las 24 h

postinfeccion (Figura 20).
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Figura 19. Cambio en la expresion de mMnSOD en juveniles de F. californiensis retados con WSSV sin
inmunoestimular. El nivel de expresion fue normalizado con el gen L8 del grupo control (-) (no
inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un andlisis de
varianza de una via (ANOVA). Barras verticales = DESVEST; las letras diferentes indican diferencias

significativas (P<0.05).
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Figura 20. Cambio en la expresion de mMnSOD en juveniles de F. californiensis retados con WSSV e
inmunoestimulados con B-1,3-glucano. El nivel de expresion fue normalizado con el gen L8 del grupo
control (-) (no inmunoestimulados no retados). Las diferencias significativas fueron determinadas con un
analisis de varianza de una via (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. ldentificacion de genes inducidos en juveniles F. californiensis
inmunoestimulados con B-1,3-glucano y retados con WSSV.

Para aislar e identificar genes inducidos de hepatopancreas de camardn, bajo
condiciones de inmunoestimulacion y retado con WSSV, se construy0 una genoteca
sustractiva (SSH). Para la condicion problema, se utiliz6é ARN de hepatopancreas de
camarones muestreados a las 24 h postinfeccion y para la condicion control ARN de
hepatopancreas de camarones no inmnoestimulados y retados con WSSV muestreados a la
misma hora que los organismos para la condicion problema. El experimento de sustraccion
que se diseno 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 tenian un tamafio de inserto
>300 pb. Los fragmentos se secuenciaron con el primer universal M13. Posteriormente, se
realizd un analisis in silico de las secuencias con el programa Edit Seq Il (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 vy
de proteinas 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 camarén; con extremos 3’ poliadenilados
lo cual nos habla de genes transcriptos (ARNm). A continuacién, se discute el posible papel
de los fragmentos de genes expresados diferencialmente en camarones inmunoestimulados

con p—1,3-glucano y retados con WSSV.
Similar a DIPAS (DIPLA 1 Antisense) de humanos

Este gen se localiza en la region cromosémica 9q 33.1, se expresa
predominantemente en placenta y con expresiones mas bajas en cerebro, rifiones y
testiculos de humano. Tiene un tamafio de 2.7 kb y posee un marco de lectura abierta
(ORF) que codifica para una proteina con similitud parcial a la isoforma gamma de proteina

quinasa Il dependiente de calcio calmodulina de humano (Garcia y Castrillo, 2004). En
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camarones, se conoce que el proceso de muda depende de la sintesis proteica 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 érgano Y contiene actividad proteina
quinasa C que estimula la produccion de ecdisteroides y la sintesis proteica (Huberman,
1990). Estudios realizados en camarones, muestran que WSSV acelera el proceso de muda,
observandose los mayores porcentajes de organismos mudados entre el primer y segundo
dia post infeccion (Echeverria et al., 2002). Por otra parte, el ARNm de DIPAS hibridiza
con una region UTR 3"del ARNm de PAPP-A (Pregnancy-Associated Plasma Protein A) se
han observado niveles altos de expresion 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 catalitica alfa de la isoforma
intracelular Ib del factor activador plaquetario acetilhidrolasa, esta enzima cataliza la
hidrolisis del PAF. Se encuentra presente tanto en el citosol de las células (Blanck et al.,
1981) como en el plasma sanguineo (Stafforini et al., 1987, 1989), es independiente de
calcio y se encuentra asociada a lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), es
mucho mas activa la forma unida a lipoproteinas de baja densidad (Stafforini et al., 1989).
El factor activador plaquetario acetilhidrolasa (FAP-AH) y la glutationperoxidasa (GPx),
previenen la formacion de productos bioactivos degradados de la oxidacién LDL. Los
antioxidantes lipofilicos en HDL son para rescatar de su eliminacion a los radicales libres
derivados del oxigeno y para interrumpir la oxidacion de las LDL catalizada por iones de
transicion (Assmann y Nofer, 2003). Esta enzima se secreta por los macréfagos, pero no
por los monocitos, que son los precursores de los macrofagos. Ademas, durante la
diferenciacion de monocitos a macrofagos aumenta 260 veces la sintesis de la
acetilhidrolasa (Elstad et al., 1989). De esta manera, la migracion de los monocitos a los
tejidos y su conversion a macrofagos, permitiria la liberacidn de esta enzima, de forma que
ayudaria a controlar la formacion del PAF en un proceso de dafio tisular (Garcia-
Rodriguez, 1993).
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Similar a una proteina con dominio de dedos de zinc FYVE de humanos.

