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Resumen

El camardn blanco Penaeus vannamei es una de las especies mas cultivadas en el mundo. Sin
embargo, los brotes de enfermedades infecciosas, causadas por virus y bacterias, han afectado
la rentabilidad de la industria acuicola. Por lo tanto, una accién para incrementar la resistencia a
enfermedades en el cultivo de camardn es el uso de levaduras, las cuales confieren beneficios
en nutricion y proteccion contra patégenos. El presente estudio se evaludé el potencial
inmunoestimulante y la proteccién contra patdégenos de las levaduras marinas Yarrowia
lipolytica y Debaryomyces hansenii CBS8339 en el camardn blanco Penaeus vannamei.
Primeramente, se evalud el potencial inmunoestimulante de las cepas (D1 y N6) de la levadura
Y. lipolytica en juveniles de P. vannamei. Las levaduras se incorporaron al 1.1% en un alimento
comercial para camardn y se administraron durante 21 dias. Semanalmente se realizaron
determinaciones en parametros inmunolégicos en hemolinfa y expresion de genes en tejido. En
postlarvas, se determind el efecto inmunoestimulante del uso individual y combinado de las
levaduras Y. lipolytica y D. hansenii a través de diversas rutas de administracion.
Adicionalmente, se determind la frecuencia de administracion y la proteccién a largo plazo de
las levaduras ante una infeccidn experimental con V. parahaemolyticus IPNGS16-AHPND. Un
incremento en pardmetros inmunoldgicos se observé en camarones alimentados con levaduras,
con respecto del grupo control. Y. lipolytica proporciond un incremento en los parametros
inmunes (THC, SOD, CAT, LYZ) y expresion de genes inmunes (PEN3, LYZ, proFO). En postlarvas,
la expresion de genes (PEN3 y Lectinas) y la supervivencia a V. parahaemolyticus incrementé
significativamente con la administracion individual y combinada de levaduras por via oral; sin
embargo, la mayor supervivencia se observé con la combinacion de levaduras administradas
diariamente por via oral e inmersién. En este estudio se demostré que Y. lipolytica presenta un
efecto inmunoprotector e inmunoestimulante en P. vannamei. La suplementacién de la
combinacion de levaduras por mds de una via de administracidon incrementa la proteccion de
postlarvas ante V. parahaemolyticus. La proteccion de las levaduras contra V. parahaemolyticus
se prolongd siete dias posteriores a su aplicacion con 77% de supervivencia. Los resultados
obtenidos en el presente estudio abren el camino para la potencial aplicacion de
inmunoestimulantes basados en la levadura Y. lipolytica en el cultivo de camarén.

Palabras clave: Probidticos, Patdgenos, Crustdceos, Acuicultura, Enfermedades infecciosas.
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Summary

The whiteleg shrimp Penaeus vannamei is one of the most widely farmed shrimp species in the
world. Nevertheless, outbreaks of infectious diseases, caused by viruses and bacteria, have
severely affected the aquaculture industry. Therefore, a strategy to increase the resistance to
pathogens in shrimp culture is the use of yeasts, which confer benefits in nutrition and
protection against pathogens. The present study evaluated the immunostimulatory potential
and protection against pathogens of the marine yeasts Yarrowia lipolytica and Debaryomyces
hansenii CBS8339 in Penaeus vannamei. The immunostimulatory potential of two strains (D1
and N6) of the yeast Y. lipolytica in juveniles of P. vannamei was evaluated. Yeasts were
incorporated at 1.1% into a commercial shrimp feed and administered for 21 days. Hemolymph
and tissue samples were obtained weekly to determine immunological parameters and gene
expression. In postlarvae, the immunostimulatory effect of individual and combined use of the
yeasts Y. lipolytica and D. hansenii was determined through several administration routes.
Additionally, the effect of the administration frequency and the long-term protection of yeasts
against an experimental infection with V. parahaemolyticus IPNGS16 were evaluated. An
increase in immunological parameters was observed in yeast-fed shrimp, in contrast to the
control group. Y. lipolytica supply produced an increase in immune parameters (THC, SOD, CAT,
LYZ) and the immune gene expression (PEN3, LYZ, proFO). In postlarvae, gene expression (PEN3
and Lectins) and survival to V. parahaemolyticus increased significantly with the individual and
combined administration of yeast by oral route, however, the highest survival was observed
with the yeast combination administered daily by oral and immersion routes. In this study it was
demonstrated that Y. lipolytica has an immunoprotective and immunostimulatory effect on P.
vannamei. Supplementation of yeast combination by more than one administration route
increases postlarvae protection against V. parahaemolyticus. Yeast protection against V.
parahaemolyticus extend at least seven days after application with 77% survival. The results
obtained in the present study provide a promising strategy for the potential application of
immunostimulants based on yeast Y. lipolytica in shrimp culture.

Keywords: Probiotic, Pathogen, Crustacean, Aquaculture, Infection disease.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial, la acuicultura representa uno de los sectores de producciéon de alimento que
mayor crecimiento ha presentado en los ultimos afios (FAO, 2020). Entre los crustaceos, el
cultivo de camardn consiste en diversas especies de peneidos de importancia comercial, entre
los cuales Penaeus vannamei es la especie que mas cultivada en el mundo (Qin et al., 2018). Sin
embargo, la intensificacién de las practicas de cultivo en camarén ha incrementado la
vulnerabilidad a diversas enfermedades (Flegel, 2012; Lopez-Ledn et al., 2016; Campa-Cordova
et al., 2017). Vibrio parahaemolyticus es una bacteria causante de enfermedades y grandes
pérdidas econdmicas en la industria acuicola (Soto-Rodriguez et al., 2012; Yang et al., 2014).
Vibrio parahaemolyticus alberga al plasmido pVAl que contiene los genes PirAB, los cuales
codifican para una toxina binaria, que es responsable del sindrome de la necrosis
hepatopancreatica aguda o AHPND por sus siglas en inglés, que afecta a los camarones
cultivados en etapas tempranas de su desarrollo (Letchumanan et al., 2014; Hong et al., 2016).
Para resolver este problema, diversas alternativas han sido propuestas, incluyendo el uso de

microorganismos benéficos que modulen el sistema inmune de los camarones (Ringg, 2020).

Los probidticos son microrganismos vivos, los cuales, al ser administrados en cantidades
adecuadas, confieren beneficios a la salud del huésped (FAO, 2016). En especies acuaticas, la
administracion de levaduras ha ayudado al control de enfermedades causadas por patdgenos a
través de su actividad inmunoestimulatoria (Scholz et al., 1999; Burgents et al., 2004; Flores-
Miranda et al., 2011; Biswas et al., 2012). Por ejemplo, la administracién de diversas especies de
levaduras, como Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii, Candida sp. y Rhodotorula
sp., han incrementado la inmunidad en camarones (Burgents et al., 2004; Sajeevan et al., 2009;
Sarlin y Philip, 2011; Babu et al., 2013; Nimrat et al., 2019). En este sentido, las levaduras y sus
componentes estructurales de la pared celular (glucanos) incrementan la respuesta del sistema
inmune y la proteccién de camarones contra infecciones bacterianas y virales (Scholz et
al., 1999; Chang et al., 2003; Burgents et al., 2004; Yang et al., 2010; Biswas et al., 2012; Babu et
al., 2013; Wilson et al., 2015).
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La administracion de levaduras y glucanos activa el sistema inmune en camarones,
promoviendo las funciones celulares, efectores humorales y la expresién de genes asociados a
la inmunidad (Campa-Cérdova et al., 2002; Miao et al., 2020; Pooljun et al., 2020). Sin embargo,
para la 6ptima activacion del sistema inmune y la proteccidn por inmunoestimulantes se debe
considerar la via de administracion, la dosis y la frecuencia de administracion (Sajeevan et al.,
2009; Zhao et al., 2012). Notablemente, la dosis y frecuencia de administracion de
inmunoestimulantes son pardmetros criticos para evitar la supresion del sistema inmune y baja

resistencia a enfermedades (Chang et al., 2000; Sajeevan et al., 2006).

Yarrowia lipolytica es una levadura no patogénica, aerdbica y dimdrfica, la cual ha sido aislada
de una amplia variedad de ambientes marinos y costeros (Liu et al., 2015). Debido a su perfil de
acidos grasos, Y. lipolytica ha sido utilizada como suplemento dietario en acuicultura (Berge et
al., 2013). En peces, Y. lipolytica incorporada en dietas estimuld la respuesta inmune y mejoro la
condicién de salud (Hatlen et al., 2012; Berge et al., 2013; Alamillo et al., 2017). Sin embargo, su
efecto inmunomodulador ha sido escasamente estudiado en crustaceos. Por otra parte,
Debaryomyces hansenii CBS8339 es una levadura que incrementa la respuesta inmune y la
proteccion contra patdgenos en animales acuaticos (Tovar et al., 2004; Caruffo et al., 2016;

Angulo et al., 2017).

Tomando en cuenta el conocimiento previo, este estudio tiene como objetivos evaluar el efecto
inmunomodulador de levaduras en camardn blanco P. vannamei a través de la medicion de
efectores humorales, actividad de enzimas antioxidantes y la expresion de genes de relevancia
para la inmunidad. Ademas, se evaluara el efecto de la dosis, via de administracidn, frecuencia y
tiempo de proteccion en la administracion de levaduras en postlarvas de camarén mediante la
expresion de genes relevantes en la inmunidad y la supervivencia ante un reto de infeccién con

Vibrio parahaemolyticus IPNGS16 (AHPND).



