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Resumen

Las bacterias del género Vibrio, se encuentran normalmente en los cultivos del camarén
blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei, formando parte del medio natural. Los vibrios son
patdgenos oportunistas que proliferan de forma negativa en los cultivos cuando el sistema inmune
del camar6n se encuentra comprometido. En 2013, se presentaron en México pérdidas
significativas en los cultivos por la presencia del sindrome de muerte temprana, ocasionado por
Vibrio parahaemolyticus, haciendo dificil la recuperacion para la agroindustria camaronicola. La
microalga Dunaliella sp. es de importancia econdémica por la generacion de compuestos
bioactivos, entre ellos el B-caroteno, con funcion antioxidante. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la adicion de harina de Dunaliella sp. al alimento de L. vannamei con el fin de reducir la
mortalidad durante una infeccidn con V. parahaemolyticus. Dunaliella sp. se cultiv en medio
f/8 con una deficiencia en nitrégeno por un sistema de cultivo estatico escalonado, posteriormente
se liofiliz6 para la elaboracidn de las dietas. Se realizaron tres bioensayos, en el primer bioensayo
se evaluaron las dosis de 1.5, 2, 2.5y 3% de Dunaliella sp. en el alimento de L vannamei con un
peso inicial de 2.6 g; después de 20 dias de alimentacion se infectd con V. parahaemolyticus
(1x10% UFC/mL). La dieta con el 3% Dunaliella sp. presentd la mayor supervivencia (30%),
debido a la alta mortalidad, los niveles de glucosa, colesterol y trigliceridos, asi como
propenoloxidasa y fenoloxidasa no fueron indicadores del estado de salud de los organismos. En
el segundo bioensayo, se evalud la frecuencia de adicion de Dunaliella sp. en el alimento, y
debido a las altas mortalidades registradas en el primer bioensayo, se evaluaron dietas con el 1.5,
2 'y 3% de Dunaliella sp. a tres frecuencias de administracion: diaria, cada tres y siete dias en
organismos de 3.1 g. Se alimentd por 20 dias, previo a la infeccion con V. parahaemolyticus
(1x10° UFC/mL). Las dietas con 2% Dunaliella sp. suministrada cada tres y siete dias
presentaron mayor supervivencia después de la infeccion con V. parahaemolyticus. La dieta 2%
de Dunaliella sp. suministrada cada tres y siete dias, asi como la dieta 3% suministrada cada tres
dias, mostraron una respuesta fisiologica e inmunoldgica positiva a la infeccion, se observd
también una disminucién en la oxidacion de lipidos, ya que los niveles de triglicéridos
aumentaron significativamente a las 48 hpi en las dietas con la microalga, debido a la accion
antioxidante de Dunaliella sp. En el tercer bioensayo se evalud la dieta con el 2% Dunaliella sp.
y 1.1% de B-glucano, en camarones adultos (19.2 g), después de 15 dias de alimentacion, se
infectd con V. parahaemolyticus (1x10° UFC/mL). La talla de los organismos sumado al efecto
de Dunaliella sp. jugaron un papel importante para disminuir el impacto de V. parahaemolyticus,
encontramos un incremento gradual en la concentracion de colesterol en plasma de organismos
alimentados con la microalga, y el efecto contrario en el control positivo. En cuanto a la expresion
del gen SOD se reportaron diferencias significativas (p<0.05) al dia 7 en organismos alimentados
con Dunaliella sp. y B-glucano y una expresion cuatro veces mayor que el control positivo a las
48 hpi. La adicion de Dunaliella sp. en el alimento de L. vannamei presentd un efecto positivo
en la supervivencia, respuesta fisiologica e inmune durante una infeccion con V.
parahaemolyticus.

Palabras clave: Dunaliella sp., Vibrio parahaemolyticus, Litopenaeus vannamei, respuesta
fisioldgica, respuesta inmune.
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Summary

Bacteria of the genus Vibrio are normally found in production of the Pacific white
shrimp, Litopenaeus vannamei cultures, a natural part of the environment since they are
opportunistic pathogens, they proliferate negatively when the immune system of organisms
is compromised. In the year 2013, there were significant shrimp crop losses in Mexico, due
to the presence of early mortality syndrome caused by Vibrio parahaemolitycus, making it
very difficult for the shrimp industry to recover. The microalgae Dunaliella sp. has economic
importance for the production of bioactive compounds, including -carotene, which has an
antioxidant function. The aim of this work was to evaluate the addition of Dunaliella sp. flour
in the feed of L. vannamei in order to reduce mortality during a V. parahaemolyticus
infection. Dunaliella sp. was cultivated in /8 medium with a deficiency in nitrogen levels in
a staggered static culture system, then it was lyophilized for the preparation of diets. Three
bioassays were carried out, in the first bioassay the doses of 1.5, 2, 2.5 and 3% of Dunaliella
sp. were tested in the L. vannamei food with an initial weight of 2.6 g; after 20 days of
feeding, organisms were infected with V. parahaemolyticus (1x10® CFU/mL). Diet with 3%
Dunaliella sp. presented the highest survival (30%). Due to the high mortality, levels of
glucose, cholesterol, and triglycerides, as well as prophenoloxidase and phenoloxidase were
not good indicators of the physiologic and immune state of the organisms. In the second
bioassay, it was sought to evaluate the frequency of administration of Dunaliella sp. in food,
and due to the high mortalities recorded in the first bioassay, the diets were tested with 1.5,
2 and 3% of Dunaliella sp. with three administration frequencies: daily, every three and seven
days in organisms with an initial weight of 3.1 g. Diets were administered 20 days prior to
infection with V. parahaemolyticus (1x108 CFU/mL). Shrimp fed the 2% Dunaliella sp. diet
every three and seven days showed increased survival after infection with V.
parahaemolyticus. Diet with 2% Dunaliella sp. administered every three and seven days, as
well as 3% Dunaliella sp. administered every three days, showed a positive physiological
and immunological response to infection, a decrease in lipid oxidation was also observed, as
triglyceride levels increased significantly at 48 hpi in all microalgae diets, due to the
antioxidant action of Dunaliella sp. In the third bioassay, a diet with 2% Dunaliella sp. and
diet with 1.1% B-glucan were evaluated, in adult organisms (19.2 g), after 15 days of feeding,
treatments were infected with V. parahaemolyticus (1x10°® CFU/mL). The size of the
organisms added to the effect of Dunaliella sp. played an important role to diminish the
impact of V. parahaemolyticus, we found a gradual increase in the concentration of
cholesterol in plasma of organisms fed with the microalgae and the opposite effect in the
positive control. Regarding the expression of the SOD gene, significant differences (p<0.05)
were reported at day 7 in organisms fed with Dunaliella sp. and B-glucan, as well as an
expression four times greater than the positive control treatment at 48 hpi. The addition of
Dunaliella sp. in the diet of L. vannamei had a positive effect on survival, physiological and
immune response during infection with V. parahaemolyticus.
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1. INTRODUCCION

La camaronicultura es una actividad agroindustrial altamente rentable; con la gran
demanda de camardn y la baja tasa en su pesqueria, la atencion se ha puesto en su cultivo. La
presencia de agentes patdgenos que afectaron los cultivos, dejé como consecuencia una
impactante disminucion en la produccién. Hasta el 2009, en México se produjeron 133,282
toneladas, sin embargo, la produccion disminuy6 hasta llegar a las 66,292 toneladas en 2013,
debido al impacto ocasionado por el virus de mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés)
y posteriormente el sindrome de muerte temprana (EMS, por sus siglas en inglés). EMS
conocido también como Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND, por sus siglas
en inglés) debido a las lesiones histopatoldgicas observadas (Soto-Rodriguez et al., 2015),
surgiod en el afio 2009 en Asia, causando pérdidas importantes en los cultivos del camarén
blanco Litopenaeus vannamei, esta enfermedad se caracteriza por causar mortalidad masiva
en los primeros 30 dias de cultivo, observando signos clinicos como lento crecimiento,
natacién erratica y coloracion palida (Schryver et al., 2014), causando el mayor dafio en
hepatopéancreas y sefialando como agente causal de esta enfermedad a la bacteria Vibrio
parahaemolyticus (Tran et al., 2013). Ya que L. vannamei posee un sistema inmune innato
sin capacidad de memoria, el interés en la prevencion de enfermedades por el uso de
inmunoestimulantes y compuestos bioactivos, ha incrementado, con el fin de estimular la
respuesta del camardn para combatir infecciones ocasionadas por agentes patdgenos,
resultando en especimenes mas resistentes (Rendon y Balcazar, 2003). Diferentes
componentes como lipopolisacaridos, péptidoglicanos y B-glucano, han sido empleados
como inmunoestimulantes en camarones (Campa-Cordova et al., 2010; Vargas-Albores y
Yepiz-Plascencia, 2000). Por otro lado tenemos a los compuestos bioactivos como pigmentos
antioxidantes, especificamente el B-caroteno producido por la microalga Dunaliella sp.
(Ponce-Palafox et al., 2006), que incrementan la resistencia de L. vannamei a infecciones
experimentales con WSSV (Medina-Félix et al., 2014). Por lo anterior en este trabajo se
evalud supervivencia, respuesta fisioldgica e inmune de L. vannamei alimentado con dietas
enriquecidas con harina de la microalga Dunaliella sp. con altas concentraciones de -

carotenos durante una infeccion con V. parahaemolyticus.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo del camaron blanco, Litopenaeus vannamei

La acuacultura es una de las actividades de produccion de alimentos de mayor
crecimiento en las ultimas décadas, actividad que se ha expandido, diversificado,
intensificado y avanzado tecnoldgicamente; con certeza, el cultivo de camaron esta teniendo
beneficios significativos en términos socioecondmicos, rentabilidad y generacion de divisas
que han proporcionado importantes fuerzas impulsoras en la expansion global de la industria,
ademas, la explotacion del camaron ha sido uno de los rubros mas importantes de la actividad
pesquera en México debido a su alto valor comercial (Organizacion de las Naciones Unidas

para la Alimentacion y la Agricultura, 2013).

El cultivo de L. vannamei se inicio en América en el afio 1976, el cultivo comercial mostrd
un crecimiento muy rapido, haciéndose una actividad de interés para inversionistas. Se han
desarrollado diferentes técnicas de cultivo, buscando una mayor produccion y eficiencia de
los cultivos. Estas tecnicas estan delimitadas por el grado de inversion en términos de trabajo
y tecnologia aplicada, la cual puede ser extensiva, con estanques rusticos e irregulares,
utilizando semilla silvestre y alimento natural, o un cultivo super intensivo, con alta
tecnologia aplicada a cultivos controlados bajo invernaderos, sistemas automatizados y
utilizando larvas producidas en laboratorio para el control de enfermedades.

En el afio 2009 en México se cultivaron 133 mil toneladas de camaron, sufriendo una
disminucion importante en afios posteriores, con una produccion de tan solo 60 mil toneladas
en el afio 2013 (Fig. 1). En el estado de Sonora la produccion de camaron disminuyo un 83%
del 2009 al 2013, por la presencia de agentes patdgenos como es el sindrome de mancha
blanca (WSSV) y el sindrome de muerte temprana (EMS), haciendo dificil la recuperacién
para la industria acuicola. La prevalencia de enfermedades en los cultivos es un gran reto a
superar para alcanzar una acuacultura sustentable y saludable, al momento se han logrado

grandes avances con la identificacion y control de diferentes agentes que afectan los cultivos.
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Figura 1. Produccién de camarén en Meéxico (toneladas). (Anuario Estadistico de
Acuacultura y Pesca, 2013).

2.2 Enfermedades del camaron

La presencia de enfermedades en los cultivos acuicolas es el principal obstaculo para
una acuacultura exitosa. La influencia negativa de las condiciones ambientales afecta el
sistema inmunologico del camardn, en donde el estrés se manifiesta inicialmente a nivel
bioquimico y molecular, induciendo una serie de respuestas funcionales y estructurales en la
regulacion hormonal, metabolismo, osmorregulacion y regulacion inmunoldgica,
haciéndolos mas susceptibles a infecciones ocasionadas por virus o bacterias presentes de
manera natural en el medio de cultivo, aunque los organismos se muestren sanos al inicio del
cultivo, inmediatamente después de un brote de estrés puede desencadenar en una mortalidad

masiva (Gomez-Gil et al., 2001).

En el inicio del cultivo de camar6n en México, la especie Litopenaeus stylirostis era la
especie mayormente cultivada, sin embargo, el impacto de diversas enfermedades afectaron
su produccién, lo que llevo a los productores al cultivo de L. vannamei a finales de los afios
90. Desafortunadamente debido al crecimiento acelerado de la agroindustria, aunado a
inadecuadas técnicas de cultivo, asi como el impacto de enfermedades los cultivos se vieron
nuevamente afectados, causando pérdidas econdémicas considerables (Soto-Rodriguez et al.,

2015). Las enfermedades de mayor impacto en los cultivos de camardén en México se



presentan en la tabla I. Ante esta situacion, se ha hecho necesaria la aplicacion de medidas
de bioseguridad y monitoreo constante para la deteccion de agentes patdgenos y poder asi

controlar las enfermedades o incluso evitar su presencia.

Tabla I. Principales enfermedades infecciosas en cultivos de camardn en México (Gomez-

Gil et al., 2001; Bonett-Calzada, 2017).

Enfermedad Afio  Agente patégeno Signos clinicos

Hepatopancreatitis 1992  Hepatobacter Anorexia, cromatéforos

necrotizante (NHP, por penaei expandidos, flacidez, branquias

sus siglas en inglés) amarillas, hepatopancreas
atrofico y blanquecino con
melanizacion.

Enfermedad de las 1999  Virus de las Manchas blancas en cuticula de

manchas blancas manchas blancas  hasta 2 mm de didmetro.