Esta nueva proteina pertenece a la familia de las Rab GTPasas (Nielsen et al.,
2000). Son proteinas altamente conservadas lo que significa que esta proteinas juegan un
papel esencial en la vida celular (Pan et al. 2005). Estan implicadas en un gran namero de
procesos celulares en eucariontes incluyendo proliferacion, desarrollo, endocitosis,
fagocitosis y transportacion de vesiculas (Simonsen et al., 1998; Christoforidis et al.,
1999a). En camarones, se ha encontrado que un gen Rab (PjRab) aumenta su nivel de
expresion en camarones resistentes a infecciones virales. Lo que sugiere que Rab GTPasa

esta 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 analisis
bioinformatico mostré identidad con 2 genes: el gen Heg de células mononucleares
humanas y el gen de una caseina quinasa nuclear. EI ARN mensajero del Heg, se expresa
en células mononucleares humanas y esta correlacionado con los ARN mensajeros que dan
origen a los receptores CD14 en macrofagos (Christensen et al., 2008). En camarones, la
funcidn fagocitica la poseen los hemocitos hialinos que tienen la capacidad de reconocer e
ingerir particulas extrafias como bacterias, hongos, esporas o células envejecidas. (Bachére,
2000). La fosforilacion de residuos de serina, treonina y tirosina por proteinas cinasas (K),
juegan un papel importante en la regulacion de varios procesos celulares. Particularmente,
la caseina cinasa 1 (CK1) interacciona con varias estructuras celulares y proteinas, asi como
también se encuentra involucrada en su autofosforilacion y fragmentacién proteolitica de
los dominios reguladores de la region C-terminal (Gross y Anderson, 1998). La CK1 en
mamiferos fosforilan en varias isoformas con diferentes sustratos lo que es clave en la
regulacién de proteinas involucradas en la diferenciacion celular, proliferacién, segregacion
cromosOmica y ritmos circadianos (Knippschild et al., 2005). La informacién de proteinas
quinasas en mitocondria de animales, son escasos y estan relacionados sélo a mamiferos.

Existen pocos datos disponibles sobre la funcion de estas proteinas en invertebrados.
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Vallejo y colaboradores (1997) demostraron la presencia de caseina quinasa 2 en

mitocondria de Artemia franciscana.
Similar a la subunidad 1 activadora de proteasoma.

Es una de las principales proteinasas celulares multicatalitica, su actividad esta
sobreexpresada por altos niveles de estrés oxidativo (Osna et al., 2008). El proteasoma esta
distribuido en todas las células eucariotas en altas concentraciones y en péptidos clave en
procesos dependientes de ATP/ubiquitina. Una funcién 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. DISCUSION
8.1. Discusion general

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa en la proteccion de
camarones durante las primeras horas y dias después de una infeccién (Lee y Soderhall
2002). En la respuesta inmune inmediata a patdgenos, varias proteinas y péptidos son
sintetizados y almacenados en los hemocitos y liberados en la hemolinfa después de la
infeccion (Soderhall 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 oxigeno conocidas como Especies Reactivas al Oxigeno
(EROs) (Mufoz et al., 2000).