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades asociadas al de cultivo de camarén

La salud de los organismos en cultivo estd determinada por las interacciones entre los
pardmetros ambientales, las comunidades microbianas y el huésped (Le Moullac y Haffner,
2000; Cheng et al., 2005). Sin embargo, alteraciones en las condiciones de cultivo (densidad de
siembra y manejo de los especimenes), los pardmetros ambientales (salinidad, pH, oxigeno y
temperatura) o mutaciones de las cepas patégenas, puede originar enfermedades infecciosas,
que causen pérdidas significativas en la industria (Li y Chen, 2008). La industria del cultivo de
camardn reporta anualmente considerables pérdidas econdmicas causadas por brotes de
enfermedades infecciosas, particularmente, enfermedades causadas por bacterias (vibriosis) las
cuales han sido asociadas con 40% de pérdidas econdmicas en granjas de camardn a nivel
mundial (Morales-Covarrubias et al., 2011; De Schryver et al., 2014; Figueroa-Pizano et al.,

2014).

Se ha reportado que el sindrome de mortalidad temprana o EMS por sus siglas en inglés, causa
alta mortalidad en etapas tempranas del cultivo de camardn (10-30 dias en etapa de engorda)
(Tran et al., 2013; Enriquez-Espinoza et al., 2016; Lépez-Ledn et al., 2016). Diversos autores
comentan que esta enfermedad afecta también a camarones en etapa de juveniles y adultos
(De la pefia et al., 2015; Raja et al., 2017). Los primeros registros de esta enfermedad se
realizaron en los paises de China (2009), Vietnam (2010), Malasia (2011) y Tailandia (2012)
(Restrepo et al., 2018). En México, los primeros brotes ocurrieron en la regién Noroeste del
pais, en el estado de Nayarit, y posteriormente en Sinaloa y Sonora, donde se reportaron
pérdidas del 95% en los cultivos (Restrepo et al., 2018; Yu et al., 2020). El grado de afectacion en
la industria del cultivo de camardén derivado del brote de EMS, condujo a los investigadores a
encontrar al agente causal de esta enfermedad, identificando a Vibrio parahaemolyticus como
el patdogeno responsable (Kondo et al., 2015; Lépez-Ledn et al., 2016). Una vez que se identifico
al patégeno causante de la enfermedad, el sindrome de mortalidad temprana (EMS) fue
renombrado como enfermedad de la necrosis hepatopancredtica aguda (AHPND) (Lightner et

al., 2012; Tran et al., 2013).



2.1.1. Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND

V. parahaemolyticus es una bacteria perteneciente a la familia Vibrionacea, de tipo Gram-
negativa, haldfila, movil (1-2 flagelos polares), mesodfila, con metabolismo fermentativo
facultativo y con un tamafio de 1 a 3 um (Letchumanan et al., 2014; Lee et al., 2015). De manera
natural, los vibrios se encuentran en cuerpos de agua costeros de todo el mundo (Baffone et al.,
2003), o incluso dentro del tracto digestivo de peces, moluscos y crustdceos (Vandenberghe et
al., 2003). V. parahaemolyticus es una bacteria con la capacidad de atravesar el epitelio y
colonizar tejidos a través de diversas rutas, como son por via oral (alimento), branquias y por
lesiones en el epitelio (Martin et al., 2004). La introduccidn de V. parahaemolyticus por via oral
le confiere la habilidad de colonizar el tracto digestivo, produciendo y liberando toxinas, que en
una fase aguda de infeccién pueden causar la degradacion de células del hepatopdancreas, dafio
en las células epiteliales de los tubulos del hepatopdancreas, dafio en hemocitos y necrosis de
tejidos (hepatopancreas) (Tran et al.,, 2013; Khimmakthong y Sukkarun, 2017). La manifestacién
de la enfermedad ocurre cuando se presentan disturbios en el sistema inmune o cuando los
organismos son expuestos a altas concentraciones de la bacteria (Khimmakthong y Sukkarun,

2017).

Diversas cepas de V. parahaemolyticus poseen factores de virulencia asociadas con
gastroenteritis transmitida por alimentos en humanos que incluyen adhesinas, hemolisina
termoestable directa (TDH) y hemolisina relacionada con TDH (TRH) (Raghunath, 2015). En
contraste, las cepas de V. parahaemolyticus causantes de AHPND en crustaceos albergan un
plasmido de 69-kb que posee genes de virulencia propios, como son los genes similares a la
toxina relacionada con el insecto Photorhabdus (Pir) y que codifican para dos toxinas Pir A y Pir
B (Han et al., 2015; Lee et al., 2015). La administracién individual (PirA o PirB) de estas toxinas
no producen mortalidad en camarones; por el contrario, se ha reportado que la administracién
de la toxina recombinante PirA en camarones puede ser utilizada como inmunoestimulante
(Campa-Cérdova et al., 2017). Contrariamente, se ha reportado que la administracién de la
toxina binaria PirAB produce alta patogenicidad y mortalidad (Lai et al., 2015; Sirikharin et al.,
2015).



Entre la sintomatologia de camarones infectados con AHPND se encuentran el nado erratico,
enanismo, movimiento letdrgico, pérdida del apetito, asi como necrosis y dafio severo del

hepatopancreas (Zorriehzahra y Banaederakhshan, 2015).

2.2 Sistema Inmune innato de crustaceos

Debido a la ausencia de un sistema de respuesta inmune adaptativo, se cree que los
invertebrados dependen Unicamente del sistema inmune innato para la eliminacion de
patégenos (Xu et al., 2014). Estudios recientes proponen que los camarones poseen un sistema
inmune semi-especifico, debido a la complejidad a nivel molecular de los componentes del
sistema inmune (reaccidn, unidn, y reconocimiento) (Kulkarni et al., 2021). Sin embargo, hasta
la fecha, no se han presentado pruebas contundentes que esclarezcan la funcién de la memoria

inmunoldgica especifica de crustaceos.

La activacidon de la inmunidad innata en camarones es realizada mediante receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), incluyendo los receptores tipo Toll (TLRs) (Kawai y Akira,
2010; Li y Xiang, 2013). La identificacion de patégenos permite la activacidn de los mecanismos
celulares y efectores humorales para la eliminacién de patégenos (Fig. 1) (Vazquez et al., 2009;

Tassanakajon et al., 2013).
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Figura 1. Esquema de la respuesta inmune innata de camarones peneidos (Tomado de
Tassanakajon et al., 2013).



2.2.1 Respuesta inmune celular

Los crustaceos poseen un sistema circulatorio abierto, con tres tipos celulares (hemocitos) que
han sido identificados en este sistema, células hialinas carentes de granulos, células semi-
granulares con un numero variable de pequenos granulos y células granulares con abundante
numero de granulos (Sung et al., 1999; Smith et al., 2010). Los hemocitos realizan la funcion
como el principal sistema de reconocimiento de moléculas propias y extraias, promueven la
eliminacidn de patdgenos y desatan diferentes mecanismos de defensa, tales como fagocitosis,
aglutinacién, encapsulacién, activacion del estallido respiratorio y producciéon de péptidos

antimicrobianos (Bachere et al., 2000; Xu et al., 2014).

2.2.1.1 Fagocitosis

La fagocitosis es el principal mecanismo de defensa celular en invertebrados, por el cual los
hemocitos eliminan patégenos. Los hemocitos granulares y semi-granulares envuelven e
internalizan materiales extranos como bacterias, protozoarios, hongos, virus, asi como restos
celulares de células necrdticas y apoptoticas (Stuart y Ezekowitz, 2008). El proceso de fagocitosis
da inicio con el reconocimiento mediante receptores que reconocen particulas en la superficie
de patdgenos. Posteriormente, los fagosomas se fusionan con el endosoma y el lisosoma para
generar el fagolisosoma, dentro del cual se destruirdn los patégenos (Vargas-Albores y Yepiz-

Plascencia, 2000; Stuart y Ezekowitz, 2008).

Las células fagociticas llevan a cabo la destruccion el organismo internalizado por dos vias: la via
aerdbica en el cual el NADPH o NADH funcionan como donador de electrones, y reducen un
electrén del oxigeno para formar ion superéxido. Este radical a su vez cambia a perdxido de
hidrégeno (H,0;) mediante la acciéon de la enzima superdxido dismutasa, generando una
molécula de oxigeno (Campa-Cdérdova et al.,, 2002). En hemocitos de camarones peneidos, la
activacion del proceso por via aerdbica ha sido demostrado mediante el uso de bacterias (V.
parahaemolyticus y V. vulnificus) y antigenos microbianos (B-1,3 glucanos, peptidoglucanos, LPS
y zimosan), incrementando en ambos casos la capacidad fagocitica de los hemocitos para
destruir patogenos (Itami et al., 1998; Campa-Cdrdova et al., 2002). El segundo, corresponde a
la via anaerdébica mediante la accién de enzimas con actividad bactericida, asi como enzimas

lisozimales y péptidos antimicrobianos (AMP) (Nappi y Ottaviani, 2000).



2.2.1.2 Encapsulamiento y formacion de nodulos

Los hemocitos semi-granulares y granulares cumplen la funciéon de reconocimiento de agentes
invasores y su encapsulamiento con proteinas que desempefian la funcién de opsoninas
asociadas a la activacion del sistema profenoloxidasa (proFQO). Estas proteinas actian como
factores de adhesién, degranulacion y promotores de encapsulamiento (Vargas-Albores y Yepiz-
Plascencia, 2000). Los nddulos hemoliticos, detectados en branquias y hepatopancreas, son
formados por la agregacién de un gran numero de hemocitos actuando conjuntamente para
capturar microorganismos de gran tamafio que no pueden ser removidos mediante la
fagocitosis (Wang et al., 2001, Van de Braak et al., 2002). Este proceso de nodulacién cosiste en
la formacion de multiples capas de hemocitos en las que los microrganismos quedan atrapados
y eventualmente son eliminados por el proceso de melanizacion mediada por la fenoloxidasa

(FO) derivada de la proFO (Dubovskiy et al., 2016).