(WSSV)

Vibriosis sistémica Vibrio sp. Infecciones secundarias.
Infeccidn generalizada en
cuticula, hepatopancreas, 6rgano
linfoide, corazon, hemolinfa 'y
mausculo.

Camaron manchado Vibrio sp, Infecciones en cuticula,

Aeromonas sp, apéndices y branquias. Lesiones
Spoirillumsp.y  localizadas en tono café a negro
Flavobacterium  con cuticula erosionada.

SO.

Necrosis infecciosa 1998  Virus de IHHNV  Rostros torcidos y deformes,

hipodérmica y antemas arrugadas, cuticula

hematopoyética aspera y otras deformidades

(IHHNV, por sus siglas cuticulares.

en inglés)

Sindrome de Taura 1990  Virus del Lesiones melanizadas

sindrome de cuticulares, expansion de
Taura cromatoforos rojos.
Sindrome de muerte 2013  Vibrio Disfuncion de las células del

temprana

parahaemolyticus

hepatopancreas, con reduccion de
hasta el 50% de su tamafio.




2.3 Sindrome de muerte temprana ocasionada por Vibrio parahaemolyticus

Las especies de Vibrio se encuentran generalmente en los cultivos de camarén como:
agentes oportunistas, una infeccidn secundaria 0 como en este caso, un patdégeno verdadero
(Saulnier et al., 2000).

El sindrome de muerte temprana (EMS) surgié en China en 2009, donde se detectaron
mortalidades del 60-80%, ya que se desconocia el agente causal de la enfermedad, se le
nombro sindrome de muerte temprana, en el afio 2011 se le dio un nombre mas descriptivo
para la fase aguda de la enfermedad, sindrome de necrosis hepatopancreatico agudo o
AHPND (Joshi et al., 2014; Tran et al., 2013). En México se presentaron pérdidas del 23%
de la produccién de camaron en el 2013, aun con el efecto de los dafios ocasionados por
WSSV. En este mismo afio se identifico que el agente causal de EMS era la bacteria Gram
negativa Vibrio parahaemolyticus, que al ser infectada por un bacteriéfago, genera una toxina
dafiando mortalmente al camardn, estas toxinas recientemente identificadas, estan
relacionadas con el nematodo Photorhabdus luminescens, por lo tanto a las toxinas se les
nombré como Photorhabdus insect related proteins Ay B (Pir-A y Pir-B) (Han et al., 2015;
Sirikharin et al., 2015).

EMS es una enfermedad epidémica que altera el sistema digestivo de los camarones,
afectando larvas de camardn después de los 20-35 dias de cultivo, con mortalidades que
pueden llegar al 100% (Krishna-Kumar et al., 2014; Schryver et al., 2014). La patologia de
esta bacteria esta limitada al hepatopancreas y esta mediada por las toxinas Pir-A 'y Pir-B, los
signos clinicos en el camaro6n son visible después de 10 dias de infeccion, donde se puede
observar un hepatopancreas de color blanco palido debido a la pérdida de pigmento en las
células R, asi como una reduccion del 50% en su tamafio, en la fase terminal de la enfermedad
se observan manchas negras debido a depdsitos de melanina por la actividad de los hemocitos
(Tran et al., 2013). En un estudio histologico se encontrd una degeneracion progresiva del
hepatopancreas con disfuncion en células R, B, F y E, afectando las células de los tubulos

epiteliales, mismas que se desprenden de los tabulos afectados y se hacen necroéticas ya sea



en otros tubulos o en el lumen intestinal (Joshi et al., 2014; Krishna-Kumar et al., 2014). La
enfermedad se presenta en tres fases: en fase aguda se observa perdida de funcionalidad de
las células epiteliales de almacenamiento y digestion de los tdbulos hepatopancreaticos,
mientras que las células germinales dejan de dividirse y migran hacia intestino, en la fase
intermedia, se genera melanizacion de los tlbulos necrosados y en la fase terminal, se

generaliza la destruccion del hepatopancreas por la accion de la bacteria.

2.4 Sistema inmune en crustaceos

El sistema inmune de los crustaceos estd conformado por las partes celular y
humoral. La celular estd mediada por los hemocitos que poseen capacidad citotdxica y
comunicacion intercelular que les permite llevar a cabo las funciones de: reconocimiento,
coagulacion, fagocitosis, melanizacion, formacion de ndédulos y encapsulacion. Rendon y

Balcazar (2003) clasifican a los hemocitos en tres tipos:

e Hemocitos hialinos que se caracterizan por la ausencia de granulos, con un delgado
citoplasma basofilo y un nicleo amplio y céntrico, estos hemocitos tiene capacidad
fagocitica e intervienen en el proceso de coagulacion.

e Hemocitos semigranulosos poseen un nucleo esférico o en forma de herradura y
granulos redondos pequefios, involucrados en la deteccion temprana de patdgenos,
asi como fagocitosis, encapsulacion y liberacion del sistema proFO, ademas
sintetizan y liberan péptidos antimicrobianos.

e Hemocitos granulosos son células grandes con granulos, de alta relacién citoplasma-
nacleo, que contienen en sus granulos diversos factores inmunes como el sistema

proFO y péptidos antimicrobianos.

Mientras que en la parte humoral, se encuentran varios componentes plasmaticos como:
lectinas, radicales libres, citosinas, chaperoninas, péptidos antimicrobianos, un sistema
profenoloxidasa y la cascada de coagulacion, que trabajan en conjunto para favorecer la

destruccion de patogenos (Campa-Cérdova et al., 2010; Fagutao et al., 2011; Vargas-Albores



et al., 1998; Yeh et al.,, 2009). La inmunidad innata de los crustaceos requiere de una
compleja participacion en conjunto de grupos celulares especializados y factores humorales
especificos que son generados contra un antigeno (Le Moullac y Haffner, 2000; Vazquez et
al., 1998).

El sistema inmune innato de los crustaceos, estd controlado por un grupo de proteinas
conocidas como receptores de reconocimiento de patrones (PRR), estas carecen de la afinidad
de unidn de anticuerpos, pero puede reconocer y unirse a algunas clases de polisacéridos,
otros receptores reconocen y se unen a moléculas presentes en la superficie de
microorganismos, activando directamente funciones de defensa celular (Deepika et al., 2014;
Su et al., 2004). Actualmente se han detectado 11 tipos de PRR: proteinas relacionadas con
B-1,3-glucanasa, proteinas de enlace B-1,3-glucano, lectinas tipo C, galectinas, proteinas
relacionadas con fibrogeno, proteinas contenedoras de tioester, moléculas de adhesion de
sindrome de Down, homologos de serin proteasa, proteinas de activacion trans que responden
a union de ARN y receptores tipo Toll (TLR) (Deepika et al., 2014).

El reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) por varios
PRR puede desencadenar reacciones de defensa contra estos patdgenos. De los diferentes
tipos de PRR, los TLR son considerados por regla como moléculas de reconocimiento de
patdgenos en metazoos, estos receptores TLR, estan involucrados principalmente en la

defensa contra hongos, bacterias Gram positivo y virus (Soderhéll, K. 2010).

Durante el proceso de fagocitosis, se generan sustancias antimicrobianas, como especies
reactivas del oxigeno, que causan dafios toxicos. La eliminacion efectiva y rapida de las
especies reactivas del oxigeno, es importante para el desarrollo y supervivencia de los
organismos, esto se realiza mediante la accion de defensa antioxidante, como la superdxido
dismutasa (SOD) que dismuta al anion superédxido (Campa, 2002), siendo una de las enzimas
responsables de detener las reacciones causadas por estas especies reactivas del oxigeno y

sus productos intermedios, disminuyendo dafio celular (Gémez-Anduro et al., 2006).



Al tratarse de un sistema inmune sin capacidad de memoria, el uso de vacunas no es préactico,
mientras que el uso de antibidticos se encuentra restringido, dejando como principal opcion
el uso de inmunoestimulantes y aditivos que mejoren la respuesta celular del camaréon. La
utilizacion de estos en la acuacultura esta tomando popularidad; microorganismos y/o sus
derivados como ipopolisacaridos (LPS), péptidoglicanos y B-glucano, han sido empleados
como activadores del sistema inmune de los camarones incrementando las funciones de:
fagocitosis, melanizacion, encapsulacion y coagulacion (Campa-Coérdova et al., 2010;

Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000).

2.5. Inmunoestimulantes en acuacultura

Actualmente uno de los métodos mas utilizados por productores acuicolas para
prevenir enfermedades en sus cultivos, es el uso de compuestos comerciales como
inmunopotenciadores, inmunoestimulantes o suplementos alimenticios que mejoran la salud,
estos son considerados como un elemento estructural proveniente de un microorganismo, que
basa su principio en la estimulacion del sistema inmune innato para incrementar la resistencia
a agentes patogenos (Vasquez-Pifieros et al., 2012). El uso de antibidticos en los cultivos de
camaron es comun, sin embargo, su uso indiscriminado conlleva a la generacion de bacterias
resistentes y a la eliminacién de bacterias benéficas, limitando su competencia con
microorganismos patdgenos, compromete la respuesta inmune y posee efectos adversos

sobre el medio ambiente (VVasquez-Pifieros et al., 2012).

Diversos compuestos estan siendo estudiados por sus efectos inmunoestimulantes, algunos
con resultados muy alentadores para la industria acuicola como: elementos estructurales de
bacterias (LPS, lipopéptidos, glicoproteinas capsulares y muramilpéptidos); productos de (-
1,3/1,6 glucano que provienen de bacterias, hongos y levaduras; nutracéuticos que incluye
vitaminas (C, E, A, D), carotenos, minerales (Cu, Mn, Zn, 1) y probiéticos formados por
bacterias y levaduras (Bricknell y Dalmo, 2005).



De estos inmunoestimulantes, el uso de B-glucano en el alimento del camarén, ha reportado
resultados positivos; estos estan conformados por unidades repetidas de monémeros de
glucosa, utilizados con éxito en la acuacultura para aumentar la resistencia a infecciones
bacterianas y virales tanto en peces como en crustaceos (Cheng-Fang et al., 2000; Pacheco
et al., 2011), su funcidn radica en activar el sistema inmune, aumentando asi la resistencia a
enfermedades inespecificas y reduciendo la mortalidad (Campa-Coérdova et al., 2002). Por
otra parte los carotenoides, la vitamina E y C juegan un papel importante en la salud animal
como antioxidantes mediante la inactivacion de especies reactivas del oxigeno, involucradas
en el proceso de fagocitosis. Se ha reportado que la funcion antioxidante de estos
micronutrientes mejora la inmunidad mediante la preservacion de la integridad funcional y
estructural de las células inmunitarias importantes (Campa-Cordova et al., 2002; Chew,
1995; Merchie et al., 1998).

Algunos trabajos se han dirigido al estudio del uso de pigmentos como antioxidantes, incluso
extraidos del chile (Capsicum annuum), en donde se mejoré la pigmentacion del camarén
(Arredondo-Figueroa et al., 2003), asi mismo, el uso de pigmentos de la flor de cempasuchil
Tagetes erecta, reportaron efectos similares a otras fuentes de pigmentos (Tapia-Salazar et
al., 2008) y la aplicacion de xantinas en el alimento de L. vannamei mejorando el crecimiento,

frecuencia de muda y capacidad osmorregulatoria.

El B-caroteno es un promotor de la vitamina A o retinol, requerida en la regeneracion del
componente sensitivo a la luz en la retina; el transporte de calcio a través de las membranas,
el crecimiento 6seo, la reproduccion y el mantenimiento de la integridad de las membranas
de las células epiteliales (Lawrence y He, 1996). Los crustaceos tienen la habilidad
metabolica de convertir el B-caroteno en astaxantina, ya que el B-caroteno actia como
antioxidante ha sido utilizado como suplemento en el alimento del camarén (Madhumathi y

Rengasamy, 2011).
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2.6 Antioxidantes en la inmunidad

El estrés oxidativo en L. vannamei provocado por agentes patdgenos o0 como
resultado del ambiente de cultivo, genera estrés oxidativo, produciendo cantidades excesivas
de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), como parte natural del

proceso de activacion de la fagocitosis (Madhumathi y Ramasamy, 2011).

La fagocitosis puede tomar dos rutas, aerdbica y anaerdbica. En la ruta aerdbica una
molécula de NADP o una molécula de NADH es utilizada como donante de electrones, en
donde se reduce un electron de oxigeno para formar al radical superoxido, este dismuta a
perdxido de hidrogeno por accion de la SOD, produciéndose una nueva molécula de oxigeno
(Campa, 2002; Pacheco et al., 2011). Las principales moléculas ROS son: radical hidroxilo
(OH"), anidn superdxido (O2), 6xido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO"), estas moléculas
son importantes como parte de un proceso biolégico normal, sin embargo, pueden causar
dafos directos como peroxidacion de lipidos y proteinas, asi como dafios en acidos nucleicos
(Pacheco et al., 2011).

El uso de antioxidantes naturales como promotores de vitaminas, juegan un papel importante
en la inmunoestimulacion, ya que actlan removiendo, disminuyendo o previniendo la
iniciacion o propagacion de ROS. Los carotenoides, son antioxidantes que mejoran los
sistemas antioxidantes de defensa como SOD y catalasa protegiendo a los organismos contra

el dafio ocasionado por estos radicales libres (Flores, 2006).

2.7 B-caroteno producido por Dunaliella sp.

La microalga Dunaliella sp. es una de las 30 000 especies de microalgas que se han

cultivado comercialmente, debido a su gran valor en el mercado, como productora de glicerol

y B-caroteno.