El hepatopancreas no sélo es un importante 6érgano digestivo, también es un 6rgano
indispensable en el sistema inmune de invertebrados, puede sintetizar y excretar numerosas
proteinas involucradas en el sistema de defensa como péptidos antimicrobianos, proteinas
ligando a B-1,3-glucano, lectinas y enzimas antioxidantes las cuales estan involucradas en
la respuesta antioxidante y estrés oxidativo, incluyendo catalasa (CAT), superoxido
dismutasa (SOD) y glutation-s-transferasa (GST) (Sekine et al., 2001; Roux et al., 2002;
Borkovic et al., 2008). Debido a que el hepatopancreas es el principal érgano responsable
de la detoxificacion y una glandula con una actividad metabolica alta (Mourente, 1996), es
de esperar que se generen grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (EROSs). Por
consiguiente, enzimas antioxidantes como CAT y SOD juegan un papel fundamental en la
inhibicién y eliminacion de EROs. Investigaciones previas, han encontrado que la actividad
de enzimas antioxidantes disminuye en camarones infectados con el virus del sindrome de
la mancha blanca (WSSV), debido posiblemente a un exceso en la produccion de oxigeno
singlete y radicales hidroxilo en el medioambiente inmediato, dando como resultado la
inactivacién de la actividad enzimatica (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 polisacaridos sulfatados, - 1,3/1,6-glucano, zymosan A y
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acido ascorbico, administrandolos por diferentes rutas como inmersion, inyeccion y
Artemia sp., como vehiculo (Campa-Cérdova et al., 2002; Zhang et al., 2005; Wang et al.,
2006, respectivamente).

El uso de aditivos alimenticios en la dieta con el proposito de proporcionar un
mayor crecimiento o incrementar la respuesta del sistema inmune, es una préctica que dia a
dia es mas comun en la industria alimenticia del cultivo del camardn. La gendmica
funcional o nutrigendémica utiliza como herramientas a la gendmica, transcriptomica,
protedmica y metabolomica, y también a la bioinformatica para la investigacion nutricional
(van Ommen y Stierum, 2002). El objetivo de la nutrigendmica 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 bioldgico (Mutch et al., 2005). En la investigacion nutricional
acuicola, la integracion de estas herramientas de investigacion apenas ha iniciado.
Empezando por la exploracion 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 Gltimamente la secuenciacion del crustaceo Daphnia
pulex, estos estudios son muy recientes en comparacién con investigaciones de

nutrigendmica realizadas en mamiferos.

8.2. Evaluacion del efecto de Debaryomyces hansenii sobre la respuesta antioxidante
de L. vannamei.

En la dltima década se ha incrementado el uso de levaduras vivas en la acuicultura
por su potencial benéfico. Reyes-Becerril et al. (2008a) reportaron una estimulacion en la
respuesta antioxidante e inmunoestimulante, especialmente a nivel celular, de la dorada
(Sparus aurata L) alimentada con 1x10° UFC g* 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 podria deberse a las sustancias bioactivas producidas por las levaduras como
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proteinas, amino&cidos, polisacaridos, vitaminas, acidos grasos y carotenoides (Yang et al.,
2010).

Como se ha revisado anteriormente, los hemocitos juegan un papel importante en la
respuesta inmune de los crustaceos (Soderhall y Cerenius, 1992), y se ha visto que a mayor
concentracion de hemocitos hay una mejoria en la resistencia de los camarones hacia las
infecciones producidas por agentes patdgenos (Le Moullac et al., 1998). Valores promedio
que van de 1x10° a 1x10” hemocitos mL™ 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 mas, que las células completas de
levaduras aportan una mayor cantidad de elementos que fortalecen e incrementan la
respuesta inmune (aminodcidos, vitaminas, minerales, etc.). EI CTH en crustaceos 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 presento un incremento
en el numero de hemocitos circulantes cuando los camarones fueron expuestos a D.
hansenii, obteniendo incrementos significativos con una dosis de 1x10° UFC mL™; asf
mismo se observd 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 proteinas presente en los hemocitos y en la hemolinfa también esta
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 proteinas
detectadas hay moléculas asociadas a la coagulacion, metabolitos moduladores del sistema
inmune, profenoloxidasa, proteinas de reconocimiento, peneidinas, peroxinecticas,
hemocianina, entre otras (Aguirre-Guzméan et al., 2010; van de Braak et al., 2002).
Boonyaratpalin et al. (2001) observaron que los niveles de proteina 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* UFC mL™ de las levaduras marinas (D.
hansenii, cepa DH5 y DH6) administradas en el presente trabajo incrementaron

significativamente los niveles de proteina en los hemocitos de L. vannamei. Resultados
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similares con nuestro trabajo, fue reportado por Campa-Cordova et al. (2002), quien
observo que la doble estimulacion de los camarones con B-1,3-glucano, permite alcanzar un
incremento mas rapido en los valores de la proteina soluble en hemocitos que utilizando

una sola inmunoestimulacion.