2.2.1.3 Cascada profenoloxidasa

La activacién del sistema de proFO es controlada por una via que consta de una cascada de
eventos. El reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) por PRPs
provocan que la proFO (proenzima) y la enzima activadora (proenzima) sean liberadas del
hemocito al plasma, donde se activa la serin proteasa con el calcio presente, y eventualmente
culminan en el rompimiento proteolitico del zimégeno proFO para la activacién de la enzima FO
(Amparyup et al., 2013). La cascada de proFO es activada con el reconocimiento de PAMPs de
diversos microrganismos. La activacién de la cascada de serin proteasa por las interaccién
PAMPs-PRP, resulta en la produccién de melanina, la cual se deposita en el sitio de infeccidén o

sobre la superficie de los microrganismos (Cerenius y Séderhall, 2004).

Diversos autores reportan que la cascada de proFO se activa mediante la identificaciéon de los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), al igual que los lipopolisacaridos
(lwanaga y Lee, 2005; Cerenius et al., 2008), B-1,3 glucanos (Cerenius et al., 1994; Wang et al.,
2011) y peptidoglicanos (PGN) (Sumathipala y Jiang, 2010). Fagutao et al. (2009), reportaron
una disminucion de la actividad de la proFO, un precursor inactivo de la FO por ARN de
interferencia (ARNi), resultando en un incremento significativo en la carga bacteriana en M.
japonicus, aun en la ausencia de patdgenos. Por lo tanto, el silenciamiento de la proFO produjo

un incremento en la mortalidad por patégenos en camarén.



2.2.1.4 Respuesta antioxidante

Mecanismos antioxidantes protegen a los camarones de efectos citotdxicos causados por el
metabolismo celular y estrés oxidativo generado por el exceso de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) y de nitrégeno (RNS), que son generadas durante el proceso de
fagocitosis (Xu y Pan, 2014). Para prevenir el dafio oxidativo, existen diversas estrategias de
defensa antioxidante a nivel celular, las cuales incluyen enzimas (catalasa, glutation peroxidasa
(GPx) y superoéxido dismutasa (SOD) y componentes no enzimaticos (pigmentos, carotenos y
vitaminas), los cuales neutralizan los ROS y reparan el dafio celular (Liu et al., 2017). La SOD
convierte radicales superdxido a peréxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno, y posteriormente el
H,0,; es eliminado de las células a través de la via de glutatién peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT)

(Warner, 1994).

La actividad de la SOD es un mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo causado por
diversos factores como la contaminacién, infecciones, hipoxia, temperatura e
inmunoestimulantes (Duan et al., 2015). La actividad de la SOD extracelular ha sido reportada
en camarones penaeidos, la cual se ha asociado con fagocitosis, encapsulamiento y generacién

de compuestos microbicidas (Campa-Cérdova et al., 2002).

2.2.2 Respuesta humoral

2.2.2.1 Moléculas de reconocimiento

Las lectinas son proteinas no enzimaticas o glicoproteinas que actuan en la aglutinacién,
fagocitosis y encapsulacién de patdgenos. Las lectinas se consideran moléculas de
reconocimiento capaces de detectar carbohidratos que promueven la activacion de diversos
componentes del sistema inmune en crustdceos, entre ellos la activacidon del sistema proPO

(Wang et al., 2001; Wang y Wang, 2013a).

Recientemente, un incremento en el nimero de funciones realizadas por lectinas tipo C (CTLs)
en la respuesta inmune han sido identificadas y caracterizadas en crustaceos. Estas CTLs de
crustaceos no solo participan en la unién y reconocimiento, ademas, estas involucradas en otras
respuestas inmunes que incluyen la aglutinacion de microorganismos, asi como en otras
funciones bactericidas y antivirales como el incremento en la opsonizacidon y encapsulamiento

celular (Wang et al., 2013b). Por ejemplo, las CTLs de Fenneropenaeus chinensis puede



responder ante un reto infeccioso con V. anguillarum y enlazarse a PAMPS incluyendo
lipopolisacaridos (LPS) y peptidoglicanos (PGN) (Wang et al., 2009). Las lectinas de F. chinensis
(FcLec) y P. monodon (PmLec) pueden incrementar la actividad fagocitica en hemocitos contra
infecciones bacterianas (Wang et al., 2009; Luo et al., 2006). Ademas, las CTLs en el camardn
Marsupenaeus japonicus pueden unirse a proteinas de WSSV, resaltando su actividad inmune
antiviral (Song et al., 2010).

2.2.2.2 Proteinas de reconocimiento de patrones (PRPs) y lipoproteinas de union a B-1,3-

glucanos (LGBPs)
Los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) y fungicos B-1,3-glucanos especificamente asociados a

superficies de invertebrados por proteinas de reconocimiento de patrones (PRPs),
desencadenan determinadas respuestas inmunes. Las proteinas de uniéon a B-1,3-glucanos
(LGBP) son aquellas PRPs en crustaceos que activan la proFO, cascada de coagulacién y la
formacién de péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) (Fig. 2) (Cerenius et al.,
2008). Amparyup et al. (2013) caracterizaron la funcién de las LGBP en P. monodon en el
sistema proFO y encontraron que transcritos de LGBP son expresados en hemocitos,
incrementandose 24 horas posteriores a una infeccién con V. harveyi. Ademas, el silenciamiento
génico mediado por interferencia de ARN (ARNi) demostré que la baja expresién del gen

PmLGBP en el camarén disminuyé significativamente la actividad de la FO.

Figura 2. Esquema de reconocimiento de patdgenos del sistema inmune del camardén (Tomado
de Li y Xiang, 2013).
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2.2.2.3 Péptidos antimicrobianos

La actividad de los AMPs en diversos grupos de invertebrados representa un mecanismo de
importancia en la exterminacion de agentes patdgenos (Bachere et al., 2000; Mufioz et al.,
2003). Los AMPs son proteinas de bajo peso molecular cruciales en organismos que no
presentan inmunidad adaptativa, actuando como un mecanismo de defensa contra patégenos
(Marshall y Arenas, 2003). Los AMPs tienen una amplia actividad, baja especificidad y son baja
citotoxicidad en células animales. Algunos de los AMPs que han sido previamente descritos en
camarones penaeidos son las penaeidinas, crustinas y factores anti-lipopolisacéridos (ALFs). Los
AMPs presentan multiples clases de isoformas y poseen actividad antibacterial, antifungica y

antiviral contra diferentes patégenos en camardn (Tassanakajon et al., 2013).

Los AMPs pueden ser liberados por exocitosis posterior a una estimulacién con microrganismos
(Tassanakajon et al., 2018). La activacién del sistema inmune (inmunoestimulaciéon) aumenta la
secrecion de péptidos antimicrobianos circulantes y otras proteinas para combatir la infeccién
(Tassanakajon et al., 2018). En esta respuesta, se encuentran involucradas dos principales rutas
de sefalizacién del sistema inmune, conocidas como rutas Toll e Imd (Inmuno deficiencia), las

cuales regulan la expresion de AMPs (Naitza y Ligoxygakis, 2004).

Las penaeidinas son una familia de AMPs que han sido especificamente caracterizadas e
identificadas en camarones penaeidos (Destoumieux et al., 2000; Tassanakajon et al., 2013).
Basado en la similitud de las secuencias de aminodcidos, las penaeidinas han sido identificadas
en algunas especies de camarones penaeidos, incluidos P. vannamei, L. setiferus, F. chinensis y
P. monodon (Tasanakajon et al., 2013). Las penaeidinas se sintetizan y almacenan en los
granulocitos, y presentan actividad bactericida contra bacterias Gram (+) y antifungicas
(Bachere et al., 2000; Destomieux et al., 2000). Las penaeidinas tienen variadas isoformas, las
cuales han sido clasificadas como penaeidina 2 (PEN2), penaeidina 3 (PEN3) y penaeidina 4

(PEN4) segun su similitud de la secuencia de aminodacidos (Wang et al., 2008).

Las crustinas se aislaron por primera vez del cangrejo Carcinus maenas y se caracterizaron como
un péptido rico en cisteina con actividad antimicrobiana contra bacterias Gram (+). La presencia
de homodlogos de crustinas han sido determinadas en P. vannamei y en otras especies de

peneidos (Bartlett et al., 2002). Estos péptidos antimicrobianos se sintetizan y se almacenan en
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los hemocitos y su liberacidén es inducida principalmente por infecciones bacterianas (Vargas-
Albores et al., 2004). Okumura (2007) demostré mediante un analisis de expresidon génica en
péptidos antimicrobianos en camarones peneidos inoculados con Vibrio, una disminucién en los
niveles de expresion de penaeidina y crustina en hemocitos de P. vannamei. Adicionalmente, el
suministro por via oral de LPS y 3-1,3-glucanos induce un aumento en la expresion de crustinas

y otros péptidos antimicrobianos en diversas especies de penaeidos (Wilson et al., 2015).

2.2.3 Rutas de seiializacion del sistema inmune

Las rutas que incluyen receptores tipo Toll (TLR) y de inmunodeficiencia (IMD) son rutas de
sefalizacion esenciales para inducir genes relacionados con el sistema inmune innato durante
una infeccién con patdégenos (Tassanakajon et al., 2018). Diversos estudios han comprobado a
partir del uso de herramientas moleculares que genes que codifican para la sintesis y liberacidon
de AMPs son regulados por las vias Toll e IMD (Tassanakajon et al., 2018). La ruta Toll en
crustaceos es activada principalmente por bacterias Gram-positivas, hongos y levaduras,
ademas controla una amplia parte de expresion de AMPs activos contra hongos, activacién de la
cascada de coagulacion y procesos de melanizacion (Tassanakajon et al.,, 2018). La ruta de
sefializacion Toll esta integrada por diversos componentes de origen proteico como los ligandos

Spatzle, Toll, Pelle, Tube, MyD88, Cactus y Dorsal (Li y Xiang, 2013).