11

El género Dunaliella pertenece a la clase Chlorophyceae y al orden Volvocales, es un alga
unicelular, mide de 8-25 um de largo y 5-15 um de ancho, presenta movilidad debido a dos
flagelos apicales de igual longitud (Fig. 2), su principal caracteristica es que carece de una
pared celular rigida de polisacarido, en su lugar esta cubierta por una membrana plasmatica
elastica (Tafreshi y Shariati, 2009). Dunaliella sp. ha sido objeto de estudios mutagénicos y
manipulaciones genéticas para incrementar la calidad y cantidad de carotenos producidos
(Jin y Melis, 2003) ya que destaca por su capacidad de acumular cantidades masivas de -
carotenos, ademas de presentar otras ventajas como facil digestion por carecer de pared
celular, su cultivo en el laboratorio es eficiente y de rapido crecimiento, ademas presenta
resistencia a condiciones ambientales adversas, lo que permite una mayor manipulacion del

medio para la produccion de diferentes compuestos bioactivos (Pisal y Lele, 2005).

Uno de los métodos utilizados para inducir la acumulacion masiva de carotenoides es la
reduccion del crecimiento por la privacion de nutrientes como nitrégeno e iluminacion
(Fimbres, 2011). Ldpez-Elias et al. (2013), reportaron concentraciones de 5.57 mg/L de p-
caroteno, cuando Dunaliella tertiolecta es cultivada en medio f/8. Otras estrategias son
utilizadas para promover altas concentraciones de carotenos, como concentraciones de
salinidad elevadas, la disminucién de nutrientes en el medio, altas temperaturas y altas
radiaciones de luz, sin embargo, la utilizacion de estos métodos llevan a una baja

concentracion celular (Tafreshi y Shariati, 2009).

Trabajos realizados previamente mostraron la eficiencia de Dunaliella sp. al ser utilizada
como aditivo en el alimento de L. vannamei durante una infeccion con WSSV (Medina-Félix
et al., 2014). Madhumathi y Rengasamy (2011), reportan la habilidad de Penaeus monodon
de convertir el B-caroteno en astaxantina, pigmento involucrado en la actividad antioxidante,
mejorando su actividad inmunologica y la resistencia a enfermedades. La adicion de 50 y
100 mg/kg de B-caroteno mejoro la capacidad antioxidante de la SOD y CAT en musculo y
hepatopancreas, reduciendo el dafio generado por radicales libres. Asi mismo la adicion de
100 mg/kg de B-caroteno mejoro la supervivencia de L. vannamei durante una infeccion con

Vibrio harveyi (Flores-Leyva, 2006).



Figura 2. Microalga Dunaliella sp. utilizada en este trabajo.
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3. JUSTIFICACION

El camarodn blanco del Pacifico (L. vannamei), es la especie de camardn mayormente
cultivada en México; las enfermedades virales y bacterianas son la principal amenaza para la
agroindustria acuicola. Las bacterias de genero Vibrio estan siempre presentes en los cultivos,
siendo las responsables de diversas enfermedades, causando altas mortalidades cuando el

sistema inmune del camardn se encuentra suprimido.

El impacto del EMS ocasionado por V. parahaemolyticus en los cultivos de L. vannamei en
México ha sido devastador, llevando a los productores a bajar las densidades de siembra,
hacer cosechas de organismos de menor talla y hacer uso de medicamentos, entre ellos
antibioticos, sin embargo, existe un namero muy reducido de antibidticos que pueden ser
legalmente utilizados en la acuacultura (Varela-Mejias y Pefia-Navarro, 2014). Debido a que
la eliminacion de agentes patdgenos del medio es imposible, los métodos de prevencién de
enfermedades y de resistencia a ellas, son la Unica alternativa. El uso de inmunoestimulantes
como activador del sistema inmune de L. vannamei, mejora la respuesta a infecciones
ocasionadas por agentes patdgenos. Ya que la microalga Dunaliella sp. se caracteriza por la
acumulacion de B-carotenos al ser cultivada en un medio limitado en nutrientes; estos son

utilizados por su funcion antioxidante.

Por tal motivo se evaluo la adicion de Dunaliella sp rica en -caroteno en el alimento de L.
vannamei para mejorar la respuesta fisiol6gica, inmune y supervivencia durante una

infeccion producida por V. parahaemolyticus
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4. HIPOTESIS

La adicion de Dunaliella sp. a la dieta del camardn blanco (L. vannamei) tendra un
impacto positivo en la respuesta fisioldgica, inmune y supervivencia de los organismos ante

una infeccion ocasionada por V. parahaemolyticus

5. OBJETIVO

Evaluar la respuesta fisiologica, inmune y supervivencia de L. vannamei alimentado

con Dunaliella sp. durante una infeccién con V. parahaemolyticus

5.1 Objetivos particulares

e Objetivo 1: Determinar la dosis de Dunaliella sp. en la dieta, segun respuesta
fisioldgica, inmune y supervivencia de L. vannamei durante una infeccion con V.

parahaemolyticus.

e Objetivo 2: Determinar la frecuencia de adicion de la dosis de Dunaliella sp. en la
dieta, segun respuesta fisiol6gica, inmune y supervivencia de L. vannamei durante

una infeccion con V. parahaemolyticus.

e Objetivo 3: Evaluar la respuesta fisioldgica y expresion del gen Mn-SOD en L.
vannamei alimentado con Dunaliella sp. a la dosis y frecuencia de suministracion
determinada por los objetivos anteriores, durante una infeccion con V.

parahaemolyticus.
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6. METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo, los organismos del camarédn blanco, L. vannamei
fueron donados por la granja acuicola local San Fabian, S. P. R. de R. I, localizada en Cruz
de Piedra, Guaymas, Sonora, México.

6.1 Disefio experimental

6.1.1 Bioensayo 1: Determinacion de la dosis de Dunaliella sp. en la dieta, seguin
respuesta fisiologica, inmune y supervivencia de L. vannamei durante una infeccion con

V. parahaemolyticus

Se evaluaron dietas adicionadas con el 1.5, 2, 2.5, y 3% de Dunaliella sp. en el
alimento ademas de un control positivo (sin Dunaliella sp. en el alimento e infectado con V.
parahaemolyticus) y un control negativo (sin Dunaliella sp. en el alimento ni infeccion con
V. parahaemolyticus), cada uno de los tratamientos por triplicado, utilizando acuarios con
una capacidad de 60 L, a los que se les agregaron 40 L de agua de mar (35 ups, 28 £ 2 °C).
Para la limpieza de los acuarios se realizaron recambios de agua al 80% cada tercer dia. En
cada uno de tratamientos se utilizaron 40 especimenes de L. vannamei con un peso inicial de
2.1 g (Fig. 3). Los organismos fueron alimentados con las dietas por 20 dias (al 5% de la
biomasa repartido en dos raciones diarias) para ser infectados con V. parahaemolyticus
(1x10® UFC/mL). Se tomaron muestras de hemolinfa a las 0, 12, 24, 36 y 48 horas post
infeccion (hpi) para la determinacion de proteina, triglicéridos, glucosa y lactato, asi como la
actividad de proFO y FO.
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6.1.2 Bioensayo 2: Determinacion de la frecuencia de administracion de Dunaliella sp.
en la dieta, segun respuesta fisioldgica, inmune y supervivencia de L. vannamei durante

una infeccion con V. parahaemolyticus

Se evaluaron once tratamientos experimentales, con las dosis de 1.5, 2 y 3% de
Dunaliella sp. a tres frecuencias de alimentacion: diaria (1), cada tres (3) y siete (7) dias, un
control positivo (sin Dunaliella sp. e infectado con V. parahaemolyticus) y un control
negativo (sin Dunaliella sp. y sin infeccién con V. parahaemolyticus), cada uno por
triplicado. Después de 20 dias de alimentacion, los organismos fueron infectados con la
bacteria (1 x 108 UFC/mL).

Para este bioensayo se utilizaron acuarios de plastico con una capacidad de 15 L, con 10 L
de agua de mar filtrada (35 ups y una temperatura de 28+2 °C), en cada acuario se colocaron
15 organismos con un peso inicial de 3.1 g alimentados al 5% de su biomasa a dos raciones
diarias. Se realizaron recambios de agua al 80% cada tercer dia. Las muestras de hemolinfa
se tomaron a las 0, 12, 24, 36 y 48 hpi. Se determind la concentracion de proteina,
triglicéridos, glucosa y lactato, asi como la actividad de profenoloxidasa proFO, FO y SOD,

asi como conteo de hemocitos

6.1.3 Bioensayo 3: Evaluacion de la respuesta fisiologica y expresion del gen Mn-SOD
en L. vannamei alimentado con Dunaliella sp. y B-glucano durante una infeccion con V.

parahaemolyticus.

Se evaluo el efecto de la dieta con la adicion cada tercer dia del 2% Dunaliella sp. y
1.1% B-glucano (Reyes-Becerril et al., 2008), en la dieta de L. vannamei, después de 15 dias
de alimentacion con las dietas se infectd con V. parahaemolyticus (1x10% UFC/mL). Para
este bioensayo se utilizaron acuarios de plastico con una capacidad de 15 L, conteniendo 10
L de agua de mar filtrada, la temperatura y salinidad permanecieron constantes (35 ups; 28+2
°C). Se colocaron 8 camarones con un peso inicial de 19.2 g alimentados al 1.5% de su

biomasa a dos raciones diarias.
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Tratamientos control: se analizd un control por triplicado para cada una de las dietas, asi
como dos controles: positivo (sin estimulante e infectado con V. parahaemolyticus) y
negativo (sin estimulante y sin infeccién con V. parahaemolyticus), cada uno de los
tratamientos y controles por triplicado. Se tomaron muestras de hemolinfa a los dias 0, 7 y
14, asi como a los tiempos 24 y 48 hpi. Las muestras se procesaron para su analisis donde se
determind proteina, glucosa, lactato, triglicéridos y colesterol, ademas de la expresion del
gen Mn-SOD.

6.2 Cultivo de Dunaliella sp.

Para cada uno de los bioensayos, la microalga Dunaliella sp. se obtuvo del cepario
del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (DICTUS) de la
Universidad de Sonora (Hermosillo, Son.) utilizando medio f/8 (Tabla I1) (basado en el medio
/2 de Guillard y Ryther, 1962), que contiene una cuarta parte de nitratos y fosfatos necesarios

para su éptimo crecimiento, en agua de mar filtrada y estéril.

Se llevo a cabo un sistema de cultivo estatico escalonado durante siete dias para cada una de
las etapas de cultivo (Fig. 3), iniciando en tubos de 20 mL hasta llegar a cilindros de 90 L,
realizando conteos celulares diarios. Una vez que alcanzaron su crecimiento maximo, la
microalga se floculé con sulfato de aluminio (0.15 g/L). El exceso de agua se retiré por
sifoneo para obtener un concentrado de Dunaliella sp. el cual se almaceno en bolsas plasticas
a -80 °C en ultracongelador (New Brunswick Scientific). Posteriormente el concentrado de
Dunaliella sp. se seco por liofilizacién (Yamato® DC401) para obtener la harina y elaborar

el alimento.
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Figura 3. Disefio del sistema de cultivo estatico escalonado, utilizado para la produccion de

la microalga Dunaliella sp.
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Tabla Il. Soluciones madre para la preparacion del medio de cultivo f/2 (Guillard y Ryther,
1962), utilizado como base para la preparacion del medio /8.

Constituyentes Cantidad

1 Nutrientes mayores g/L de agua destilada

1.1  Nitrato de sodio, granulado y refinado 75

1.2  Fosfato de sodio monobésico 5

1.3  Silicato de sodio metasoluble 30

2 Metales traza 9/100 mL de agua destilada

2.1  Solucion primaria
2.1.1 Sulfato cuprico, cristales finos 0.98
2.1.2 Sulfato de zinc, cristales finos 2.2
2.1.3 Cloruro de cobalto, cristales finos 1.0
2.1.4 Cloruro manganoso, cristales finos 18.0
2.1.5 Molibdato de sodio, cristales finos 0.63

2.2 Solucion secundaria g/L de agua destilada
2.2.1 Cloruro férrico 3.15
2.2.2 EDTA disddico 4.36
2.2.3 Metales traza 1 mL dec/udelassol. 2.1.1.a2.1.5.

3 Vitaminas

3.1  Solucién primaria g/L de agua destilada
3.1.1 Biotina cristalizada 0.1
3.1.2 Cianocobalamina 1.0

3.2  Solucidn secundaria En 100 mL de agua destilada
3.2.1 Biotina 1mLdelasol. 3.1.1
3.2.2 Cianocobalamina (B12) 1 mL delasol. 3.1.2
3.2.3 Tiamina clorhidrica (B1) 20 mg
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6.3 Determinacion de B-carotenos en Dunaliella sp.

Una muestra de 0.03 g de harina de Dunaliella sp. se pesé por triplicado, para agregar
10 mL de acetona al 90%, se dejé reposar 24 h en obscuridad a 4°C, para posteriormente
centrifugar a 5000 x g por 10 min y leer en el lector de microplacas (Bio Rad iMark™) a una
longitud de onda de 450 nm. La curva de calibracion para p-carotenos se realizé afiadiendo

10 mg del estandar de B-carotenos (Sigma ® C9750) en 15 mL de acetona (0.6 mg/mL).

6.4 Elaboracioén del alimento

Las dietas fueron formuladas y elaboradas mediante el software 5Pro (Chapala, Jal.
México). El alimento se elabor6 en el laboratorio de nutricién acuicola del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR, S.C., La Paz, BCS). Todos los
ingredientes mostrados en las tablas 111, IV y V fueron tamizados a través de una malla de
250 um (CSC Scientific Company Inc., Fairfax, VA, EUA). Cada dieta fue preparada
mezclando los ingredientes en una batidora industrial (Kitchen Aid®), afiadiendo agua
destilada hasta obtener una mezcla uniforme y formar el pellet (2 mm) en un molino de carne
(Torrey®, modelo JR, criba Torrey® CI-12-1/8).