Como respuesta al estrés oxidativo, el metabolismo aerobio de los crustaceos genera
sustancias reactivas al oxigeno 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 B-1,3-glucano (Laminarina) presentando un comportamiento
similar en la actividad de CAT en los camarones tratados con B-1,3-glucano y D. hansenni
(cepa LL1). Esta induccion de la respuesta antioxidante por las levaduras, se debe
posiblemente a que ademas de aportar B-glucanos, mananooligosacaridos Yy 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, B-1,3-glucano generé un incremento de SOD y CAT en los hemocitos de los
camarones tratados con este inmunoestimulante comercial (Campa-Cérdova et al., 2002),
posiblemente este efecto se deba a una mayor disponibilidad de glucanos entre los
tratamientos. Mientras que B-1,3-glucano de laminarina se adicion6 puro en las unidades
experimentales, el contenido de glucanos en las levaduras estuvo menos accesible. Las
células de las levaduras estan rodeadas por una pared celular compuesta principalmente por
B-1,3 y B-1,6-glucanos, manoproteinas 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 manoproteinas 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 Marquez et al. (2004), la digestibilidad de las levaduras
esta correlacionada positivamente con niveles altos de quitina y glucanos y se correlaciona

negativamente con niveles altos de manoproteinas en las paredes celulares de las levaduras.
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8.3. Evaluacion del efecto de los aditivos alimenticios sobre el crecimiento, mortalidad
y concentracion de hemocitos totales

En la presente investigacion se usaron como aditivos alimenticios p-1,3-glucano, -
caroteno y vitamina E, se estudid su capacidad de incrementar respuestas de defensa del
sistema inmune innato en musculo y hepatopancreas del camardn café (F. californiensis).
Existen diferentes métodos que han sido utilizados como indicadores para conocer el estado
de salud o enfermedad de los camarones (Rodriguez y LeMoullac, 2000; Chang et al.,
2003). Durante el desarrollo de este trabajo se evaluaron variables de campo tales como la
determinacion de crecimiento en peso y mortalidad acumulada, y parametros
inmunolégicos 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
dias de alimentacion con 0.01% de B-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
investigacion ellos utilizaron 2 niveles de inclusion 0.012% y 0.02% en el alimento. Asi
mismo Flores-Leyva (2006), quien utiliz6 un nivel de inclusion del 0.01% de p-caroteno,
no encontro 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 registré en los organismos
del control y los del tratamiento con vitamina E en donde se registré 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 concentracion de hemocitos totales con respecto
a los demas tratamientos (Figura 6). Nuestros resultados contrastan con lo reportado por
Lee y Shiau (2004), quienes aseveran que un nivel de inclusién de 0.008-0.01% de
vitamina E en dietas, maximizan el crecimiento y las respuestas inmunes no especificas 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
investigacion dirigida a determinar los requerimientos de vitamina E para F. californiensis,
por lo que el nivel de inclusion que se utilizd para este trabajo, se baso 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 mas

bajas cuando las dietas de camarones son deficientes en vitamina E.

Con el tratamiento de B-1,3-glucano hubo una mayor resistencia de los organismos
al finalizar el experimento que fue al septimo dia, los cuales fueron analizados por PCR,
dando positivo para WSSV. Con este resultado se infiere que hubo una resistencia en estos
organismos a la infeccion (Figura 4). Los p—1,3-glucanos han sido utilizados para aumentar
la resistencia en crustaceos en contra de infecciones tanto bacterianas como virales (Dalmo
y Bogwald, 2008). La administracion de B—1,3-glucano ha probado que aumenta la
supervivencia de P. monodon cuando es retado con WSSV, las mortalidades son
significativamente mas bajas que en los controles (Chang et al., 2000, 2003). También su
efecto se ve reflejado en la concentracion de hemocitos totales; Lépez y colaboradores
(2003), observaron un incremento en la concentracion de hemocitos totales en camarones
alimentados con dietas suplementadas con B-glucano con respecto a dietas con otros
aditivos y el control. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en la presente
investigacion; los camarones alimentados con el tratamiento de B-1,3-glucano mantuvieron
en general la mayor concentracion de hemocitos totales en el transcurso del experimento,
solo se registré una caida rapida de la concentracion a las 6 h seguida de una recuperacion
en las horas posteriores de muestreo. De acuerdo a Soderhéll y colaboradores (2003), esta
caida se debe a la agregacion celular en el interior del organismo, esta pérdida severa
genera una acelerada maduracion de precursores de hemocitos, seguido de la liberacion de
nuevas células en el sistema de circulacion. Los hemocitos tienen un papel importante en la
defensa celular, un numero méas bajo de lo normal de hemocitos circulantes en crustaceos,

esta correlacionado con una resistencia reducida a patogenos (Le Moullac y Haffner, 2000).
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8.4. Actividad de enzimas antioxidantes