Wang et al. (2012), realizaron un estudio donde realizaron el aislamiento de dos receptores tipo
Toll (LvToll2 y LvToll3) y tres proteinas Spatzle (LvSpzl, LvSpz2, LvSpz3) en P. vannamei,
demostrando el nivel de expresién en varios tejidos después de un reto con Vibrio alginoliticus y
con WSSV. Estos autores concluyeron que el receptor LvToll es relevante en la respuesta
inmune innata ante una infeccién aguda por Vibrio, confirmandolo mediante el silenciamiento
de receptores tipo Toll en camarones retados con V. harveyi, incrementando significativamente

la mortalidad en este grupo de camarones.

La ruta de sefalizacion IMD responde principalmente a infeccién por bacterias Gram-negativas y
controla la expresion de genes asociados a péptidos antibacterianos (principalmente
penaeidinas). Lan et al. (2013) analizaron los niveles de expresién de dos receptores IMD (FcIMD
y PcIMD) en diversos tejidos de camardn posterior a realizar una infeccién con V. anguillarum y

WSSV. Mediante un andlisis con ARNi se demostré que la ruta IMD estuvo implicada en la
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regulacion de los niveles de expresidn de tres AMP, incluyendo crustinas, ALF y lisozimas en

camaron, confirmando la importancia de esta via de seiializacién en infecciones bacterianas.

2.3 Probidticos

Los probidticos son definidos como organismos vivos que al ser suministrados en cantidades
adecuadas otorgan beneficios para la salud del hospedero (FAO, 2016). Actualmente, los
probidticos son comunmente utilizados como promotores de salud, en alimentos funcionales y
suplementos profilacticos, terapéuticos y de crecimiento en produccion y salud animal (Balcazar
et al., 2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008). Por lo general, las bacterias son microorganismos
gue han sido ampliamente utilizadas como probidticos e inmunoestimulantes en el cultivo de
organismos marinos (Pandiyan et al., 2013). Las bacterias, en especial del tipo acido lacticas
(BAL) son microrganismos que presentan la habilidad de tolerar ambientes acidos, favoreciendo
su fijacién en el tracto digestivo, y realizando funciones como la reduccién del pH y compiten
por sitios de anclaje con bacterias patégenas, evitando la colonizacion del tracto digestivo. Por
otra parte, las levaduras son un grupo de organismos con propiedades probidticas, las cuales
ofrecen una serie de ventajas en el hospedero como son adhesiéon al tracto digestivo,
produccién de AMPs y metabolitos secundarios, asi como la promocidén de la estimulacion del

sistema de defensa en organismos de cultivo (Banerjee y Ray, 2017).

La actividad de los microorganismos con propiedades probidticas se desarrolla mediante
diversos modos de accidn por los cuales confieren un efecto benéfico al hospedero como son el
antagonismo ante patdgenos, la habilidad de las células para producir metabolitos como
vitaminas, pigmentos, proteinas y enzimas, propiedades para colonizar y adherirse a las paredes
del tracto gastrointestinal e incrementar el sistema inmune del hospedero (Balcazar et al., 2006;

Newaj-Fyzul et al., 2014)

2.3.1 Exclusion competitiva de bacterias patégenas

La exclusidn competitiva es un fenédmeno donde una microflora establecida previene o reduce la
colonizacion de un patégeno (Sha et al., 2016). El objetivo de los probidticos es establecer una
microbiota benéfica, estable y controlada que contienda por sitios en la mucosa y disponibilidad

de nutrientes. Ademads, los probidticos pueden producir compuestos inhibitorios, las cuales
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evitan la replicacion y promueven la destruccion de los patdogenos evitando que colonicen el

intestino (Vine et al., 2004).

2.3.2 Produccidon de compuestos inhibitorios

El antagonismo bacteriano es un fendmeno comun en las interacciones microbianas, las cuales
realizan una acciéon fundamental en el equilibrio entre los microorganismos probidticos y los
patégenos (Bomba et al., 2002). Los compuestos antagonistas se definen como sustancias
quimicas producidas por microorganismos que presentan cierta toxicidad (bactericidas), y que

cuentan con la habilidad de impedir el crecimiento de otros microorganismos.

La actividad bactericida es un parametro importante en estudios de inmunologia debido a su
habilidad para evaluar la defensa inmune innata, ya que las respuestas del sistema
inmunoldgico pueden verse influenciadas por varias sustancias o procesos (Biller-Takahashi et
al., 2013). La presencia de compuestos bactericidas puede evaluarse en diversos tejidos como
intestino y sangre (suero o hemocitos), o en medios de cultivo (agua), donde la accién de los
compuestos bactericidas previene la proliferacion y promueve la eliminacién de patdgenos. Las
propiedades antimicrobianas de diversos microorganismos probidticos se deben principalmente
a la produccién de una amplia variedad de péptidos (Cheng et al., 2017). Por lo tanto, las
levaduras marinas producen un amplio rango de compuestos con actividad antimicrobiana,
incluyendo pitidos antimicrobianos, lisozimas, entre otros, los cuales pueden ser incrementados

por la presencia de patdgenos e inmunoestimulantes (Kizheva et al., 2019).

2.4 Inmunoestimulantes

Diversas cepas de organismos probidticos que componen la microbiota de camarones y peces,
tienen la capacidad de activar el sistema inmunitario a través del incremento en la respuesta
celular (aumento en el nimero de células de defensa) y humoral como el incremento en la
produccién de compuestos con actividad antibacteriana y antifungica como enzimas, AMPs,

lisozimas, lectinas, entre otros (Fig. 3) (Barman et al., 2013).

Los inmunoestimulantes son sustancias que activan el sistema inmune de los organismos,
haciéndolo mas resistente a enfermedades (Barman et al., 2013). En funcion de su naturaleza
los inmunoestimulantes se agrupan en distintas categorias, agentes quimicos, microrganismos

(bacterias y levaduras), polisacaridos, extractos de plantas o animales y/o factores nutricionales.
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El uso de inmunoestimulantes no genera una respuesta especifica a un tipo de antigenos, sin
embargo, produce una serie de respuestas que aceleran el reconocimiento y eliminacién de

agentes infecciosos y particulas extraiias (Apines-Amar y Amar, 2015).

Actualmente existe una amplia gama de inmunoestimulantes comerciales que estan disponibles
y que son extensamente utilizados en la agroindustria del camardn en cultivo. Sin embargo, el
uso indiscriminado de los inmunoestimulantes, sin conocimiento previo de dosis y frecuencia
optimas de administracidn, puede ocasionar sintomas secundarios como son la reduccién de la

efectividad en la proteccion contra patdgenos e inmunosupresion (Sajeevan et al., 2009).
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Figura 3. Inmunomodulacién causada por cepas probidticas en peces y camarones. (Tomado de
Lazado et al., 2015)

2.4.1 Levaduras

Debido a que las levaduras pueden producir diversos compuestos bioactivos, ademas de
nutrientes como son proteinas, aminoacidos, vitaminas, polisacaridos, fosfolipidos, poliaminas,
pigmentos (astaxantina y B-carotenos), enzimas digestivas (proteasas y amilasas), toxinas killer,
etc., estos microorganismos han recibido gran atencién por décadas por su uso potencial en la

industria acuicola (Yang et al., 2010).

En general, la administracion de levaduras probidticas puede ayudar al control de agentes
patdégenos mediante la estimulacion del sistema de defensa en especies de cultivo (Babu et al.,

2013). En este sentido, la administracion oral de diversas especies de levaduras como
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Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii, Candida sp., entre otras especies de
levaduras, han demostrado Incrementar la inmunidad innata en diversas especies de camarones
peneidos (Tabla 1) (Burgents, 2004; Sajeevan et al., 2009; Sarlin y Philip, 2011; Babu et al.,
2013). De manera general estos estudios demostraron que la administracion de levaduras
probidticas incrementd la respuesta celular (conteo total de hemocitos), actividad fagocitica,
actividad de enzimas antioxidantes, asi como un aumento en la expresidn de genes inmunes en
camarones. Cabe mencionar que este incremento en los parametros inmunes ha sido
principalmente asociado con el reconocimiento de B-glucanos que se encuentran en la pared
celular de levaduras, los cuales varian dependiendo de la especie de levadura, cepa y origen

(Barman et al., 2013; Tassanakajon et al., 2013).

Scholz et al. (1999), reportaron que la inclusion de 1% de la levadura S. cerevisiae administrada
durante una semana en P. vannamei, incrementaron la ganancia en peso, la actividad de Ila
proFO y la mayor supervivencia en camarones infectados con V. harveyi. Burgents et al. (2004),
evaluaron el uso dietario de la levadura S. cerevisiae como inmunoestimulante en P. vannamei
ante una infeccidn con Vibrio sp. Los resultados revelaron que los camarones alimentados con la
levadura presentaron una mayor supervivencia con respecto del grupo control, indicando que la
administracion de levaduras en la dieta puede proteger a los camarones contra una infeccién
bacteriana. Por otra parte, Sarlin y Philip (2011) reportaron una mayor supervivencia, asi como
un incremento de los pardmetros inmunes con el uso de levaduras marinas (Debaryomyces

hansenii y Candida tropicalis) como inmunoestimulantes ante una infeccion con WSSV.
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Tabla 1. Levaduras con actividad inmunoestimulante en camarones.

Inmunoestimulante Especie Efecto en el hospedero Ref.