Una vez formado el pellets, el alimento se sec6 en un horno de flujo de aire a 38°C, hasta
que su humedad fue menor al 15% (analizador de humedad Ohaus®). EIl alimento seco se

almacend en bolsas de pléastico a -4°C hasta su uso.
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Tabla I11. Ingredientes que componen el alimento experimental adicionado con Dunaliella

sp. para el bioensayo 1.

Ingredientes Control  Alim. Alim. Alim. Alim.
1.5% 2.0% 2.5% 3.0%

Harina integral de trigo’ 688.2 585.5 575.9 566.4 556.8
Harina de sardina' 425.82 431.8 433.9 435.9 437.9
Pasta soya (0614) 300 300 300 300 300
Aceite de higado de 66.18 68.2 68.2 68.2 68.2
bacalao!
Pre-mezcla vitamina 27 27 27 27 27
crusticeos’
Lecitina de soya 24 24 24 24 24
(Isoy1005)°
Fosfato dibasico de sodio 18 18 18 18 18
Harina de Dunaliella sp. -- 22.5 30 37.5 45
Pre-mezcla mineral 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
crusticeos”
Ligante ac. alginico 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
Colesterol (C-8503)° 4.2 4.2 4.2 4.2 4.2
Cloruro de colina 3 3 3 3 3
(101386)°
Vitamina C’ 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Antioxidante BHT? 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Cantidad total 1,573g 1,501 ¢g 1,501 g 1,501g 1,501 ¢g

'PIASA feed (Productora Industrial Acuasistemas, La Paz, B.C.S., Mexico).
2(g 900 g-1) premezcla de vitaminas: Vit. A, 100,000 IU; Vit. 850 Ul; o-tocopherol acetate 2000 1U; menadione (2);
thiamine HCI (0.5); riboflavin (3); pyridoxine HCI (1); dI-Capantothenic acid (5); nicotinic acid (5); biotin (0.05); inositol

(5); Vitamin B12 (0.02); folic acid (0.18). Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

SODONAJI, D.F., México.

4(g 200 g-1) Premezcla de minerales: KCI (28.57); MgSO47H20 (28.57); ZnS04+7H20 (5.14); MnCI2-4H20, 1.34;
CuS04+5H20 (0.29); KI (0.29); CoClI2.2H20 (0.14); Na2HPO4 (135.43). Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

5Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
662% agente activo, ICN 101386.

35% agente estable active, Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Switzerland.
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Tabla 1V. Ingredientes que componen el alimento experimental adicionado con Dunaliella
sp. para el bioensayo 2.

Ingredientes Control  Alim. Alim. Alim.
2.0% 2.5% 3.0%

Harina integral de trigo’ 688.2 219.95 216.8 210.45
Harina de sardina' 372.7 126.15 126.8 128.2
Pasta soya (0614) 300 100 100 100
Aceite de higado de bacalao! 46.05 15.4 15.4 154
Pre-mezcla vitamina crustaceos? 27 9 9 9
Lecitina de soya (Isoy1005)? 24 8 8 8
Fosfato dibasico de sodio 18 6 6 6
Harina de Dunaliella sp. -- 7.5 10 15
Pre-mezcla mineral crustaceos® 7.5 2.5 2.5 25
Ligante ac. alginico 7.5 2.5 2.5 2.5
Colesterol (C-8503)° 4.2 14 14 14
Cloruro de colina (101386)° 3 1 1 1
Vitamina C’ 1.5 0.5 0.5 0.5
Antioxidante BHT® 0.3 0.1 0.1 0.1
Cantidad total 1,500 g 500 g 500 g 500 g

'PIASA feed (Productora Industrial Acuasistemas, La Paz, B.C.S., Mexico).

2(g 900 g-1) premezcla de vitaminas: Vit. A, 100,000 IU; Vit. 850 Ul; o-tocopherol acetate 2000 1U; menadione (2);
thiamine HCI (0.5); riboflavin (3); pyridoxine HCI (1); dI-Capantothenic acid (5); nicotinic acid (5); biotin (0.05); inositol
(5); Vitamin B12 (0.02); folic acid (0.18). Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

SODONAIJI, D.F., México.

(g 200 g-1) Premezcla de minerales: KCI (28.57); MgS0O4+7H20 (28.57); ZnSO4+7H20 (5.14); MnCI2+4H20, 1.34;
CuS04+5H20 (0.29); K1 (0.29); CoCI12.2H20 (0.14); Na2HPO4 (135.43). Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
5Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

662% agente activo, ICN 101386.

735% agente estable active, Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Switzerland.
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Tabla V. Ingredientes que componen el alimento experimental adicionado con Dunaliella
sp. y B-glucano para el bioensayo 3.

Ingredientes Control  Dunaliella sp. 2%  B-glucano 1.1%
Harina integral de trigo! 688.2 458.8 467.8
Harina de sardina' 372.7 248.5 248.5
Pasta soya ! 300 200 200
Aceite de higado de 46.05 30.7 30.7
bacalao’
Pre-mezcla vitamina 27 18 18
crustaceos’
Lecitina de soya® 24 16 16
Fosfato dibasico de sodio 18 12 12
Harina de Dunaliella sp. -- 20 --
B-glucano® -- -- 11
Pre-mezcla mineral 7.5 5 5
crustaceos”
Ligante 7.5 5 5
Colesterol (c-8503)° 4.2 2.8 2.8
Cloruro de colina® 3 2 2
Vitamina C’ 1.5 1 1
Antioxidante BHT? 0.3 0.2 0.2
Total 1,500 g 1,000 g 1,000 g

'PIASA feed (Productora Industrial Acuasistemas, La Paz, B.C.S., Mexico).

2(g 900 g-1) premezcla de vitaminas: Vit. A, 100,000 IU; Vit. 850 Ul; o-tocopherol acetate 2000 1U; menadione (2);
thiamine HCI (0.5); riboflavin (3); pyridoxine HCI (1); dI-Capantothenic acid (5); nicotinic acid (5); biotin (0.05); inositol
(5); Vitamin B12 (0.02); folic acid (0.18). Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

SODONAIJI, D.F., México.

4(g 200 g-1) Premezcla de minerales: KC1 (28.57); MgSO4+7H20 (28.57); ZnS04+7H20 (5.14); MnCI2+4H20, 1.34;
CuS04+5H20 (0.29); K1 (0.29); CoCI12.2H20 (0.14); Na2HPO4 (135.43). Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.
5Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.

662% agente activo, ICN 101386.

35% agente estable active, Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Switzerland.

8Macrogard ® DTF.
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6.5 Analisis quimico proximal del alimento

Se realizaron para cada uno de los ingredientes y dietas utilizadas en los tres bioensayos, en
el laboratorio analitico de andlisis quimico proximal del CIBNOR, S.C. (La Paz, BCS)
(Tablas VII, VI y IX).

6.5.1 Determinacién de humedad

Se realiz6 por el método de pérdida de peso, se pesaron con exactitud 2,000 g de
muestra de las diferentes dietas por triplicado en un crisol de porcelana, previamente puesto
a peso constante para después colocarse en la estufa a 105 °C a desecar por 4 horas, se deja
enfriar en un desecador por 40 min para pesar en la balanza analitica. El porcentaje de
humedad se obtiene al restar el peso del crisol con la muestra seca, el peso del crisol con la

muestra humeda entre los 2,000 g de muestra humeda y multiplicar por 100.

6.5.2 Determinacioén ceniza

Las muestras del alimento utilizadas para humedad se utilizaron para la determinacion
de ceniza, se incineraron en la mufla a 600 °C por 5 h, para ser pesados en balanza analitica
(OHAUS® AS200). El porcentaje de ceniza se determind restando el peso del crisol vacio al
peso del crisol con ceniza entre el peso de la muestra y multiplicado por 100.

6.5.3 Determinacion de energia bruta
Se elaboraron pastillas de aproximadamente un gramo con el alimento finamente

molido, para ser colocadas en capsulas inoxidables Parr por triplicado. Las muestras fueron

analizadas en Parr Calorimeter 6400,
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6.5.4 Determinacion de proteina cruda

Se pesaron 0.2000 g de muestra finamente molida por triplicado sobre papel de estafio
oxido de magnesio y se envuelve con éste. Las muestras se analizaron en el quipo Leco EP-

528® empleando la técnica de combustion de Dumas, analizador de Nitrgeno/Proteina.

6.5.5 Determinacion de lipidos

Se utiliz6 el método Soxtec Avanti (Tecator 2050), marca donde se pesaron 2,000 g
de la muestra finamente molida sobre un filtro Whatman no. 1, para ser colocado en el
cartucho de celulosa Whatman. Por otro lado se pesaron e identificaron los vasos vacios de
aluminio. Se colocaron los cartuchos en el equipo Soxtec Avanti 2050 y los vasos a los que
se les agregaron 80 ml de éter de petroleo, el equipo se programo de la siguiente manera: 15
min de inmersion, 40 min de goteo del solvente, 10 min recuperando el solvente y 5 min de
secado. Una vez terminado el ciclo se retiraron los vasos de aluminio con pinzas y se
colocaron a la estufa a 103°C por 2 h, para ser pesados en una balanza analitica(OHAUS®
AS200). El porcentaje de lipidos se determind restando el peso del vaso vacio al peso del

vaso con los lipidos extraidos entre los gramos de la muestra por 100.

6.5.6 Determinacién de fibra

Mediante el método de hidrdlisis sucesiva, con el extractor de fibra Foss, se pesaron
1 g de muestra previamente desgrasada, en el crisol de extraccién por triplicado. Se colocaron
en el equipo, poniendo a calentar el cido sulfurico al 1.25 % (0.225 N) y se agregaron 150
mL a cada crisol para hervir por 30 min, posteriormente se realizaron 3 lavados con agua
destilada. Se agregaron 150 mL de hidréxido de sodio al 1.25 % (0.255 N) y octanol, se dejo
hervir por 30 min mas para filtrar y realizar nuevamente 3 lavados. Los crisoles se llevaron
a la estufa a 120 °C por 2 h, se colocaron en el desecador por 30 min y se incineraron en la
mufla a 520 °C por 20 min, nuevamente se llevaron a la estufa a 130 °C por 20 min. Para la
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determinacion de fibra se resto el peso del crisol con ceniza al peso del crisol, entre gramos

de muestra por 100.

6.6 Preparacion del inoculo de V. parahaemolyticus

La cepa V. parahaemolyticus fue aislada de camarones infectados en el Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-PN-Sin.) en
Guasave Sinaloa México (Lopez-Leon et al., 2016). El indculo de V. parahaemolyticus se
prepar0 siguiendo la metodologia descrita por Soto-Rodriguez et al. (2015) con algunas
modificaciones, la bacteria se sembrd en agar tripticasa de soya (TSA) para su reactivacion,
después de 24 h se resembraron por crecimiento masivo maltiples placas conteniendo TSA.
La bacteria se recuperd con una asa bacteriologica para agregarla en solucién salina (3%
NaCl) estéril, hasta llegar a una absorbancia de 1 a una longitud de onda de 540 nm.
Posteriormente, de esta solucion se realizaron diluciones y se sembrdé en TCBS (agar
tiosulfato citrato bilis sacarosa) para conteos y determinar la cantidad de unidades formadoras
de colonias por mililitro. Los organismos fueron infectados por el método de inmersion,
donde se colocd la cantidad de in6culo para una concentracion de 1 x 106 UFC/mL en el agua

de los tratamientos infectados (Balcazar et al., 2007; Li et al., 2008b).

6.7 Anticoagulante de citrato trisddico

El anticoagulante se prepar6 agregando a un litro de agua destilada: 7.94 g de citrato

trisddico, 22.4 g de NaCl y 20.71 g de glucosa (dextrosa anhidra), ajustando el pH a 7.5.



27

6.8 Obtencién de hemolinfa

Se tomaron 100 uL de hemolinfa de la base del quinto par de pereidpodos (Fig. 4)
utilizando una jeringa de insulina (1 mL, 7G x 13 mm) conteniendo 400 pL de anticoagulante
de citrato trisodico (pH 7.5). Una vez recolectada la muestra se separaron 10 uL para el
conteo de hemocitos y se colocaron en un tubo de 2 mL limpio y desinfectado, mientras que
el resto de la hemolinfa se centrifugd a 9000 x g por 5 min para su analisis. En el bioensayo
3, el plasma se utilizé para el andlisis de metabolitos plasmaticos mientras que la parte celular
se almaceno agregando 500 pL de TRIzol® Reagent, para realizar la expresion del gen Mn-
SOD.

Figura 4. Extraccion de muestra de hemolinfa de L. vannamei.
6.9. Conteo total de hemocitos

El conteo se realizo utilizando un microscopio (Leica, 501094) y un hematocitometro,

aplicando la siguiente férmula:

_ hemocitos contados
hemocitos por mL = x 10000 1)
numero de cuadros contados
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6.10 Analisis de parametros plasmaticos en hemolinfa de L. vannamei

Para los bioensayos 1y 2, se tomaron muestras a las: 0, 12, 24, 36 y 48 hpi, mientras
que para el bioensayo 3, se tomaron muestras a los dias 0, 7 y 14 de iniciado el tratamiento
con las diferentes dietas y a las 24 y 48 hpi. Se utilizaron los Kits comerciales para
diagnéstico RANDOX ®, siguiendo las especificaciones del fabricante, colocando 10 uL de
muestra (plasma) en una microplaca de 96 pozos con 300 uL de capacidad (Nunc™) mas
200 uL de reactivo correspondiente y se incubaron por el tiempo indicado para cada una de
ellas (Tabla V1), las placas se analizaron en el lector de microplacas Bio Rad iMark ™, de

acuerdo a la metodologia propuesta por Sdnchez-Paz et al. (2007).