La activacion de hemocitos también produce sustancias bactericidas como perédxido
de hidrégeno (H.0,) y anién superéxido (.O) que pueden incrementar la resistencia a
enfermedades (Song y Hsieh, 1994). En este sentido, la superdxido dismutasa (SOD) es
una de las principales enzimas de defensa antioxidante, convierte el .0 que es altamente
toxico en H,O, (Fridovich, 1995). En el presente trabajo, la actividad de SOD en
hepatopancreas fue significativamente mayor (Tukey, P<0.05) a las 12 h en los 3
tratamientos (B-1,3-glucano, B-caroteno y vitamina E) con respecto al control y a las 24 h
en organismos tratados con B-glucano y vitamina E, esto nos sugiere que los aditivos
utilizados mostraron su potencial antioxidante aumentando la actividad de SOD en
hepatopancreas. Asi mismo, en musculo de camarones alimentados con B-1,3-glucano y B-
caroteno tuvieron una respuesta mas temprana a la infeccion con WSSV (Figuras 7a, 7b).
Ademas fueron los tratamientos con la mayor actividad relativa a partir de las 12 h
postinfeccion, aunque se registré una ligera disminucién de la actividad RSOD a las 24 h, a
las 48 h volvio a incrementarse. Esto se vio reflejado en una mortalidad mas baja en los
tratamientos con B-1,3-glucano y B-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 infeccion con WSSV. Estos hechos coinciden con lo
reportado por Campa-Cordova et al., (2002); Chang et al., (2003) y Flores-Leyva (2006).
Ellos encontraron que B-1,3-glucano y B-caroteno mejoran significativamente la defensa
antioxidante de postlarvas, juveniles y adultos de camaron ante infecciones de WSSV
(Chang et al., 2003; Flores-Leyva, 2006), asi como también, ante infecciones de Vibrio

damsela, V. harveyi (Campa-Coérdova et al., 2002).

Una de las enzimas antioxidantes mas eficientes hasta ahora conocida es la catalasa

(CAT), tanto que no puede ser saturada por el H,O, a ninguna concentracion (Olalla y
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Mates, 1999). Aunque la CAT no es esencial para algunos tipos de células en condiciones
normales, tiene un importante papel en la adquisicion 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 hepatopancreas como en
masculo y una tendencia a disminuir a partir de las 12 h en todos los tratamientos excepto
en musculo de camarones alimentados con B-1,3-glucano que se recupera a la 48 h (Figuras
8a y 8b). Esta respuesta temprana de CAT posiblemente se debié a un efecto de los
tratamientos, que confirieron una mayor capacidad antioxidante en los camarones para
hacer frente al exceso de H,O, generado por la explosion respiratoria y / o la alteracion del
metabolismo inducidos por WSSV. Trabajos recientes muestran que las infecciones
bacterianas y virales inducen la movilizacion del sistema de defensa antioxidante y el
desarrollo del estrés oxidativo y por ende el dafio de tejidos 24 h posteriores a la infeccion
(Mathew et al., 2007). Castex y colaboradores (2010), reportaron que la actividad relativa
de CAT en hepatopancreas de camarones bajo tratamiento con probidticos y retados con
Vibrio nigripulchritudo mostraron un incremento a las 12 h postinfeccion antes de
disminuir significativamente a las 24 h. Asi mismo, Chang et al. (2010) registré que L.
vannamei alimentado con una dieta suplementada con glicirricina (componente extraido del
regaliz) y retado con Vibrio Alginolyticus tienen un aumento de algunos parametros
inmunoldgicos y enzimas antioxidantes a las 12 h seguido de una disminucién a las 24 h.
Este mismo patrén lo report6 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 podria inferirse que es parte de la evolucion de la
patogénesis de WSSV y que esta condicion en la actividad enzimatica podria deberse a un
proceso metabdlico natural conocido como regulacion por retroalimentacion, que adapta el
flujo de metabolitos a través de una via determinada mediante un aumento o una
disminucion temporal de la actividad en las enzimas (Alberts et al., 1996). Por otra parte,
en hepatopancreas la actividad de CAT presentd una posible inhibicion a las 48 h,
posiblemente debido a un exceso de 6xido nitrico (NO«<) generado durante la patogénesis
(Song et al., 2007). EI NO+ se une al hierro del grupo hem de catalasa y compite con el