Rhodosporidium P Vannamei ‘N Respuesta sistema antioxidante 1
paludigenum ' (SOD, GPX, CAT)
F i N Conteo total de hemocitos 2
. indicus o
A F
Debaryomyces hansenii / T Actividad proFQ
Candida tropicali.
andiaa tropicatis P. monodon N Conteo total de hemocitos
Candida aauaetoxtoris N Expresion péptidos antimicrobianos 3
q ‘N supervivencia a WSSV
Saccharomyces exiguus / . N Actividad proFO
P. 4
Phaffia rhodozyma vanname ‘N supervivencia a Vibrio harveyi

/M Estallido respiratorio y fagocitosis
Yarrowia lipolytica Lutjanus peru Regulacion de genes inmunidad y 5
estrés oxidativo

Referencias. 1. Yang et al., 2010; 2. Sarlin y Philip, 2011; 3. Babu et al., 2013; 4. Scholz et al., 1999; 5. Alamillo et al., 2017.
Abreviaturas: SOD (superdxido dismutasa), GPX (glutatidon peroxidasa), proFO (profenoloxidasa), CAT (catalasa), WSSV (virus de
la mancha blanca).

2.4.1.1 Levadura Yarrowia lipolytica

Entre todas las especies de levaduras, aquellas que presentan caracteristicas extremofilas y
extremo tolerantes han ganado gran interés como candidatos a probidticos debido a que
pueden tolerar amplios rangos en parametros fisicoquimicos, incluyendo aquellos encontrados
en el tracto gastrointestinal (Harzevili, 2014). Ademds, estas levaduras pueden competir en
ambientes hostiles y sintetizar una variedad de compuestos como son B-glucanos y metabolitos
secundarios, también conocidos como moléculas capaces de estimular el sistema inmune innato
de organismos de cultivo (Giordano et al., 2015).

Y. lipolytica es una levadura ascomicética no patogénica, dimérfica y aerdbica, la cual ha sido
aislada de diversos de ambientes marinos y costeros (Harzevili, 2014). Debido a su excelente
perfil de acidos grasos, Y. lipolytica ha sido usada como suplemento dietario en acuicultura
(Berge et al., 2013). Sin embargo, a la fecha en crustaceos son escasos los estudios donde se

reporten las propiedades inmunoestimulatorias de la levadura Y. lipolytica. En peces, la
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incorporacion dietaria de Y. lipolytica estimula la respuesta inmunitaria y mejora la condicién de
salud (Hatlen et al., 2012; Berge et al., 2013; Alamillo et al., 2017). Recientemente, el grupo de
Inmunologia y Vacunologia del CIBNOR evalud una cepa de Y. lipolytica (cepa N6) en leucocitos
del huachinango del pacifico (Lutjanus peru), encontrando incrementos significativos en la
actividad fagocitica, estallido respiratorio y actividad de enzimas antioxidantes (Alamillo et al.,

2017).

2.4.2 Glucanos

Los B-glucanos son compuestos estructurales que se encuentran en la pared celular de
levaduras y hongos (Wilson et al., 2015). La administracion de diferentes tipos de glucanos en la
dieta en diversas especies de camarones resulta en la activacién del sistema inmune innato y en
el incremento en la proteccién contra patdgenos (Barman et al., 2013) (Tabla 2). El estado de
salud, crecimiento y desarrollo en general de camarones en cultivo representan pardmetros que
pueden ser incrementados por el uso de B-glucanos. La fuente de obtencion del producto,
especie, estado de desarrollo del organismo, dosis, tipo de glucano, ruta, tiempo de
administracion y asociacién con otros inmunoestimulantes afectan las propiedades

inmunomoduladoras de los glucanos (Apines-Amar y Amar, 2015).
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Tabla 2. Estudios de inmunoestimulacion en camarones con [-glucanos obtenidos a
partir de distintos microorganismos.

Inmunoestimulante Especie Efecto en el hospedero Ref.

1 Actividad fagocitica

P. monodon 1 Produccién de anidn superéxido 1
B-1,3-glucano
Schizophyllum commune
P. monodon tActividad proFO y SOD 2
1 Produccién de anién superéxido
1 Supervivencia WSSV
) ) , tConteo total hemocitos
B gSéle,rE;\?ilsuigaeno P. vannamei 1 Act. bactericida (V. alginolyticus) 3
' 1 Produccién anion superdxido
B-g ‘
-glucano P. vannamei 2 e
Macrogard® 1 ARNm expresion lisozima y SOD
1 CTH y lisozima
Laminarina F. chinensis 1 supervivencia a V. anguillarum 5
Laminarina
Laminarina digitata P. vannamei 1 Actividad fenoloxidasa 6

Referencias. 1. Chang et al., 2000; 2. Chang et al., 2003; Rodriguez et al., 2007; 4. Wang et al., 2008; 5. Yao et al., 2008; 6. Chen
et al., 2016. Abreviaturas: CTH (conteo total de hemocitos), SOD (superdxido dismutasa), proPO (profenoloxidasa), WSSV (virus
de la mancha blanca).

2.4.3 Vias de administracion de inmunoestimulantes

Uno de los problemas mas frecuentes referente al uso de inmunoestimulantes en el cultivo de
camaron, es la eleccién de la via de administracidon. La via de administracion de cepas
probidticas e inmunoestimulantes es un factor importante, debido a que el método
seleccionado determinara el éxito de los tratamientos en el incremento de la inmunidad y la
proteccion contra patdgenos (Selvaraj et al., 2006;). Sin embargo, hay diversos aspectos que
deben ser considerados previamente a la eleccién de una via de administracion de un
inmunoestimulante, algunos de ellos corresponden al origen, organismo de estudio, etapa del
desarrollo, entre otros. Es por ello por lo que establecer recomendaciones generales con

respecto al uso de un inmunoestimulante resulta complejo (Azad et al., 2005).

Algunas de las rutas de administracién de inmunoestimulantes que han sido reportadas para

organismos de cultivo son la via oral (como aditivos dietarios), agregados directamente al agua
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(inmersién) y por inyeccién intramuscular (Jahangiri y Angeles-Esteban, 2018). La eleccién de
cada una de las vias de administracidn presenta diversas ventajas y desventajas en la aplicacion
de los inmunoestimulantes. La administraciéon de inmunoestimulantes por via oral es el método
mas utilizado debido a la facilidad de incorporar los estimulantes en el alimento, representando
un método de bajo costo, de facil aplicacién en diversos organismos y no genera estrés. Sin
embargo, la administracion oral presenta ciertas limitaciones, como es la administraciéon
durante etapas tempranas del desarrollo donde algunos organismos carecen de un sistema
digestivo maduro o presentan un desarrollo incompleto del trato digestivo (i.e etapas larvarias

de peces) (Selvaraj et al., 2006).

Algunos autores reportan que la administraciéon de inmunoestimulantes por inyeccioén es la via
mas eficaz, sin embargo, algunas de las limitaciones de este método son el alto costo, el manejo
de los organismos durante la aplicacidn, lo que pueden generar una condicién de estrés y la
imposibilidad de su aplicacién en etapas larvarias (Sakai, 1999). Contrariamente, la
suplementacion de inmunoestimulantes por inmersiéon es la via de administracién que es
aplicable en todas las etapas de desarrollo de peces y crustaceos (Jahangiri y Angeles-Esteban,
2018). La aplicacién de inmunoestimulantes solubles en agua es un método ampliamente
utilizado en estadios larvarios, donde se ha reportado que su aplicacién incrementa la
resistencia contra infecciones por patégenos (Sung et al., 1994). Una desventaja de la aplicacién
de los inmunoestimulantes por via de inmersidn es el costo, esto se debe a que una cantidad
considerable de los inmunoestimulantes aplicados permanece en el agua de cultivo y no es
asimilada por el organismo, por lo que para garantizar una correcta inmunoestimulacién se
debe aplicar una mayor cantidad de los inmunoestimulantes. Para incrementar la efectividad en
el uso de inmunoestimulantes, algunos autores recomiendan la administracién de
inmunoestimulantes por mas de 1 via, ya que se ha demostrado que incrementa la respuesta
inmunitaria y la supervivencia en retos de infecciones bacterianos y virales (Sajeevan et al.,

2009; Jahangiri y Angeles-Esteban, 2018).
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3. JUSTIFICACION

La enfermedad de la necrosis hepatopancredtica aguda provoca altas mortalidades en el cultivo
de camardn en estadios larvarios, causando grandes pérdidas econdmicas en la agroindustria
acuicola. Los camarones penaeidos no cuentan con un sistema inmune de tipo adaptativo, por
lo que la aplicacién de vacunas para controlar las enfermedades infecciosas originadas por
vibrios es poco factible. El uso de microorganismos con potencial inmunoestimulante como las
levaduras Y. lipolytica y D. hansenii incrementaran la capacidad del sistema inmune y la

resistencia contra V. parahaemolyticus en el camardn blanco del Pacifico P. vannamei.
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4. HIPOTESIS

Si se ha demostrado que la administracién de levaduras en camarones puede estimular el
sistema inmune e incrementar la resistencia a enfermedades infecciosas, entonces, la
administraciéon por via oral e inmersidon de las levaduras Yarrowia lipolytica (D1 y N6) y
Debaryomyces hansenii (CBS8339) incrementarad la respuesta del sistema inmune de camarones
Penaeus vannamei y la resistencia contra la infeccidon por Vibrio parahaemolyticus-IPNGS16

causante de la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de las levaduras Y. lipolytica (D1 y N6) y D. hansenii
(CBS8339) sobre pardmetros inmunoldgicos, expresion de genes relacionados al sistema inmune
y resistencia contra la infeccién por V. parahaemolyticus IPNGS16-AHPND en el camardén blanco

P. vannamei.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la respuesta inmune en postlarvas y juveniles de P. vannamei suplementados
con las levaduras Y. lipolytica (D1 y N6) y D. hansenii (CBS8339).

2. Evaluar el efecto inmunoestimulante asociado a la via y frecuencia de administracion de
levaduras en postlarvas de Penaeus vannamei.

3. Determinar la duracion maxima del efecto de proteccién de levaduras en postlarvas de
Penaeus vannamei infectadas con Vibrio parahaemolyticus IPNGS16-AHPND

4. Analizar la expresién de genes asociados a la respuesta inmunolégica en juveniles y
postlarvas de Penaeus vannamei infectados con V. parahaemolyticus IPNGS16-AHPND.