Tabla VI. Longitud de onda, coloracién y tiempo de incubacién de la reaccion colorimétrica
para evaluar la concentracion de cada metabolito

Metabolito Longitud de onda (nm) Coloracién Incubacion (min)
Proteina (TP245) 550 Violeta 30
Colesterol (CH201) 490 Rosa 10
Triglicéridos (TR210) 490 Violeta 5-10
Lactato (LC2389) 550 Violeta 5-10
Glucosa (GL2614) 490 Rojo-violeta 10

6.11 Respuesta del sistema inmune

6.11.1 Actividad especifica de Fenoloxidasa

Se colocaron 10 uL de plasma de camardn en una microplaca, mas 250 pL de L-
DOPA (SIGMA® D9628) (3 mg/mL), se incub6 por 20 min para leer a 490 nm. Los valores
de absorbancia obtenidos se normalizaron con los valores de proteina y se reportaron como

actividad especifica de FO por min/mg de proteina (Gollas-Galvan et al., 1997).
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6.11.2 Actividad especifica de profenoloxidasa

Se agregaron 10 pL de plasma de camaron en una microplaca, mas 10 uL de tripsina
y 250 uL de L-DOPA (3 mg/mL), se dejo incubar por 20 min y se ley6 a 490 nm. Los valores
de absorbancia obtenidos se normalizaron con los valores de proteina y se reporta como

actividad especifica de profenoloxida por min/mg de proteina (Gollas-Galvan et al., 1997).

6.11.3 Actividad de superdxido dismutasa

La actividad de SOD se determiné utilizando un kit SIGMA-ALDRICH® 19260,

siguiendo las instrucciones del fabricante (Dudonné et al., 2009).
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6.12 Expresion de genes en PCR tiempo real (QPCR)

La extraccion de ARN, se realiz6 utilizando TriPure SIGMA-Aldrich® (St. Louis,
USA), posteriormente se ley6 en un espectrofotometro-UV Nanodrops 2000® (Thermo
Scientific), utilizando el coeficiente de relacion de las lecturas de absorbancia a 260/280. La
integridad y pureza del ARN se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1% con TAE
1X. Para la sintesis de cDNA se utiliz6 un Kit IMPROM II™ (Promega). Se analiz6 el cDNA
extraido de hemocitos de L. vannamei, utilizando una dilucién 1:10 del cDNA para la técnica
de gPCR. Utilizando como control enddgeno 18S, F (GA AGT TTG ATC CTG GCT CAG)
y R (CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA). Se analiz6 la expresion del gen Mn-SOD,
mediante el set de primers: Mn-SOD-f (TGG CAC AGT CAG TCC TCA GA) y Mn-SOD-r
(AGA TGT GAG GTT CAA GGG CQG) (Garcia-Triana et al., 2010). La qPCR se llevo a
cabo en el sistema para PCR tiempo real Bio Rad ® T100 utilizando SSOfast Eva Green Bio
Rad®. Las amplificaciones se hicieron con un volumen de reaccion de 10 pL: 5L de
SSOfast, 1 uL de cada cebador especifico (10 mM), 3 uL agua miliQ y 1 uL. de cDNA. Con
un perfil térmico de: 5 min a 95°C, 50 s a 57.5°C. MC de 70 °C a 90 °C cada 5 s.

6.13 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en los bioensayos 1y 3 fueron analizados mediante ANDEVA
de una via y la prueba a posteriori de Tukey HSD, donde se evaluaron las diferentes dietas
durante el tiempo de infeccidn con V. parahaemolyticus. Para el bioensayo 2, se analizaron
los datos mediante MANDEVA, para evaluar la dieta, frecuencia y tiempo de infeccion con
la bacteria, utilizando las pruebas a posteriori de Tukey y Dunnett. El bioensayo 1 se analizé
en STATISTICA Star Soft®, mientras que los bioensayos 2 y 3 se analizaron en el software

JMP® (Buckinghamshire, England). Valores p<0.05 fueron considerados significativos.
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7.1 Determinacién de la dosis de Dunaliella sp. en la dieta, segun respuesta fisioldgica,

inmune y supervivencia de L. vannamei durante una infeccion con V. parahaemolyticus

7.1.1 Andlisis proximal del alimento

Se analiz6 humedad, proteina, lipidos (extracto etéreo), fibra cruda, ceniza, extracto

libre de nitrégeno (ELN) y energia de las dietas preparadas para el primer bioensayo, la dieta

se disefio con el 37% de proteina (Tabla VII).

Tabla VII. Andlisis proximal de las dietas a diferentes porcentajes de Dunaliella sp.
utilizadas en el bioensayo 1 (Se indica el promedio y DE).

Muestra Humedad Proteina  Extracto Fibra Cenizas ELN Energia
(%) (%) etéreo (%) cruda (%) (%) (%) (cal/g)

Control 7.08 37.35 7.16 1.60 8.12 45.77  4690.34
A 0.29 0.03 0.08 0.20 0.06 4.36

Control 5.46 37.51 7.04 1.57 8.12 45.77  4702.27
B 0.16 0.13 0.05 0.12 0.07 2.12

D.15% 8.30 37.36 7.11 1.17 9.41 4496  4626.57
0.10 0.09 0.11 0.15 0.04 6.27

D.2% 7.30 37.11 5.70 1.80 9.94 4546  4597.47
0.17 0.08 0.13 0.26 0.05 2.99

D.25% 9.20 37.38 6.73 1.20 10.39 4430 4597.92
0.13 0.04 0.26 0.10 0.04 4.82

D.3% 6.08 37.43 6.40 0.97 10.73  44.48 4569.80
0.07 0.06 0.15 0.06 0.09 1.82
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7.1.2 Supervivencia

Los organismos infectados con V. parahaemolyticus presentaron una alta mortalidad
a las 48 hpi, con valores superiores al 80%. La dieta con 3% Dunaliella sp. mostré la mayor
supervivencia (30.9%), seguido de la dieta con el 1.5% Dunaliella sp. (20.9%), mientras
tanto, el control positivo (sin Dunaliella sp. e infectado con V. parahaemolyticus) presentd

una supervivencia del 13.7% (Fig. 5).

100 ~ =
80 -
60 -

40 -

SUPERVIVENCIA (%)

20 - -

O T T T T T 1
Dietal.5% Dieta 2% Dieta 2.5% Dieta 3% Control + Control -

Figura 5. Supervivencia de juveniles de L. vannamei alimentados con Dunaliella sp. y
retados con V. parahaemolyticus (1 x 10° CFU/mL). Se indica el promedio + DE.

7.1.3 Conteo de hemocitos

Las dietas con el 1.5 y 2% de Dunaliella sp. mostraron una disminucién después de
las 12 hpi, mientras que la dieta con el 2.5% Dunaliella sp. se mantiene durante la infeccion
con V. parahaemolyticus, por otro lado el tratamiento control positivo mostro los valores mas
bajos después de las 12 hpi (Fig. 6). No se encontraron diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 6. Conteo de hemocitos en juveniles de L. vannamei alimentado con Dunaliella sp.
durante una infeccion con V. parahaemolyticus. Se indica el promedio + DE.

7.1.4 Proteina

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 7A), sin
embargo, los niveles de proteina disminuyen a partir de las 24 hpi, incluso el control negativo,
el cual presentd el valor mas alto (245 mg/mL) a las 12 hpi. Por otro lado, el control positivo

mostrd los valores mas bajos a las 48 hpi (123 mg/mL).

7.1.5 Glucosa

Los niveles de glucosa disminuyeron con el tiempo, incluso en el control negativo,
alcanzando el nivel mas bajo a las 48 hpi (Fig. 7B), mientras tanto, el control positivo mostro
los niveles mas bajos a las 48 hpi con 0.094 mg/mL y los niveles mas altos se observaron en

los camarones alimentados con 2% Dunaliella sp. a las 0 hpi (1.54 mg/mL).
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7.1.6 Lactato

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 7C); sin
embargo, en las dietas que contienen Dunaliella sp. el nivel de lactato aumentd durante el
tiempo de infeccion con V. parahaemolyticus y disminuy6 después de las 24 hpi. El
tratamiento control negativo no present0 variaciones durante los tiempos de muestreo,

manteniendo sus valores entre 0.07 y 0.13 mg/mL.

7.1.7 Colesterol

Los niveles de colesterol en plasma se mantuvieron constantes sin diferencias
significativas entre tratamientos o tiempo, los valores mas altos se reportaron a las 24 hpi en
los camarones alimentados con las dietas 1.5 y 2% de Dunaliella sp. (0.76 y 0.76 mg/mL
respectivamente), por su parte los camarones en el control negativo mantuvieron niveles

constantes alrededor de 0.49 mg/mL (Fig. 7D).

7.1.8 Triglicéridos

Altos valores de triglicéridos se encontraron en camarones alimentados con la dieta
1.5% Dunaliella sp. a las 12 hpi (1.10 mg/mL) con diferencias significativas (p<0.05) (Fig.
7E). Los niveles de triglicéridos en el tratamiento control negativo se mantuvieron constantes
(0.706 mg/mL), mientras tanto el tratamiento control positivo presento los niveles mas bajos
(0.647 mg/mL).
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Figura 7. Niveles de proteina (A), glucosa (B), lactato (C), colesterol (D) y triglicéridos (E)
en plasma de L. vannamei alimentado con Dunaliella sp. e infectado con V.
parahaemolyticus. *diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). Se indica el
promedio + DE.
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7.1.9 Profenoloxidasa y fenoloxidasa

La actividad especifica de proFO alcanzé su punto mas alto a las 36 hpi en las dietas
que contenian Dunaliella sp., la dieta con 2.5% Dunaliella sp. present6 una actividad mas
alta comparada con el grupo control. La actividad de FO vari6 durante el tiempo de infeccion;
en la figura 8 observamos a la dieta 3% Dunaliella sp. con un aumento gradual en su

actividad, alcanzando su nivel mas alto a las 48 hpi.
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Figura 8. Actividad especifica de fenoloxidasa (A) y profenoloxidasa (B) en hemocitos de
L. vannamei alimentado con Dunaliella sp. e infectado con Vibrio parahaemolyticus. Se
indica el promedio = DE.
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7.2 Determinacion de la frecuencia de administracion de Dunaliella sp. en la dieta,

segun respuesta fisioldgica, inmune y supervivencia de L. vannamei durante una

infeccion con V. parahaemolyticus

7.2.1 Analisis proximal del alimento

En la tabla VIII, se presentan los resultados de humedad, proteina, lipidos (extracto

etéreo), fibra cruda, ceniza, extracto libre de nitrogeno (ELN) y energia de las dietas

preparadas para el segundo bioensayo, la dieta se disefié con el 37% de proteina.

Tabla VIII. Anélisis proximal de las dietas a diferentes porcentajes de Dunaliella sp.
utilizadas en el bioensayo 2 (Se indica el promedio y DE).

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

Dunaliella 3.92 18.97 0.10 0.10 56.22 2461 1111.64
Sp. 0.04 0.22 0.00 0.00 0.00 4.09

Dieta 7.38 36.19 7.04 0.70 7.89  48.17 4625.67
control 0.15 0.12 0.05 0.10 0.02 2.05

Dieta 8.63 36.39 7.38 0.77 8.73  46.73 4592.97
1.5% 0.06 0.11 0.08 0.06 0.03 3.92

Dieta 2% 9.15 36.40 7.44 0.77 9.15  46.24 4571.74
0.05 0.09 0.05 0.06 0.03 1.72

Dieta 3% 7.36 36.67 7.46 0.63 9.80 45.44 4549.47
0.07 0.07 0.06 0.06 0.04 7.86
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7.2.2 Supervivencia de L. vannamei después de ser infectado con V. parahaemolyticus

Se registrd una alta mortalidad para todos los tratamientos infectados con V.
parahaemolyticus a las 48 hpi, con diferencias significativas entre tratamientos, en los
tratamientos: control positivo (p=0.0431), 3% (1) (p=0.0139) y 3% (7) (p=0.0431)
comparado con el control negativo. Los organismos alimentados con la dieta diaria al 3% de
Dunaliella sp. reportaron la supervivencia mas baja (25.5%), mientras que la dieta con el 2%
de Dunaliella sp. administrada cada 3 (2% (3)) y 7 dias (2% (7)), resultaron en la mayor
supervivencia entre los tratamientos infectados (52% y 57% respectivamente) (Fig. 9);

mientras que el control negativo present6 una supervivencia del 100%.
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1.5%(1) 2%(1) 3%(1) 1.5%(3) 2%(3) 3%(3) 1.5%(7) 2%(7) 3%(7) C+  C-

Figura 9. Supervivencia de L. vannamei alimentado con Dunaliella sp. (Frecuencia de
administracion de cada una de las ditas con la microalga: diaria (1), cada tercer dia (3) y cada
séptimo dia (7)) después de 48 h de infeccion con V. parahaemolyticus. *diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05). Se indica el promedio + DE.
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7.2.3 Conteo de hemocitos

En cuanto al conteo de hemocitos, se reportaron diferencias significativas (p=0.0001)
entre las tratamientos. La dieta con el 3% (3) con el conteo de hemocitos mas alto (11 237
500 cel/mL), mientras que el control negativo (C-) presentd la menor concentracion de
hemocitos (2 458 333 cel/mL) con poca variacion en el tiempo (Fig. 10); el conteo de
hemocitos en la dieta con el 3% Dunaliella sp. en todas las frecuencias de administracion

disminuy0 despueés de 24 hpi.
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Figura 10. Conteo de hemocitos (cel/mL) en hemolinfa de L. vannamei alimentado con
Dunaliella sp. durante una infeccidén con V. parahaemolyticus. *diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Se indica el promedio + DE.