H.O, por estos sitios de union, provocando un incremento en la acumulacion de H,O, en
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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 expresion de la proteina o a nivel
de expresion génica por lo tanto, el incremento en la expresion de CAT puede ayudar a la

célula a sobrevivir al efecto deletéreo de radicales libres (Sigfrid et al., 2003).

8.5. Analisis de expresion de enzimas antioxidantes en tejidos de F. californiensis

Las EROs se incrementan como resultado del estrés oxidativo durante condiciones
fisioldgicas particulares y/o durante reacciones de defensa. En este sentido, la expresion de
ARNmM de las enzimas CAT y mMnSOD han sido ampliamente utilizadas para evaluar la
capacidad de defensa en contra de patdégenos de camarones (Gémez-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 expresion en érganos y tejidos de camarones
(Tavares-Sanchez et al., 2004; Zhang et al., 2007). En el presente estudio CAT y mMnSOD
fueron detectadas en hepatopancreas, hemocitos, pledpodos, branquias e intestino. El
transcrito de CAT fue mas abundante en hepatopancreas; debe considerarse que la ruta
principal de penetracion de pro-oxidantes y EROs exdgeno en los organismos es durante la
alimentacion, por lo tanto es de esperarse que los principales érganos implicados en el
estrés oxidativo sea el sistema digestivo (Timofeyev, 2006). Ademas se ha de sefalar que el
hepatopancreas es un oOrgano con una alta actividad metabdlica. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Tavares-Sanchez y colaboradores (2004) para L.
vannamei. Por otra parte, en pledpodos se observo el transcrito de mMnSOD mas
abundante, seguido de intestino y branquias. Tomando en cuenta que los organismos
utilizados para este estudio fueron capturados del medio silvestres, posiblemente méas de
uno estaba infectado con bacterias tipo Vibrio sp. Los organismos infectados por este tipo
de bacterias presentan una colonizacion masiva en los apéndices y en el inicio del tracto
digestivo (Figura 9). Posteriormente, conforme la infeccion avanza, las bacterias van
colonizando el intestino medio y el hepatopancreas para terminar en una septicemia
generalizada (Lightner, 1993). Considerando que el anion superoxido es el primer producto

liberado por el estallido respiratorio como estrategia de defensa contra patdgenos,
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posiblemente a esto se debi6 que los niveles de expresion relativa de mMnSOD en todos
los tejidos hayan sido los mas abundantes, debido a que el anion superdxido sirvié como
sustrato para que esta enzima llevara a cabo su funcion que es catalizar la eliminacion del
anion superéxido a través de su transformacion en peroxido de hidrégeno y oxigeno (Olalla
y Matés, 1999).

8.6. Efecto del p-1,3-glucano en la expresion de CAT y mMnSOD

Los B-glucanos han sido utilizados con éxito para aumentar la resistencia de
crustaceos en contra de infecciones bacterianas y virales (Wang et al., 2008). EI modo de
accion de estos compuestos sobre el sistema inmune esta lejos de ser entendido, pero
estudios recientes han comenzado a arrojar algo de luz sobre los mecanismos detras de la
respuesta proinflamatoria inducida por pB-glucanos (Soltanian et al., 2007). Estos
polisacaridos, junto con manosas y otros componentes de la pared celular juegan un papel
importante en el reconocimiento de patdgenos. La habilidad para detectar patdgenos es de
vital importancia para los organismos multicelulares, y se ha alcanzado a través de la
evolucion de receptores de linea 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 patdgenos (PAMPS), no se encuentran en eucariontes y se piensa
gue normalmente son esenciales para microorganismos patdgenos. Los mejores ejemplos
de PAMPs son lipopolisacaridos (LPS), peptidoglicanos, &cido lipoteicoico, manosas, ADN
bacteriano, ARN de doble cadena y B-glucanos de hongos (Medzhitov y Janeway, 2000).
El reconocimiento de estas estructuras dispara respuestas disefiadas a proteger al hospedero
de microorganismos patégenos formando parte del sistema inmune innato (Brown y
Gordon, 2003).