5. Determinar el efecto de los inmunoestimulantes en postlarvas de P. vannamei sobre la
resistencia a la AHPND mediante una infeccion experimental con V. parahaemolyticus

IPNGS16-AHPND.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Experimento |l. Efecto inmunoestimulante de la levadura Y. lipolytica en P. vannamei

6.1.1 Cultivo de levadura

La levadura marina Y. lipolytica (cepas N6 y D1) fueron aisladas de la salinera (Exportadora de
Sal, S.A. de C.V) en Guerrero Negro, Baja California Sur, México (Alamillo et al., 2017). La
levadura fue incubada en medio YPD (Sigma-Aldrich®, USA), suplementada con antibiético
(Cloranfenicol 0.05%) e incubada a 27°C (Lab-line, USA). La biomasa de la levadura fue
cosechada del medio una vez que alcanzdé su fase exponencial (24 h posteriores a su
inoculacién). Las células de levadura fueron centrifugadas (1000 g, 4°C por 10 min), separando
el pellet mediante la decantacidon del medio de cultivo. La levadura obtenida se incorpord en

dietas experimentales como se describe a continuacion.

6.1.2 Elaboracion de dietas experimentales

Se utilizé alimento comercial para camarones (Camaronina® 35% de proteina cruda, MO, USA)
qgue fue pulverizado a 250 um, por medio de un pulverizador electrénico. Posteriormente, las
dos cepas de levaduras y un B-glucano (control interno) fueron incorporados al 1.1% al alimento
comercial. Los B-glucanos fueron considerados como control positivo por dos razones: (1) la alta
cantidad de glucanos de la pared celular de levaduras y (2) un amplio registro de estudios donde
se ha demostrado el potente efecto inmunoestimulador de los B-glucanos, ofreciendo
proteccion contra enfermedades infecciosas a peces y crustaceos (Meena et al., 2013;
Rodriguez et al., 2020). El proceso de inclusidn de la levadura en el alimento para camarén y su
remanufactura fueron realizados a los métodos descritos por Reyes-Becerril et al. 2008.
Brevemente, las dietas suplementadas con cepas de levaduras fueron elaboradas con levaduras
vivas suspendidas en agua destilada y mezcladas con el alimento para tener una dosis
corresponde al 1.1% de la dieta, como ha sido propuesto en estudios previos (Yang et al., 2010;
Jin et al., 2018). De manera similar, dos glucanos comerciales fueron suspendidos en agua
destilada y mezclados con el alimento comercial. Los alimentos fueron peletizados utilizando
4% de acido alginico como aglutinante, seguido por un proceso de secado a 40°C por 24 h. Se
realizd un recuento estdndar de levaduras en placa posterior a la elaboracidn del alimento y
previo al ensayo de estimulacion, confirmando que el nimero de levaduras viables en el

alimento correspondiaa 1 x 10° UFC gt
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6.1.3 Condiciones de cultivo de camarén

En este estudio se utilizaron juveniles de camarén blanco P. vannamei (2.5 £+ 0.5 g). Los
organismos se mantuvieron en el Laboratorio de Nutricién Acuicola del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) en la Paz, Baja California Sur, México. Los
organismos permanecieron en tanques de aclimatacion con un sistema de recirculacién con
agua marina por dos semanas. Posteriormente, los camarones fueron trasladados a acuarios
plasticos rectangulares de 60 L de capacidad, con 15 camarones por tanque. Los parametros del
agua de cultivo (27°C, salinidad 37 ups, oxigeno disuelto 6 mg L'"; pH 8.0) fueron mantenidos
diariamente a lo largo del experimento. Los experimentos realizados durante este estudio
fueron conducidos de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales experimentales del

consejo canadiense de cuidado animal (Consejo Canadiense de cuidado animal, 1989).

6.1.4 Diseiio experimental

El experimento fue realizado bajo un esquema de disefio completamente aleatorizado,
utilizando un total de 225 camarones. Los siguientes tratamientos fueron establecidos con 45
camarones por tratamiento con tres réplicas por tratamiento (15 camarones por tanque). (1)
alimento comercial; (2) alimento comercial + levadura Y. lipolytica (YI-D1) cepa D1; (3) alimento
comercial + Y. lipolytica (YI-N6) cepa N6; (4) alimento comercial + Laminarina digitata B-glucano
(Lm-B); y (5) alimento comercial + B-glucano de Saccharomyces cerevisiae (Sc-B Macrogard®).
Los camarones fueron alimentados diariamente con el 5% de su biomasa hasta el final del
ensayo (21 dias). Semanalmente se realiz6 un muestreé de hemolinfa (n=6 camarones por
tratamiento). Para realizar la determinacion de la expresiéon de genes, seis camarones por
tratamiento fueron sacrificados semanalmente mediante la inmersién en nitrégeno liquido para

obtener hemocitos directamente del corazén.

6.1.5 Muestreo y preparacion de muestras

Un volumen de 150 pL de hemolinfa fue extraido de la base de los pledpodos del primer
segmento abdominal usando una jeringa con 300 pL de solucién anticoagulante (450 mM NaCl,
10 mM KCI, 10 mM EDTA-Na, 10 mM HEPES, pH 7.3) (Vargas-Albores et al., 1993). Cuarenta
microlitros de la hemolinfa diluida con anticoagulante fueron utilizados para determinar el
numero total de hemocitos bajo un microscopio usando una camara de Neubauer.

Posteriormente, la hemolinfa fue centrifugada (3600 g a 4°C por 10 min), el plasma y el
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sobrenadante con los hemocitos lisados (HLS) fueron colectados para determinar actividad
bactericida, actividad inmune y antioxidante de diversas enzimas como lisozimas, peroxidasa,
SOD y catalasa. Para cuantificar la expresion de genes relacionados con la inmunidad, se realizé
una diseccién del corazdn, se obtuvieron 100 mg de tejido que contiene hemocitos (Wang et al.,
2007) que fue colocado en 1 ml de Trizol (Ambion, CA, USA) y almacenado a -80°C.

6.1.5.1 Cultivo de Vibrio parahaemolyticus y actividad bactericida del SHL contra V.

parahaemolyticus
La bacteria V. parahaemolyticus IPNGS16 fue aislada de granjas de camarén durante un brote

de la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) en Guasave, Sinaloa, México
en 2014 (Lépez-ledn et al., 2016). Brevemente, la bacteria fue cultivada en caldo de soja
tripticaseina (TSB) (Difco, FR) al2.5% de NaCl e incubado por un periodo de 18 h a una
temperatura de 30°C. El medio de cultivo fue removido por centrifugacién (7000 g por 10 min),
y el pellet bacteriano fue suspendido en solucién salina (2.5% NaCl) y ajustado a 1 x 10® UFC ml™

para el ensayo de actividad bactericida.

La actividad bactericida fue cuantificada en el sobrenadante de hemocitos lisados (SHL) de
acuerdo con el protocolo de Stevens et al. (1991) con algunas modificaciones. Brevemente, 20
uL de HLS (por triplicado) fueron agregados a una microplaca de 96 pozos de fondo cénico. Se
afadié un extracto del cultivo de V. parahaemolyticus a las muestras de HLS (concentracion final
de Vibrio de 2 x 10° UFC mL™) y se incubaron a 25°C por 5 h. Se incluyeron controles negativos
los cuales reemplazaron las muestras de HLS con solucién salina de buffer de fosfatos (NaCl 137
mM, KCl 2.7 mM, NaH,PO4; 10 mM, KH,PO4 2 mM, a un pH de 7.4). Posteriormente, 25 plL de
(MTT) bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (1mg mL™? Merk mollipore, DE)
fueron agregados a cada pocillo e incubados nuevamente a 25°C por 10 minutos. La microplaca
fue centrifugada (2000 g por 10 min) y el sobrenadante fue desechado. El formazan precipitado
fue disuelto mediante la adicion de 200 plL de dimetil sulféxido (DMSO, Fermont, Monterrey,
MX). Finalmente, el contenido de cada placa fue transferido a una placa de 96 pozos y se midio6
la absorbancia a una longitud de onda 570 nm. La actividad bactericida fue calculada como la
diferencia entre la observancia de las bacterias vivas y la absorbancia de los controles expresada

como un porcentaje.
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6.1.5.2 Parametros inmunes y respuesta antioxidante

6.1.5.2.1 Conteo total de hemocitos (CTH)

Cuarenta microlitros de lisado de hemocitos fueron tomados y mezclados con 160 pL de
solucién fijadora de hemocitos (anticoagulante EDTA + 4% de formalina). Enseguida, 20 pL
fueron colocados en un hematocitometro, y el nimero total de hemocitos fue contado

mediante la observacién en un microscopio dptico.

6.1.5.2.2 Actividad de lisozima

La actividad de lisozima fue determinada de acuerdo con el método descrito por Alagappan et
al. (2016). En una microplaca de 96 pozos, 10 puL de plasma fueron afadidos a 250 pL de
suspension bacteriana (soluciéon de Micrococcus luteus 0.3% en PBS). La cuantificacion de la
actividad fue medida en un espectrofotometro (Thermo-Scientific,c MA, USA) mediante la
reduccion de la absorbancia a 490 nm cada 5 min bajo condiciéon de incubacién a 22°C. Una
unidad de la actividad de lisozimas se determiné como la reduccién de 0.001 por minuto en la

absorbancia a 490 nm.

6.1.5.2.3 Actividad de superdxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD fue medida en una microplaca de 96 pozos utilizando un kit para la
determinaciéon de SOD (Sigma-Aldrich, MO, USA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La actividad de la SOD fue calculada mediante el porcentaje de inhibicién de
reaccion de la enzima con el sustrato tetrazolio y la enzima xantina oxidasa. La actividad de la
SOD fue cuantificada a una densidad 6ptica a 450 nm posterior a una incubacién por un periodo
de 20 min a 37°C. Las unidades de actividad de la enzima SOD fueron ajustadas mediante el

porcentaje de inhibicién y se expresan como el nimero de unidades por mg de proteina.