7.2.4 Proteina

Se reportaron diferencias significativas entre tratamientos (p=0.0248). Un nivel alto
de proteina en plasma de L. vannamei (266 mg/mL) se report6 a las 12 hpi en camarones
alimentados con la dieta 2% (7), mostrando diferencias significativas en comparacion con las
dietas: 2% (1) (p=0.0221), C- (p=0.0254) y 3% (3) (p=0.0288), mientras que el nivel mas
bajo (56 mg/mL) se observd en la dieta 3% (1) a las 48 hpi. Los niveles de proteina en
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organismos del control positivo disminuyeron después de 12 hpi y permanecieron constantes

durante el resto del experimento (Fig. 11A).

7.2.5 Glucosa

No se reportan diferencias significativas entre las dietas de Dunaliella sp. y los grupos
control (p>0.05); los niveles se mantuvieron constantes entre 1.3 y 1.5 mg/mL después de la
infeccion con V. parahaemolyticus y se observo una disminucion a los 12 hpi en todas las
dietas (Fig. 11B). En la figura 12A podemos observar una relacion entre lactato y glucosa a
0 hpi en la dieta 2% (7) con un coeficiente de correlacion (r) de 0.7171 (p=0.1087) y la dieta
3% (7) con r=0.4585 (p=0.3604), mientras que la figura 12B muestra esta relacion a 48 hpi
donde los niveles de glucosa aumentan junto con los niveles de lactato en la dieta 2% (7) con
un r=-0.3438 (p=0.500). Asi mismo, en los tiempos 0 y 48 hpi observamos una correlacion
positiva en los niveles de glucosa y lactato en los tratamientos 1.5% (7) con r= -0.8242
(p=0.866).

7.2.6 Lactato

Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos en la
concentracion de lactato en plasma. Se observo una variacion alta antes de la infeccion (0
hpi) en todos los tratamientos, excepto en los grupos control. Los valores mas altos se
observaron para las dietas: 2% (7) (0.88 mg/mL) y 3% (7) (0.84 mg/mL), ambos a 0 hpi (Fig.
11C), donde se produjo una disminucion drastica de la concentracion de lactato a las 12 hpi.
El control negativo no mostrdé cambios importantes a lo largo del tiempo, mientras que el

control positivo reportd una disminucion drastica a los 48 hpi.
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7.2.7 Colesterol

Al final de la fase de infeccion, todos los niveles de colesterol eran mas bajos que los
observados a las 0 hpi (Fig. 11D). Valores significativamente altos se alcanzaron a 0 hpi,
para todas las dietas, mostrando diferencias durante la infeccion entre las dietas 1.5%
(p=0.0054), 2% (p=0.0067) suministrados diariamente y la dieta 2% (7) (p=0.0335)
comparado con control negativo. La dieta 2% (3) registro el mayor nivel de colesterol en el
plasma (0.78 mg/mL) a las O hpi, disminuyendo dréasticamente después de eso con diferencias
significativas en comparacion con otros tratamientos (p<0.05).

7.2.8 Triglicéridos

La concentracion plasmatica de triglicéridos en L. vannamei permanece constante a
lo largo de la infeccion con V. parahaemolyticus, sin embargo, a las 48 hpi en las dietas que
contienen la microalga Dunaliella sp., se presenté un incremento drastico, con diferencias
significativas (p=0.0001). Por otro lado las dietas control mantienen constantes sus
concentraciones de triglicéridos, siendo el tratamiento C- el que mostré los niveles més bajos
(0.6077 mg/mL) a las 48 hpi (Fig. 11E).
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Figura 11. Actividad de proteina (A), glucosa (B), lactato (C), colesterol (D) y triglicéridos
(E) en plasma de L. vannamei alimentado con Dunaliella sp. durante una infeccion por V.
parahaemolyticus en todas las dietas (frecuencia). *Diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05). Se indica el promedio + DE.
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7.2.9 Profenoloxidasa

Se observo una alta actividad de la enzima FO al activarse la proFO en los camarones
infectados, comparando con los grupos controles. Asi mismo, reportamos diferencias
estadisticas entre las dietas: 1.5%, 2% y 3% alimentados diariamente (p=0.0133)
(comparando las diferencias entre los tiempos 0 y 48 hpi). Organismos alimentados con la
dieta 3% (3) mostraron la actividad mas alta (0.0018 act. esp/min/mg de prot.), asi mismo,
organismos alimentados con las dietas 3% Dunaliella sp. diariamente y cada 3 dias
aumentaron la actividad de proFO a las 48 hpi (Fig. 13A).

7.2.10 Fenoloxidasa

Al comparar las diferencias en la actividad de la enzima FO a las 0 y 48 hpi se
reportaron diferencias significativas (p=0.0180), especificamente en las dietas del 1.5% (3)
y el 3% (1) en donde los valores de la actividad pasan por grandes cambios a través de la
infeccion con V. parahaemolyticus. Mientras tanto, los organismos alimentados con dietas al
3% de Dunaliella sp. en todas las frecuencias de suministracion, presentaron la mayor
actividad a las 48 hpi, la actividad de FO disminuy6 cuando la frecuencia de suministracion
de la microalga en la dieta es menor (Fig. 13B). Por otro lado, el C- no mostré ninguin cambio

importante con el tiempo.

7.2.11 Superdxido dismutasa

Respecto a la actividad de la enzima SOD, no se encontraron diferencias durante el
tiempo de infeccion o entre tratamientos (p>0.05). El control positivo mostré menor
porcentaje de actividad a las 0 hpi (52.73%). En general la actividad de SOD se mantuvo
constante con valores superiores al 70%. Mientras tanto, el control negativo se mantiene

fluctuante durante el tiempo de experimento (Fig. 13C).
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Figura 13. Actividad especifica de profenoloxidasa (A), fenoloxidasa (B) y superdxido
dismutasa (C) en L. vannamei alimentado con Dunaliella sp. durante una infeccion por V.
parahaemolyticus en todas las dietas (frecuencia). *Diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05). Se indica el promedio + DE.
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7.3 Evaluacion de la respuesta fisiologica y expresion del gen Mn-SOD en L. vannamei

alimentado con Dunaliella sp. y p-glucano durante una infeccion con V.

parahaemolyticus.

7.3.1 Analisis proximal del alimento

En la tabla IX, se presentan los resultados de humedad, proteina, lipidos (extracto

etéreo), fibra, ceniza, extracto libre de nitrégeno (ELN) y energia de las dietas preparadas

para el tercer bioensayo, la dieta se disefié con el 35% de proteina.

Tabla IX. Analisis proximal de las dietas a diferentes porcentajes de Dunaliella sp. utilizadas
en el bioensayo 3 (Se indica el promedio y DE).

Muestra Humedad Proteina  Extracto Fibra Cenizas ELN Energia
(%) (%) etéreo (%) cruda (%) (%) (%) (callg)

Control 7.41 34.46 6.83 0.33 9.24  49.13 4426.59
0.10 0.03 0.07 0.06 0.11 1.90

Dieta 7.69 34.57 6.60 0.23 9.18 4942 4421.16
B—glucano 0.09 0.21 0.05 0.06 0.03 1.23

Dieta 7.28 34.35 6.70 0.67 10.02 48.26 4341.43
Dunaliella 0.06 0.03 0.05 0.06 0.01 6.56
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7.3.2 Supervivencia de L. vannamei infectado con V. parahaemolyticus

No se reportan diferencias significativas para la supervivencia de L. vannamei, sin
embargo, el control positivo presentd la supervivencia mas baja del 79.5%, seguido de la
dieta con el 1.1% de B-glucano con el 87.5% y la dieta 2% Dunaliella sp. con la supervivencia
mas alta del 92.9% (Fig. 14).

120 1~
100 -

80 A

40 -

SUPERVIVENCIA (%)
o)
o

2% Dunaliella sp. 1.1% b-Glucano Control + Control-

Figura 14. Supervivencia de L. vannamei después de 72 horas infectado con V.
parahaemolyticus.

7.3.3 Conteo de hemocitos

El conteo de hemocitos fue superior en organismos infectados con V.
parahaemolyticus a las 24 y 48 hpi (Fig. 15). Los camarones alimentados con Dunaliella sp.
e infectados con la bacteria mostraron una mayor concentracion de hemocitos que el grupo
alimentado también con Dunaliella sp. sin infeccién con V. parahaemolyticus (Dunaliella
sp. negativo). No se reportan diferencias significativas.



51

4.50E+07 -
@ 4.00E+07 -
5 3.50E+07
g 3.00E+07 A
W £ 2.50E+07 -
T
o g 2.00E+07 - [
@ 1.50E+07 A T 7 [ T
E T T T
Z  LOOE+07 - T T
©  5.00E+06 - ﬂ D D
0.00E+00 . . . .

Dunaliella sp. b-glucano  Control + Control - Dunaliella sp. b-glucano
neg. neg.

mDO 11D7 WOHpi W24 Hpi « 48 Hpi

Figura 15. Conteo de hemocitos en L. vannamei alimentado con 2% Dunaliella sp. y 1.1%

de B-glucano cada tercer dia, a los dias 0 y 7, asi como a las 24 y 48 hpi con V.
parahaemolyticus.

7.3.4 Proteina

Los niveles de proteina en plasma fueron similares entre tratamientos, sin embargo,
la concentracion de proteina en organismos infectados con V. parahaemolyticus a las 48 hpi
son menores que los reportados en los controles no infectados. Las dietas con el 1.1% j-
glucano y 2% Dunaliella sp., presentan un aumento gradual en la concentracion de proteina

en los dias previos a la infeccion con la bacteria (Fig. 16A).

7.3.5 Glucosa

La concentracién de glucosa en plasma de L. vannamei disminuyd a las 48 hpi en los
tratamientos infectados con V. parahaemolyticus, mientras que en las dietas con
inmunoestimulantes y sin infeccion con V. parahaemolyticus se mantuvo durante la
infeccion. La concentracion mas alta la encontramos en el control negativo de Dunaliella sp.

al dia 7 de iniciado el experimento (Fig. 16B).
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7.3.6 Lactato

Los niveles de lactato en plasma disminuyeron después de iniciado el experimento en
todas las dietas, en la figura 16C se observa un ligero aumento después de la infeccion con
V. parahaemolyticus, el tratamiento control negativo mantiene los niveles de lactato a través
del tiempo de muestreo. La dieta con Dunaliella sp. e infectada con V. parahaemolyticus
mostré una disminucidn en los niveles a las 24 hpi (0.02 mg/mL), mientras que la dieta con

Dunaliella sp. y sin infeccion, mostrd niveles mayores (0.05 mg/mL).

7.3.7 Colesterol

La dieta adicionada al 2% Dunaliella sp. presentd concentraciones de colesterol bajas
(0.04 mg/mL) al iniciar el bioensayo (D0), los niveles de colesterol en plasma aumentan
gradualmente alcanzando niveles maximos (0.28 mg/mL) a las 48 hpi. Por otro lado, la dieta
1.1% p-glucano mantuvo los niveles constantes. EI control positivo disminuyé
significativamente después de la infeccion con V. parahaemolyticus. No se observaron

diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 16D).

7.3.8 Triglicéridos

La dieta 1.1% B-glucano e infectadas con V. parahaemolyticus mantuvo estables los
niveles de triglicérido en plasma durante la infeccién, por otra parte, el tratamiento control
positivo mostrd una disminucion a las 48 hpi, mientras que la dieta 2% Dunaliella sp. alcanz6
mayores niveles a las 24 y 48 hpi comparado con el tratamiento Dunaliella sp. negativo (Fig.
16E).
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Figura 16. Valores de proteina (A), glucosa (B), lactato (C), colesterol (D) y triglicéridos
(E) en plasma de Litopenaeus vannamei alimentado con 2% Dunaliella sp. y 1.1% B-glucano
en la dieta e infectado con Vibrio parahaemolyticus.
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7.3.9 Expresion relativa del gen Mn-SOD
Se reportaron diferencias significativas (p<0.05) al dia 7 de iniciado el experimento,
donde la expresion fue 25 veces mayor que en otros tiempos (Fig. 17). A las 48 h de infeccidn

con la bacteria la expresion de SOD fue mayor en los tratamientos con Dunaliella sp. (3.52)

y B-glucano (3.27) comparado con el tratamiento control positivo (0.95).
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Figura 17. Expresion relativa de genes superdxido dismutasa (Mn-SOD) en L. vannamei
alimentado con 2% Dunaliella sp. y 1.1% de B-glucano en la dieta e infectado con V.
parahaemolyticus. (Expresion se muestra como expresion normalizada con el gen enddgeno
18S) *Diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Concentracion de B-carotenos en Dunaliella sp.

Los carotenoides naturales producidos por la microalga Dunaliella sp. han sido
evaluados en acuacultura para ser utilizados como fuente de antioxidantes; aunque el
camarén blanco L. vannamei no sintetiza carotenos, puede utilizar los carotenos disponibles
en la dieta y depositarlos en sus tejidos (Boonyaratpalin et al., 2001; Dall, 1995; Supamattaya
et al., 2005), una vez consumidos, el B-caroteno es convertido en astaxantina a través de la
via isocryptoxanthin, echinenone, cantaxantina y 3-hidroxi-cantaxantina para ser almacenado
en tejido (Tanaka et al., 1976).