Ejemplo de estas estructuras de reconocimiento en crustaceos son los B-1,3-
glucanos ligando a proteina (GBP) (Sritunyalucksana et al., 2002). Recientemente Varios

investigadores han enfatizado el uso B-1,3-glucano para inducir la expresion 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 B-1,3-
glucano de Laminarina no registraron una variacion marcada en el nivel de expresion de
CAT en hepatopancreas (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 peroxidacion lipidica en hepatopancreas
aunque la actividad de CAT permanecid sin cambios. En contraste, en camarones retados
con WSSV sin inmunoestimular, el nivel del transcrito de CAT empez0 a incrementarse a
los 30 min postinfeccion alcanzando un pico maximo a las 12 h. No existen muchos
trabajos que evalien la expresion de CAT en camarones retados con WSSV, por lo que se
infiere que el sistema antioxidante podria estar intentando neutralizar durante las primeras
horas, el dafio oxidativo provocado por la infeccién (Figura 12). El efecto inverso sucede en
los organismos inmunoestimulados y retados. EI nivel de expresion de CAT disminuyo
drasticamente a partir de las 6 h postinfeccion, cayendo en su nivel mas 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 B-1,3-glucanos confieren proteccidn antioxidante en los primeros
minutos y horas posteriores a la infeccion 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 hepatopancreas de Marsupenaeus
japonicus inyectados con B-glucanos se incrementd significativamente a las 6 y 12 h
posteriores a la inyeccion (Lin et al., 2010). Estos resultados coinciden con los observados
en este trabajo, lo que nos indica que la induccion de mMnSOD es en corto tiempo (Figura
14). Con respecto al nivel de expresion registrado en camarones retados con WSSV, se
observo un aumento gradual inmediato al reto, con un leve aumento a las 6 y 24 h
postinfeccion (Figura 15). En un estudio similar pero con MnSOD citosolica (cMnSOD) en
hemocitos de L. vannamei, el nivel de expresion se incremento significativamente
(p<0.001) a las 12 h posteriores a la infeccién con WSSV (Goémez-Anduro et al., 2006).
Posiblemente la discrepancia entre ambos resultados se deba a las caracteristicas

fisioldgicas de los tejidos, debido que el hepatopancreas posee una mayor tasa metabdlica
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que hemocitos (Mourente, 1996). En este sentido, en el presente estudio se registrd una
mayor abundancia del transcrito de mMnSOD en hepatopancreas que en hemocitos.
Resultados que coincidieron con lo reportado por Gomez-Anduro y colaboradores (2006).
Por otro lado, los camarones retados con WSSV e inmunoestimulados con los B-1,3-
glucanos registraron un decremento gradual en el cambio de expresion de mMnSOD a
partir de la infeccion hasta las 6 h, y posteriormente fue inducida la expresion a partir de las
12 h (Figura 16). Ji et al. (2009) reportaron un comportamiento similar en el nivel de
expresion de cMnSOD de L. vannamei; después de un decremento inmediato a la inyeccion
con Laminarina el nivel de expresion fue recuperandose a partir de las12 h hasta llegar al

nivel mas alto de expresion de cMnSOD a las 24 h.

Durante el analisis del presente trabajo, se observé una correlacion en los niveles de
expresion de CAT y mMnSOD. Se sabe que SOD es la primera enzima antioxidante que
hace frente a los radicales libres acelerando la dismutacion del .02 generado
principalmente por el estallido respiratorio, CAT cataliza la remocion del H,O, formado
durante la reaccion catalizada por SOD. De esta manera los EROs generados pueden
modificar los niveles de SOD lo cual lleva a la alteracion de los niveles de CAT; cualquier
cambio en los niveles de expresion de SOD es acompafiado 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
ARNmM en hepatopancreas para ambas enzimas antioxidantes no se refleja en la actividad
enzimatica, lo cual indica que, la regulacion postranscripcional y/o postransduccional tiene

un papel importante.