6.1.5.2.4 Actividad de catalasa (CAT)

La actividad de catalasa en plasma fue determinada por la medicién de la disminucion en la
concentracion de perdxido de hidrégeno a 240 nm, con un coeficiente de extincidon de (€=0.04
mM™ cm™) de acuerdo con el protocolo de Clairborne et al. (1985). La actividad de catalasa se

expreso en el numero de pmoles de sustrato convertido en producto por mg de proteina.
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6.1.5.2.5 Actividad de peroxidasa

La actividad de peroxidasa fue cuantificada en microplaca de 96 pozos de acuerdo con el
método descrito por Martin et al. (2012). Brevemente, se agregaron 20 uL de plasmay 50 pL de
una solucién de 0.15% H,0, y 0.10% fenilendiamina en buffer de fosfatos (0.02 M NaHPO,, 0.02
M acido citrico) y se incubd la mezcla por 30 min a una temperatura de 25°C. Posteriormente, se
agregd acido sulfdrico (50 plL) para finalizar la reaccién y se realizd una lectura en el
espectrofotémetro a 492 nm. Una unidad de peroxidasa corresponde a la formacién de 1 umol
2,3 diaminofenacin por la oxidacién de O-fenilendiamina por minuto. La actividad fue expresada

como unidades por minuto.

6.1.5.3 Expresion de genes relevantes en la inmunidad

La expresion relativa de ARNm de genes con relevancia en el sistema inmune de camardn fue
analizada utilizando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
(qPCR) por el método de 224¢7 (Livak y Schmittgen, 2001). El tejido de corazén de camardn fue
utilizado para evaluar la expresidn de genes asociados con el sistema inmune debido a que este
es un tejido altamente vascularizado con una gran cantidad de hemocitos infiltrados (Wang et
al., 2007). La extraccién de RNA fue realizada siguiendo el protocolo del reactivo de Trizol con
algunas modificaciones. Las muestras fueron lisadas con un homogeneizador mecdnico (Virtis
Company, USA). Posteriormente, se realizd una centrifugacién de las muestras (12,000 g a 4°C
por 10 min) para recuperar el ARN, se agregaron 300 pL de cloroformo y se centrifugaron las
muestras nuevamente. Se elimind el sobrenadante, se suspendié el pellet en 500 pL de 2-
propanol y se centrifugaron nuevamente las muestras (12,000 g a 4°C por 10 min). El pellet
obtenido fue lavado dos veces con etanol al 70% y secado por 20 min. Finalmente, el pellet fue
suspendido en agua Mili-Q estéril. La concentracion de ARN fue cuantificada, asi como la
relacion de absorbancias a 260/280 nm, utilizando un espectrofotémetro de UV-VIS de barrido
espectral (Bio-Rad, Singapur) y primers especificos, los cuales se muestran en la Tabla 3. La
expresion relativa de los genes relacionados a la inmunidad fue calculada de acuerdo con el
método 22¢", usando el gen enddégeno de B-actina. Los valores de la expresidon en los genes
indica la tasa de cambio en la expresidn relativa de los grupos experimentales comparados con

la expresién del grupo control, el cual fue utilizado como un calibrador.
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Tabla 3. Secuencia de los primers empleados en el andlisis de la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (qPCR).

Gen Abreviatura # acceso Secuencia del primer (5°-3°)
Genbank
Beta actina B-actin AF300705.2 5’-CACGAGACCACCTACAACTCCATC-3’

5’-TCCTGCTTGCTGATCCACATCTG-3’

Penaeidina Pen4d DQ211701 5’-GCCCGTTACCCAAACCATC-3’
5’-CCGTATCTGAAGCAGCAAAGTC-3’

Lisozima Lyz AY170126.2 5-GAAGCGACTACGGCAAGAAC-3’
5’-AACCGTGAGACCAGCACTCT-3’

Profenoloxidasa proFO AY723296 5-CGG TGA CAA AGT TCCTCT TC-3’
5’-GCA GGT CGC CGT AGT AAG-3

6.2 Experimento Il. Ruta de administraciéon de inmunoestimulantes

En este bioensayo se evalud la eficiencia de la ruta de administraciéon de inmunoestimulantes
sobre la resistencia en postlarvas de P. vannamei contra la infeccion de V. parahaemolyticus
IPNGS16, el agente causal de AHPND (Lépez-Leén et al., 2016). Para ello, los
inmunoestimulantes fueron administrados por dos rutas: en el alimento (oral) y disueltos en el
agua (inmersién). Ocho grupos experimentales fueron asignados de la siguiente manera: (1)
alimento comercial como control; (2) Glucanos 2% en alimento; (3) D. hansenii CBS8339 1% en
alimento, Dh(O); (4) Y. lipolytica YI-N6 1% en alimento, YI(O); (5) D. hansenii CBS8339 0.5% en
alimento + D. hansenii CBS8339 1x10° CFU ml™* en agua, Dh(O+1); (6) Y. lipolytica YI-N6 0.5% en
alimento + Y. lipolytica YI-N6 1x10° CFU mlI™ en agua, YI(O+l); (7) D. hansenii CBS8339 + Y.
lipolytica YI-N6 (1%, proporciéon 1:1) en alimento, Dh+ YI(O); (8) D. hansenii CBS8339 + Y.
lipolytica YI-N6 (1%, proporciéon 1:1) en alimento + D. hansenii CBS8339 + Y. lipolytica YI-N6
(1x10°) CFU ml™ en agua, proporcién 1:1), Dh+ YI(O+l).

Postlarvas de 50 mg se alimentaron diariamente (09:00 y 17:00) suministrando el 5% de
alimento con respecto de la biomasa. El experimento fue realizado por 9 dias, el final del
experimento, muestras de 2 camarones por tanque (n=6 camarones por tratamiento) fueron

tomadas para evaluar la expresion de genes inmunes. Los camarones fueron mantenidos en
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hielo durante el muestreo y transferidos a tubos Eppendorf de 1.5 mL previamente llenados con
RNA-later. Al final del experimento, el resto de los camarones fue sometido a una infeccién

experimental con V. parahaemolyticus IPNGS16.

6.2.1 Expresion de genes del sistema inmune

La expresion relativa de ARNm de renes asociado a la inmunidad fue analizada utilizando la
técnica de PCR en tiempo real (QPCR) por el método de 2" descrito en el trabajo publicado
por Livak y Schmittgen, (2001). En este estudio, el organismo completo fue requerido para
realizar la extraccién de ARN, debido a la limitada cantidad de tejido en las postlarvas. El RNA
total fue extraido de las postlarvas usando Trizol, siguiendo el protocolo del fabricante. Se
verificé la concentracion y la calidad del ARN midiendo la relacidn en las absorbancias a 260 y
280 nm por espectrofotometria. La sintesis de ADN complementario (cDNA) fue realizado de
acuerdo con el protocolo Improm Il (Promega®), ajustando todas las muestras a una
concentracion de 1 mmol de ARN. Finalmente, las muestras de cDNA se almacenaron a -20°C. El
andlisis de qPCR determind la expresion de siete genes seleccionados: penaeidina,
profenoloxidasa, lisozima, catalasa, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y lectina. La
expresion fue realizada con un equipo de deteccién de PCR en tiempo real (CFX96 Bio-Rad,
Singapur), utilizando el reactivo Eva Green Sso-fast, y primers especificos. Los primers
requeridos para llevar a cabo la amplificacion de genes inmunes se presentan en la tabla 4. La
expresion relativa de los genes asociados al sistema inmune fue calculada de acuerdo con el
procedimiento de 2'AACT, mediante el uso de la media geométrica de los genes endégenos mas

estables.
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Tabla 4. Secuencia de primers utilizados en el analisis de gPCR en experimento Il.

Primer Gen Secuencia Referencia
Ventura-Lépez et
S12 S12-F GTGGAAGGAGACGTTGGTGT al., 2016
S12-R AGAGCCTTGACCGCTTCAT
Alvarez-Ruiz et al.,
Ubiquitina UBI-F GGGAAGACCATCACCCTTG 2015
UBI-R TCAGACAGAGTGCGACCATC
MnSOD MnSOD_113F ATTGGGTGAGGAACGAGGTG Disefiados
MnSOD_113R GGTGATGCTTTGTGTGGTGG
Okumura et al.,
Penaeidina Pend-F GCCCGTTACCCAAACCATC 5007
Pen4-R CCGTATCTGAAGCAGCAAAGTC
GPX LvGPx_146F AGAAAGAAGATAAGAGAAGACCCG Disefiados
LvGPx_146R TGGTTGGCGGTTGGAATG
Lisozima Liso_212F GAAGCGACTACGGCAAGAAC Wang et al., 2010
Liso_212R AACCGTGAGACCAGCACTCT
Profenoloxidasa Il  Propoll-F GAGAGGCTGAACCGAGACTGA Yeh et al., 2009
Propoll-R AAGAAAACGGCCCCCAATT

Lectina

Catalasa

LvLecC_156F
LvLecC_156R
LvCatal_161F
LvCatal_161R

CAGGGAAAGTAGAAGGGCGAG
CAACAAAGGTCACGAACAAGAGG
ACTGTAGGAGGTGAGAGTGG
TGCGTGTGAATGAAGGATGG

Disefiados

Disefiados

6.2.2 Concentracion letal media (CLsy)

La determinacion de la concentracion letal (CLsp) fue realizada en postlarvas de camardn libres

de patdégenos. Diez organismos fueron transferidos a unidades experimentales de vidrio con

capacidad de 3 L de agua. El bioensayo fue conducido bajo las siguientes condiciones: 30°C, 30

ups de salinidad y pH de 8. Cuatro grupos experimentales fueron establecidos en los cuales

diferentes concentraciones de V. parahaemolyticus IPNGS16-AHPND fueron inoculadas (10,000,

100,000, 500, 000, y 1,000,000 de UFC ml™. De manera similar, un grupo control (camarones no

infectados) fue considerado. La mortalidad fue monitoreada y registrada durante 72 h. Una

inspeccion visual cada 12 h fue realizada para detectar organismos muertos y removerlos de las

unidades experimentales. Los datos obtenidos fueron analizados siguiendo el método descrito

por Finney (1952), mediante un modelo Probit para obtener la concentracion letal.
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6.2.3 Infeccion con V. parahaemolyticus IPNGS16

La infeccidn experimental fue realizada de acuerdo con los datos obtenidos del ensayo de CLsy,
correspondientes a la concentracién de 90,000 UFC ml™ de V. parahaemolyticus IPNGS16. Para
la infeccidn experimental, la bacteria fue cultivada como se describié previamente. El cultivo
bacteriano fue ajustado a un valor de 1 a una densidad éptica de 480 nm (equivalente a 1.6 x
10’ UFC mI™). Posteriormente, el cultivo bacteriano fue diluido en solucién salina (2.5% de NaCl)
para ajustar la concentracion. El periodo de infeccidn se mantuvo por 72 h, registrando la

mortalidad continuamente en cada de las unidades experimentales.