Los carotenoides han sido utilizados en la acuacultura por sus multiples beneficios como:
pigmentos naturales, su funcién antioxidante, provitamina A, proteccion celular, asi como el
aumento en el crecimiento y potencial reproductivo (Lifian-Cabello et al., 2002). Cuando la
microalga Dunaliella sp. crece en un medio bajo en nitratos, el pH aumenta, por lo que el
medio se alcaliniza promoviendo la precipitacion de sales de sulfato o fosfato, provocando
un estado de deficiencia, como consecuencia las células disminuyen su actividad fotosintética
y por consiguiente el exceso de irradiacion causa dafio celular, por lo tanto la célula aumenta
la produccion de carotenos y xantofilas como un posible fotoprotector (Serpa-lbafes y
Calderén-Rodriguez, 2006). La microalga Dunaliella sp. utilizada para la preparacion de las
dietas en el primer bioensayo, presentd una concentracion de B-caroteno de 0.157 mg/mL,
en segundo bioensayo, la concentracién fue de 0.52 mg/mL y para el tercer bioensayo de
0.329 mg/mL, valores que son significativamente mayores que el reportado por Cifuentes et
al. (1996) para Dunaliella salina en un medio de cultivo limitado en nitrégeno (0.0358
mg/mL) y mas altas ain que las reportadas por Lépez-Elias et al. (2013) para Dunaliella
tertiolecta en medio f/2 (0.0054 mg/mL).

La microalga Dunaliella sp. con altas concentraciones de 3-caroteno es conocida por mejorar

la respuesta del sistema inmune en el camarén, lo que lleva a la produccion de organismos
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mas resistentes a enfermedades, al reforzar el sistema enzimatico antioxidante de hemocitos
(Lopez-Elias et al., 2016; Medina-Félix et al., 2014). Los carotenos son los inhibidores
bioldgicos mas eficaces de radicales libres, estos tiene la capacidad de causar dafio celular y
en material genético (Beutner et al., 2001). Asi mismo, Madhumathi y Rengasamy (2011)
concluyeron que la administracién oral de Dunaliella salina en el alimento de L. monodon

es un agente profilactico para disminuir la mortalidad por WSSV.

8.2 Supervivencia de L. vannamei infectado con V. parahaemolyticus

La mortalidad ocasionada por V. parahaemolyticus en los dos primeros bioensayos
fue muy severa, en el bioensayo 1, los camarones infectados mostraron una mortalidad
rapida, con valores superiores al 80% a las 48 hpi, la dieta con 3% de Dunaliella sp. presentd
la mayor supervivencia con el 30.9%. Lomeli-Ortega y Martinez-Diaz (2014) infectaron a L.
vannamei con V. parahaemolyticus (2 x 10 UFC/mL) utilizando un bacteriéfago (A3S y
Vpms1) como inmunoestimulante y reportaron una supervivencia del 80% contra el 59% en
el control infectado, por otro lado, cuando L. vannamei es infectado con V. alginolyticus
aunado a estres salino, la mortalidad fue del 100% (Chang-Che et al., 2010). Mientras que
Li et al. (2008a), infectaron a L. vannamei con la misma bacteria (1 x 108 UFC/mL)
reportando una mortalidad del 62% después de 14 dias de infeccién, aunque en ambas
investigaciones se reportaron valores de mortalidad muy elevados, la patogenicidad entre

cepas puede variar, incluso siendo la misma especie.

Como mencionamos anteriormente, la tasa de mortalidad a consecuencia de la bacteria Vibrio
es muy relativa, ya que depende de muchos factores, como el medio ambiente, el estado de
salud de los organismos y la virulencia de la cepa, por tal motivo, para el bioensayo 2, se
repitié la adicion de algunos porcentajes de Dunaliella sp. en el alimento, que no quedaron
muy claros en el primer bioensayo, obteniendo resultados opuestos en la dieta con el 3%
Dunaliella sp., ya que los inmunoestimulantes no mostraron una relacion lineal del efecto de
la dosis, a menudo muestran una respuesta maxima distinta a una concentracion intermedia

e incluso una ausencia total del efecto o un efecto toxico adverso a una concentracion alta
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(Sajeevan et al., 2009). Para el bioensayo 2, se buscaba encontrar una relacion
dosis/frecuencia para obtener los mejores resultados en supervivencia y respuesta fisiologica
e inmune en L. vannamei. En la Fig. 8, observamos una alta mortalidad en los tratamientos
infectados con V. parahaemolyticus, la dieta con el 3% Dunaliella sp. administrada
diariamente, mostré la mortalidad mas alta, contrario a lo obtenido en el bioensayo 1, esto
nos indica el efecto negativo que tiene la sobre estimulacion en los organismos, en este caso
la administracion excesiva de la microalga rica en B-caroteno. Por otro lado, la dieta con el
2% Dunaliella sp. independientemente de la frecuencia de administracion, presentd una

supervivencia superior al 49%, en comparacion con el 33% reportado para el control positivo.

Una vez que se establecio la relacion dosis/frecuencia en el alimento de L. vannamei, se
comparé con un inmunoestimulante comercial, como lo es el $-glucano, a una dosis de 1.1%
y administrada a la misma frecuencia que se administré la microalga (cada tercer dia), no se
reportaron diferencias significativas entre dietas. Por otra parte, en el bioensayo 3, se
utilizaron organismos de mayor tamafio (19.2 g), lo que los hace mas resistentes, esto explica
la alta supervivencia comparada con los bioensayos anteriores, donde se utilizaron

organismos de menor talla (Soto-Rodriguez et al., 2015).

La patogenicidad de V. parahaemolyticus utilizada en esta investigacion fue muy severa, se
ha reportado anteriormente que la patogenicidad para diferentes cepas de Vibrio puede ser
muy variante; por ejemplo, una cepa de V. parahaemolyticus identificada en India no poseia
algunas regiones especificas encontradas en V. parahaemolyticus causante de AHPND, pero
el aislamiento consistente de bacterias en camarones moribundos mostré que esta bacteria
era la causa de muerte, por lo que concluyeron que los determinantes de virulencia podrian
variar entre cepas (Kumar et al., 2014), esto significa que las bacterias pueden ser mortales
por si mismas. Dada la alta mortalidad obtenida en los bioensayos 1y 2, los datos nos dan
evidencia de que la cepa de V. parahaemolyticus utilizada en este trabajo es muy letal,
mientras que el tamarfio de los organismos aunado al efecto de la microalga en el bioensayo

3 jugo un papel importante a la resistencia contra la bacteria.



59

En el estudio realizado por Madhumathi y Rengasamy (2011) se evaluaron las
concentraciones del 1y 2% de Dunaliella salina en el alimento de P. monodon y concluyeron
gue esta microalga es un agente potencial de proteccion contra la infeccién por WSSV, ya
que aumento la respuesta inmune en los organismos. Como se pudo observar en este trabajo,
en los tres bioensayos, la microalga Dunaliella sp. adicionada en el alimento favorecié a la
supervivencia respecto a los camarones del grupo control. Asi mismo, Lopez-Elias et al.
(2016) sugirieron el uso de Dunaliella sp. en la dieta L. vannamei para mejorar la respuesta
del sistema inmune, reportando 80% de supervivencia con la inclusion del 1% de Dunaliella

sp. en comparacion con el 56% de supervivencia en el grupo control infectado con WSSV.

8.3 Conteos de hemocitos en hemolinfa de L. vannamei

En el primer bioensayo la concentracion de hemocitos disminuy6 a las 24 hpi, lo cual se
justifica con el papel tan importante que juegan los hemocitos en el sistema inmune del
camardn, comenzando por la fagocitosis, la encapsulacion y la formacion de nédulos. En el
proceso de fagocitosis se desencadena la explosion respiratoria que involucra la liberacion
de enzimas degradativas y productos intermedios de oxigeno como anion superéxido (O?-),
radical hidroxilo (OH), peroxido de hidrégeno (H202), radicales libres del oxigeno y SOD
como productos principales de este proceso (Li et al., 2008a). En el segundo bioensayo, se
observaron concentraciones elevadas de hemocitos comparadas con el control negativo, y al
igual que el bioensayo anterior se presentd una disminucion en la concentracion a partir de
las 24 hpi, resultados similares a los reportados por Hsieh et al. (2008) después de 12 hpi con
la bacteria V. alginolyicus en L. vannamei. Asi mismo, Mugnier et al. (2013), reportaron
concentraciones de hemocitos de hasta 30 millones de cel/mL, en L. stylirostis cultivado en
granja en organismos sanos, con una disminucién del 50% en organismos infectados con
Vibrio.

Por otro lado en el tercer bioensayo las dietas infectadas presentaron un aumento en la
concentracion de hemocitos a las 48 hpi. Se ha reportado, que un aumento en el numero de

hemocitos mejora la respuesta inmune de los crustaceos durante los periodos de estrés,
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haciéndolos mas resistentes a enfermedades (Luna-Gonzalez et al., 2013). Por otro lado,
Lopez et al. (2003), reportaron un incremento en el conteo de hemocitos cuando se afiadieron
0.2 g de B-glucano/kg de alimento de L. vannamei, los cuales tenian un peso promedio de 2
g, al tratarse de organismos mas pequefios, los hace mas susceptibles a infecciones y estrés,
en el tercer bioensayo se trabajé con organismos de mayor talla, que no mostraron grandes

cambios en el nimero de hemocitos.

8.4 Andlisis de parametros plasmaticos en hemolinfa de L. vannamei

Los pardmetros bioquimicos plasmaticos reportados para L. vannamei no siempre
tienen una distribucion normal (Pascual et al., 2003), pueden cambiar rapidamente debido a
diversos factores como estrés, variaciones ambientales o agentes patdgenos capaces de
producir una infeccion, asi mismo, la direccion de las rutas metabdlicas esté determinada por
las enzimas disponibles en el sistema metabolico del organismo. Las moléculas plasmaticas
y metabolitos presentes en la hemolinfa de L. vannamei pueden darnos una idea de su estado
fisiolégico y se considera importante establecer parametros de referencia que nos permitan

detectar ciertos signos de estrés o indicios de infeccion (Lopez-Elias et al., 2016).

8.4.1 Proteina

Los niveles de proteina en la hemolinfa disminuyeron durante las horas post infeccion
en todos los bioensayos, como consecuencia a la infeccion con V. parahaemolyticus. Los
valores de proteina reportados en este trabajo coinciden con los de Pascual et al. (2003) de
224.2 £ 64.19 mg/mL, en un cultivos al exterior. La proteina en plasma de L. vannamei es la
fuente mas importante de energia y biomoléculas para el sistema inmune (Rosas et al., 2002).
Varias proteinas de la hemolinfa estan involucradas en la respuesta inmunolégica, incluidas

las proteinas de coagulacion y el sistema profenoloxidasa (Pascual et al., 2003).

En el segundo bioensayo, durante el periodo de infeccién con V. parahaemolyticus, se

registraron menores niveles de proteina en todos los tratamientos, excepto en el control



61

negativo, esto sugiere el uso de proteina como fuente de energia por los organismos durante
la infeccidn, ya que son las proteinas el principal sustrato metabolico durante la inanicion
(Pascual et al., 2006; Rosas et al., 2002). Por otro lado, en el tercer bioensayo los niveles de
proteina aumentaron de forma gradual en las dos semanas de alimentacion con la microalga
previo a la infeccion. Como era de esperarse, los niveles disminuyeron a las 24 hpi. Jiann-
Chu y Sha-Yen (1993) concluyeron que los niveles de proteina en hemolinfa de crustaceos

varian con las especies y los ciclos de muda, lo que dificulta establecer un parametro normal.

8.4.2 Glucosa

En el camardn, la glucosa es producida por la glandula digestiva, transformada en
glucosa-6P y transportada a hemolinfa para ser utilizada como energia por los tejidos (Rosa
et al., 2002). Cualquier tipo de estrés activa la respuesta fisiolégica de L. vannamei, pero
también puede inhibir la respuesta inmune, lo que afectaria su capacidad para defenderse de
un agente patdgeno. En una situacion de estrés, L. vannamei usa fuentes de energia como la
glucosa, por tal motivo los niveles de glucosa en hemolinfa se ha utilizado como un indicador
del estado fisiologico general en diversos tipos de invertebrados (Racotta y Palacios, 1998).
En el primer bioensayo, los niveles de glucosa durante la infeccion disminuyeron con el
tiempo, incluso en el control negativo, esto pudiera deberse a la manipulacion de los
organismos cada 12 horas para la toma de muestra, lo que pudiera considerarse como una
forma de estrés importante; dado que la glucosa es una fuente de energia, los niveles en la
hemolinfa disminuyen durante la infeccion con V. parahaemolyticus, de manera similar,
Sanchez-Paz et al. (2007) encontraron una reduccion constante de los niveles de glucosa en
plasma después de 48 h de inanicién, efecto que ocurre durante una infeccién con V.
parahaemolyticus, ya que los organismos despues de ser infectados disminuyen la ingesta de
alimentos de manera considerable. Asi mismo, en el segundo bioensayo, observamos de
nuevo una reduccion en los niveles de glucosa una vez que comenzé la infeccion, mientras
que en el tercer bioensayo, al comparar el tratamiento alimentado con 2% Dunaliella sp. con
el tratamiento 1.1% B-glucano encontramos valores muy similares entre ambos. Los valores

reportados en los tres bioensayos son superiores a los reportados por Pascual et al. (2003)
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para L. vannamei cultivado al exterior (0.38 + 0.21 mg/mL); sin embargo Galvan-Alvarez et
al. (2012), reportan valores superiores a los 2 mg/mL en L. vannamei a los 7 dias de ser
infectado con IHHNV, con una disminucion drastica (0.2 mg/mL) al dia 14 de ser infectado.
Como se indico anteriormente, bajo condiciones de estrés, la glucosa es utilizada como una
fuente de energia rapida, sin embargo, es consumida muy rapidamente, por lo que otras vias

metabolicas para la obtencidn de energia son activadas.