8.7. Genoteca sustractiva (SSH)

El método de hibridacion por supresion sustractiva es una técnica simple y eficiente
para generar ADN complementarios (ADNCc) enriquecidos para transcritos diferencialmente
expresados de baja abundancia (Diatchenko et al., 1996). Sin embargo, la técnica presenta

una desventaja, al cortar los ADNc en pequefios fragmentos con enzimas de restriccion, 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
substraccion (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 linea de defensa que protege al hospedero en
las primeras horas y dias después de una infeccion (Lee y Séderhall, 2002). La primera fase
distintiva de respuesta inmune en camarones es aproximadamente a las 12 h después de un
reto con patégenos (Bachére et al., 2004). Basados en esta in formacion y considerando que
el 10 al 20% de camarones inmunoestimulados con B-1,3-glucanos y retados con WSSV
sobrevive en comparacion 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 mas tiempo a la infeccion. Apoyados en estos fundamentos, se
decidid que 24 h posteriores al reto podria ser una importante etapa cuando sélo se
expresan genes en camarones inmunoestimulados que le confieren una mayor resistencia a
la infeccion con WSSV. Por lo tanto, se seleccionaron hepatopancreas de camarones
inmunoestimulados con B-1,3-glucano 24 h después de ser retados con WSSV para la

hibridacion por supresion sustractiva.

Como fueron descritos previamente en este trabajo, los 5 genes aislados de la
genoteca solo han sido descritos para el sistema inmune innato de humanos y su posible
funcién en el sistema inmune de camarones podrian jugar un papel esencial en el proceso

de resistencia a la infeccién de WSSV.
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9. CONCLUSIONES

e Las cepas DH5, DH6 y LL1 de Debaryomyces hansenii tienen valor nutricional
reflejado en el contenido de proteinas en hemocitos Yy la concentracion de
hemocitos totales en L. vannamei, ademés de inducir respuestas antioxidantes.

e La especie de camaron Farfantepenaeus californiensis fue altamente susceptible a
la infeccién con WSSV como lo son otras especies de camarones.

e Las dietas suplementadas con B-caroteno y B-1,3-glucano aumentaron la actividad
de enzimas antioxidantes e incrementaron el niamero de dias de supervivencia en
camarones con respecto al control.

e La vitamina E mostrd potencial antioxidante aumentando la actividad de SOD y
CAT en hepatopancreas y muasculo. Sin embargo, todos los camarones murieron a
las 72 h posteriores a la infeccion.

e El transcrito de CAT es mas abundante en hepatopancreas y muy poco en musculo.
mientras que el transcrito de mMnSOD es méas abundante en pledpodos e intestinos.
En general, mMMnSOD es méas abundante en todos los tejidos que CAT.

e Los B-1,3-glucanos confieren proteccion antioxidante en los primeros minutos y
horas posteriores a la infeccion con WSSV, aumentando la actividad antioxidante de
CAT y mMnSOD para proteger las células del estrés oxidativo inducido por WSSV.

e Existe una correlacion en los niveles de expresion de CAT y mMnSOD, cualquier
cambio en los niveles de expresion de SOD es acompafiado por un cambio
equiparable de CAT.

e Los cambios en los niveles de ARNm en hepatopancreas para ambas enzimas
antioxidantes no se reflejan en la actividad enzimatica, lo cual indica que son
reguladas postranscripcional y/o postransduccionalmente.

e EIl método de hibridacion por supresion sustractiva es efectivo para identificar
transcritos diferencialmente expresados de baja abundancia, revelando genes nuevos

involucrados en la respuesta inmune y resistencia a patdgenos 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 infeccion y por ende los niveles de inoculacion de WSSV.

Completar los genes aislados de la genoteca sustractiva, caracterizarlos y medir los
niveles de expresion de dichos genes en respuesta a una activacion previa del sistema
inmune de camarones Y retarlos con WSSV. Estos resultados podrian contribuir a un mayor
conocimiento de la interaccion hospedero-patdgeno en la respuesta inmune y la resistencia

a las infecciones virales.
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