8.4.3 Lactato

El lactato es el principal producto final de la ruta anaerdbica en crustaceos, dado que
el lactato no es excretado, debe de ser lentamente metabolizado por el proceso de la
gluconeogeénesis (Hsieh et al., 2008). Los niveles de lactato en L. vannamei infectados con
V. parahaemolyticus en el bioensayo 1, son mayores que los reportados por Pascual et al.
(2003), quienes reportaron valores sin una distribucion normal de 0.11 + 0.11 mg/mL. De
forma similar, Pascual et al. (2004) reporté valores de 0.46 mg/mL para L. vannamei
alimentados con una dieta baja en carbohidratos, donde otras rutas metabolicas son activadas
y el aumento de lactato en plasma es mayor para cubrir la demanda de energia, valores que
son similares que los obtenidos en las dietas con el 1.5 y 2.5% Dunaliella sp. antes de la
infeccion. En el bioensayo 1, los organismos presentaron anorexia y se deterioraron
rdpidamente; la demanda de energia aumentd, por lo que se inicid un proceso energético
alternativo, utilizando al lactato disponible en hemolinfa, los niveles de lactato disminuyen a

las 36 hpi debido a la gluconeogénesis, donde se utilizd como fuente de energia.

En el segundo bioensayo, el comportamiento fue muy similar, los niveles de lactato
disminuyeron hasta concentraciones de 0 mg/mL en las dietas: 2% (3), 3% (1), 3% (3) y 3%
(7) a las 48 hpi, en este mismo tiempo, observamos una recuperacion en los valores de
glucosa en estas dietas, lo que evidencia la capacidad de L. vannamei para recuperar su
metabolismo energético mediante otras rutas metaboélicas, como la gluconeogénesis. En la
figura 12 se puede observar una relacion entre glucosa y lactato en las dietas 2% (7) y 3%

(7), mientras tanto, los grupos control mantuvieron bajas concentraciones para ambos
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metabolitos. En una investigacion previa, Pascual et al. (2003), concluyeron que las
condiciones de cultivo no afectaban los niveles de lactato, por otro lado, Racotta y Palacios
(1998) reportaron diferencias en los niveles de lactato entre camarones estresados (>30

mg/mL) y no estresados (0.015 mg/mL).

Con excepcion de las dietas suministradas diariamente, los niveles de lactato disminuyeron
en todas las dietas una vez que comenzo0 la infeccidn, indicando una demanda de energia por
L. vannamei y su capacidad de equilibrarse con otras vias metabdlicas. Mientras, en el
objetivo 3, los niveles de lactato se recuperaron a las 48 hpi en los tratamientos infectados
con V. parahaemolyticus, caso similar reportado por Pascual et al. (2003), donde los niveles
de glucosa y lactato disminuyeron al dia 5y se recuperaron al dia 6 de infeccién con WSSV,

esto por la activacion de mecanismos de compensacion.

8.4.4 Triglicéridos y Colesterol

Los lipidos en el camardn pueden ser utilizados como una fuente de energia (9 kcal/g),
ademas de ser esenciales para el crecimiento, supervivencia y reproduccion, asi mismo, la
concentracion de triglicéridos esta relacionada con el contenido de lipidos disponibles en la
dieta (Gonzalez-Félix et al., 2002). Como se mencion0 anteriormente, es dificil establecer
pardmetros normales, en el bioensayo 1 los niveles de colesterol y triglicéridos en hemolinfa
de L. vannamei no parecen ser afectados por la infeccion con V. parahaemolyticus, ya que
no se encontraron diferencias significativas y los valores se mantienen durante la infeccién,
sin embargo, los valores de colesterol reportados fueron mas altos que los mencionados por
Pascual et al. (2004) para juveniles silvestres de L. vannamei (0.3 mg/mL) y para organismos
cultivados (0.24 mg/mL), mientras que los valores de triglicéridos en L. vannamei en este
bioensayo, se mantuvieron entre 1.1 y 5.7 mg/mL. Chen et al. (2011) reportaron una
disminucion significativa en L. vannamei, con concentraciones de 0.85 mg/mL antes de la
infeccion con WSSV y 0.25 mg/mL 72 horas después de la infeccion, concluyendo con la
utilizacion de los trigliceridos como una fuente de energia y sintesis de macromoléculas

utilizadas en el ensamblaje del virion.
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En el segundo bioensayo, reportamos una disminucion de los niveles de colesterol en
organismos infectados como indicativo de activacion de la gluconeogénesis y como un
esfuerzo para compensar la demanda de energia en el camardn después de la infeccidn con
V. parahaemolyticus. Por otra parte, los niveles de triglicéridos incrementaron durante la
infeccidn, alcanzando niveles elevados a las 48 hpi, en todos los tratamientos que contenian
la microalga Dunaliella sp., en comparacion con los grupos control. Galvan-Alvarez et al.
(2012), también reportan un aumento en la concentracién de triglicéridos en el plasma de L
vannamei, después de dos semanas de infeccion con IHHNV, siendo éste tres veces mayor
que el observado en el grupo no infectado. Khovidhunkit et al. (2004), observaron una
alteracion constante durante la infeccion que incremento los niveles séricos de triglicéridos,
afectando la composicion y la funcion de las lipoproteinas y aumentando la oxidacion de los
lipidos. Los carotenos son un potente antioxidante, capaces de estabilizar radicales libres,
evitando la oxidacion de lipidos (Wade et al., 2017); estos altos niveles de triglicéridos
pueden deberse a una baja velocidad de oxidacion de lipidos, atribuida al contenido de f-
caroteno en Dunaliella sp., que funciona como un antioxidante, previniendo el dafio celular,
datos similares a los reportados por Ouraji et al. (2011) en el contenido de lipidos del musculo

Fenneropenaeus indicus, cuando adicionaron vitamina E a la dieta.

Los valores de lipidos en plasma de camaron podrian ser utilizados como un indicador en su
rendimiento, asi mismo nos proporciona una referencia de la salud de los organismos; por lo
tanto, es importante considerar establecer valores de referencia para L vannamei en cada tipo
de cultivo, que dependera de la calidad de los alimentos utilizados y de las condiciones
ambientales a la que son sometidos (Pascual et al., 2003). Para el bioensayo 3, los niveles de
colesterol en camarones alimentados con el 2% Dunaliella sp. mostraron un aumento
gradual, contrario de los valores reportados para el control positivo, donde los valores
disminuyen con la infeccion por V. parahaemolyticus. Estos datos coinciden con los
obtenidos en el bioensayo 2, donde Dunaliella sp. evito la oxidacion de lipidos y permiti6 la
recuperacion de sus niveles a las 48 hpi, mientras que la dieta 1.1% B-glucano mantuvo los

mismos niveles de colesterol y triglicéridos, sin verse afectado por la bacteria.
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8.5 Sistema inmune

8.5.1 Profenoloxidasa y fenoloxidasa

El sistema proFO tiene una importante funcién de defensa contra patdégenos (Huang
et al., 2010). La proFO es activada a FO y liberada por los hemocitos al plasma, resultando
en la sintesis de melanina. En este proceso, la FO convierte los fenoles en quinonas, que se
polimerizan para formar melanina, activando otros mecanismos de defensa como:
fagocitosis, formacion de nédulos, encapsulacién, anion superdxido y radicales de hidroxilo
(OH") (Gonzéalez-Santoyo y Cordoba-Aguilar, 2011). En el primer bioensayo, la actividad
FO y proFO aument6 después de 24 hpi, en los organismos alimentados con la dieta 3%
Dunaliella sp. que al mismo tiempo present6 también la tasa de supervivencia mas alta, asi
mismo, Madhumathi y Rengasamy (2011), reportaron un aumento en la actividad de proFO
en dietas enriquecidas con el 1y 2% de D. salina en P. monodon durante una infeccion con
WSSV.

Se han estudiado diferentes inmunoestimulantes para incrementar la respuesta inmune en el
camarén, como el trabajo de Lopez et al. (2003), donde adicionaron vitamina C a la dieta,
reportando un aumento en la actividad proFO, indicando la capacidad de L. vannamei para
incrementar la respuesta del sistema inmune, mientras que los tratados con 0.2 gr/kg B-
glucano mostraron una reduccion en la actividad de proFO, concluyendo que el uso excesivo
de inmunoestimulantes puede llevar a los organismos a una fatiga inmunoldgica, en

comparacion con aquellos que son alimentados con un aditivo como la vitamina C.

De forma similar, en el bioensayo 2, la actividad de FO aumenté durante la infeccién con V.
parahaemolyticus, y la actividad de proFO disminuy6 después de la infeccion, aumentando
nuevamente a las 48 hpi en las dietas con Dunaliella sp. suministradas diariamente y la dieta
3% (3). Dado que la proteina juegan un papel importante en el mecanismo de proFO, una
dieta rica en nutrientes promueve un estado fisioldgico 6ptimo y una respuesta mas efectiva

del sistema inmune (Pascual et al., 2006).
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8.5.2 Superodxido dismutasa

La enzima SOD es responsable de transformar el anidn superéxido en moléculas
menos oxidantes como el peroxido de hidrdgeno, evitando estrés oxidativo y dafio celular
(Gémez-Anduro et al., 2006). Organismos de P. monodon alimentados con el 1% de D.
salina mostraron un 50% menos de actividad comparada con el control negativo durante una
infeccion por WSSV (Madhumanthi y Rengasamy, 2011). De manera similar, L. vannamei
infectado con V. harveyi mostr6 una disminucion del 47% en la actividad de SOD después
de 12 hpi (Hai-Hong et al., 2013), opuesto a lo reportado en el bioensayo 2, donde no se

observaron alteraciones significativas en la actividad de SOD.

En el bioensayo 3, se evalud la expresion del gen Mn-SOD, con diferencias significativas en
el tiempo, Luna-Gonzalez et al. (2013), probaron el efecto inmunoestimulante de bacterias
acido lacticas y levaduras adicionadas en el alimento de L. vannamei, y no reportaron
diferencias por la adicion de éstas. La expresion de genes relacionados con el sistema inmune
en el camardn nos da informacion sobre la activacion del sistema inmune y su modulacién,
en este caso pudimos observar un aumento en la expresion del gen SOD al dia 7 después de
ser alimentados con B-glucano; a las 48 hpi la expresion fue hasta cuatro veces mayor en los
tratamientos con Dunaliella sp. y B-glucano que el control positivo. Durante una infeccion
con V. alginolyticus, la actividad de SOD en hemolinfa de L. vannamei disminuyo en un 50%
a las 36 hpi y se recupero a las 48 hpi, indicando la activacion de la enzima NADPH- oxidasa
responsable de la activacion de la SOD que tiene como sustrato al anién superoxido (Hsieh
et al., 2008).
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9. CONCLUSIONES

La deficiencia de nitratos y fosfatos en el medio de cultivo de Dunaliella sp. aumento
la concentracion de B-carotenos por encima de valores reportados anteriormente.

La mortalidad en el bioensayo 1 fue mayor al 80%, lo que indica que la cepa de V.
parahaemolyticus utilizada en este trabajo fue muy virulenta. A pesar de lo anterior,
la dieta con el 3% Dunaliella sp. present6 la mayor supervivencia (30.9%).

La mortalidad ocasionada por de la bacteria V. parahaemolyticus utilizada en el
bioensayo 2 fue elevada, la mayor supervivencia se report6 para las dietas con la
adicion del 2 y 3% Dunaliella sp. suministradas cada tres dias, con resultados
positivos en la respuesta fisioldgica en inmune.

En el bioensayo 2, se observé un aumento en el nivel de triglicéridos a las 48 hpi, en
las dietas que contenian la microalga y no en los grupos controles, debido a una
disminucion en la oxidacion de lipidos gracias a la accidn antioxidante de Dunaliella
sp.

Asi mismo, en el bioensayo 2, se observo una relacion en los niveles de glucosa y
lactato en las dietas 2% (7) y 3% (7), donde al disminuir los niveles de lactato en
plasma, los niveles de glucosa se recuperan, evidenciando la capacidad metabdlica
por parte de L. vannamei para utilizar otras vias de compensacion metabdlica, debido
a la infeccion ocasionada por la bacteria, ya que la anorexia es uno de los primeros
signos ante la infeccion.

En el bioensayo 3, la talla de los organismos en conjunto con la accion de la
microalga, fueron un factor importante para minimizar el impacto de la bacteria V.
parahaemolyticus. Observamos también, altos valores en el conteo de hemocitos,
colesterol y triglicéridos en plasma de L. vannamei en las dieta con Dunaliella sp,
comparado con el control positivo. La expresion relativa del gen SOD present6 un
aumento significativo al dia 7 de la administracion de las dietas con Dunaliella sp. y
B-glucano, comparados con el control positivo, asi como una expresion cuatro veces

mayor a las 48 hpi comparado también con el control positivo.
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En este trabajo no se encontrd una relacion hemocitos/ supervivencia, ya que en los
bioensayos, las dietas con concentraciones altas de hemocitos no resultaron en una
mayor supervivencia. Asi mismo, los niveles de proteina en plasma de L. vannamei
disminuyeron después de la infeccién con V. parahaemolyticus, en todos los
bioensayos ya que representan una fuente importante de energia y moléculas
involucradas en la actividad del sistema inmune. Los niveles de glucosa en plasma de
L. vannamei disminuyeron después de 12 hpi con V. parahaemolyticus en todos los
bioensayos.

En general, la activacion del sistema inmune por parte de Dunaliella sp. fue positiva,
ya que la actividad de profenoloxidasa y fenoloxidasa aumentd en los bioensayos 1y
2, en las dietas con el 2.5y 3%, asi como en las dietas con el 2 y 3% administradas
cada tercer dia.

Se confirma la hipotesis planteada en este trabajo, ya que la adicion de Dunaliella sp.
al 2% administrada cada tercer dia a la dieta de L. vannamei tiene un efecto positivo
en la respuesta fisiolégica e inmune durante una infeccion por la bacteria V.

parahaemolyticus.
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