6.3 Experimento lll. Frecuencia de administracion de los inmunoestimulantes

Basado en los datos obtenidos del experimento I, el tratamiento correspondiente a la mezcla
de levaduras administrada por dos rutas (Yl + Dh (O + 1)) fue seleccionado para este
experimento. Se utilizaron postlarvas (PL 25) de P. vannamei con un peso aproximado de 80 mg
y libres de patégenos. Las condiciones de cultivo se mantuvieron al igual que en el experimento
. Las postlarvas fueron divididas en cuatro grupos, cada uno alimentado a diferentes intervalos
(frecuencias): diariamente (F1), cada dos dias (F2), cada tres dias (F3), y un cuarto tratamiento
con camarones alimentados con una dieta comercial como control negativo. Transcurrido el
periodo de estimulacién, todos los grupos fueron sometidos a un reto de infeccidén con V.
parahaemolyticus IPNGS16. El porcentaje de supervivencia de los animales en cada grupo

experimental fue registrado durante 72 h.

6.4 Experimento IV. Efecto de duracidn de la proteccion de levaduras

Se utilizaron postlarvas de camardn libres de patégenos de aproximadamente 100 mg bajo las
mismas condiciones de cultivo que en los experimentos anteriores. Los camarones fueron
aleatoriamente repartidos en tres grupos con 12 camarones por acuario, con tres réplicas por
tratamiento. El periodo experimental tuvo una duracién de 9 dias, donde de administraron
diariamente las levaduras. Al final del periodo experimental, un reto de infeccion con V.
parahaemolyticus IPNGS16 fue realizado. Los grupos experimentales fueron asignados de
acuerdo con el tiempo (dias) en que se realizd la infeccion: 1, 4 y 7 dias posteriores a la
inmunoestimulacién. Durante la infeccidn todos los grupos fueron alimentados con dieta
comercial. El periodo de infeccién tuvo una duracién de 72 h, registrando la mortalidad a lo

largo del reto infeccioso.
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6.5 Analisis estadisticos

En el presente estudio los datos obtenidos se analizaron con el programa STATISTICA (V. 6.0). Se
verific6 el cumplimiento en los supuestos de normalidad (prueba Shapiro-Wilk) vy
homocedasticidad (Levene). Para determinar las diferencias significativas se realizé un andlisis
de varianza unifactorial (ANDEVA). En las variables donde se obtuvieron valores de significancia
estadistica, se realizé un andlisis de comparacion de medias individuales (Tukey’s HSD). En todos

los analisis que se realizaron, el valor de significancia establecido fue de p<0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Experimento |. Efecto inmunoestimulante de la levadura Y. lipolytica en P. vannamei.

7.1.1 Lisado de hemocitos de camarones suplementados con Y. lipolytica presentan actividad
bactericida contra V. parahaemolyticus.

Los camarones estimulados con la levadura Y. lipolytica y glucanos comerciales presentaron
actividad bactericida contra V. parahaemolyticus en los sobrenadantes de lisado de hemocitos
(Fig. 4). Una actividad significativamente mas alta (p<0.05) (44%) fue observada en los grupos
YI-N6 y Sc-B comparados con el grupo control (17%) en la semana 1. En la semana 2, la actividad
bactericida en HLS fue mas alta en todos los grupos en comparacién con el grupo control; sin
embargo, las diferencias significativas sélo fueron observadas en los dos grupos de camarones
estimulados con glucanos comerciales comparados con el grupo control. Al final del
experimento (semana 3), el grupo Y/-D1 permanecié con una alta actividad bactericida con
respecto a los otros grupos experimentales y al grupo control. La mayor actividad bactericida
durante el experimento fue observada durante la primera semana, la cual representé una

actividad 2.6 veces mas alta en los grupos Y/-N6 y Sc-B comparado con el grupo control.
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Figura 4. Actividad bactericida en sobrenadante de hemocitos lisados de P. vannamei (SHL)
alimentado con diferentes inmunoestimulantes dietarios por tres semanas. Los valores se
muestran como media * error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos.

7.1.2 Yarrowia lipolytica N6 incrementd el conteo de hemocitos en camarén
La administracién de inmunoestimulantes mostré un efecto positivo sobre el conteo de

hemocitos (CTH) (Fig. 5). Después de una semana de estimulacién, los camarones alimentados
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con dietas que contenian Y/-N6, YI-D1 y Lm-f presentaron un incremento significativo en el CTH
(p<0.05) comparado con el grupo control. Sin embargo, sélo los camarones alimentados con YI-
N6 mostraron un efecto sostenido con respecto del tiempo comparado con el grupo control,
presentando 2.1, 1.6 y 2.1 veces mayor CTH durante la semana uno, dos y tres,

respectivamente.
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Figura 5. Conteo total de hemocitos (CTH) de Penaeus vannamei alimentado con diferentes
inmunoestimulantes dietarios por tres semanas. Los valores se muestran como media + error
estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

7.1.3 Yarrowia lipolytica y B-glucanos incrementaron la actividad de lisozima

La actividad de lisozimas en el lisado de hemocitos en los grupos experimentales de manera
general fue significativamente (p<0.05) mas alto en todos los tiempos de muestreo comparado
con el grupo control (Fig. 6). La mayor actividad de lisozima fue observada en el grupo Lm- B,
para las semanas uno y dos, mas no para n la semana tres, donde la actividad de lisozimas fue

similar entre los grupos experimentales.
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Figura 6. Actividad de lisozima en sobrenadante de hemocitos lisados de P.- vannamei (SHL)
alimentado con diferentes inmunoestimulantes dietarios por tres semanas. Los valores se
muestran como media * error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos.

7.1.4 Yarrowia lipolytica y B-glucanos estimularon la actividad enzimatica de la superoxido
dismutasa

El nivel de actividad de la SOD fue significativamente mayor (p<0.05) en los grupos de
camarones alimentados con la levadura Y. lipolytica y B-glucanos comparados con el grupo
control durante la semana 2 y 3 (Fig. 7). En la semana uno, la actividad de SOD fue 2.2 veces
mas alta (p<0.05) en camarones alimentados con Y/-N6 comparados con el grupo control. En las
semanas dos y tres, la actividad de SOD en todos los grupos experimentales (Y/-N6, YI-D1, Lm-B

y Sc-B) fue en promedio 2 veces mas alta (p<0.05) que en el grupo control.
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Figura 7. Actividad de SOD en plasma de P. vannamei alimentado con diferentes
inmunoestimulantes dietarios por tres semanas. Los valores se muestran como media + error
estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

7.1.5 Actividades de catalasa (CAT) y peroxidasa fueron a corto plazo incrementadas por la
levadura Y. lipolytica
La actividad de catalasa fue significativamente (p<0.05) afectada solo en las semanas 1y 2 por

algunos tratamientos experimentales. La actividad de CAT fue mayor en los grupos alimentados
con la levadura Y. lipolytica (YI-N6 y YI-D1) en la semana 1 y en el grupo Y/-D1 en la semana 2

comparado con el grupo control (Fig. 8).
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Figura 8. Actividad de catalasa (CAT) en plasma de P. vannamei alimentado con diferentes
inmunoestimulantes dietarios por tres semanas. Los valores se muestran como media + error
estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.
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La actividad de la enzima peroxidasa resultd significativamente mas elevada (p<0.05) solo en el
grupo YI-N6 que en el grupo control durante la semana 1 (Fig. 9). En contraste, en la semana 3,
la actividad de peroxidasa fue significativamente (p<0.05) mayor solo en el grupo Lm-B

comparado con el grupo control.
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Figura 9. Actividad de peroxidasa en plasma de P. vannamei alimentado con diferentes
inmunoestimulantes dietarios por tres semanas. Los valores se muestran como media % error
estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

7.1.6 Yarrowia lipolytica sobre regulé la expresion de genes relacionados a inmunidad
después de dos semanas de administracion oral.
Para explorar la actividad inmunomoduladora de la levadura Y. lipolytica, este estudio analizé la

respuesta inmune a través de la expresidon de genes en hemocitos de camardn. Diferencias
significativas (p<0.05) en la expresién de profenoloxidasa (proFO) en los grupos experimentales
(excepto Sc-B) se observaron en comparacion con el grupo control en las semanas uno y dos
(Fig. 10), mostrando una alta expresidn para el grupo Y/-N6. En la tercera semana, la expresion

del gen proFO disminuyd en todos los grupos experimentales.
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Figura 10. Expresion relativa ARNm del gen de profenoloxidasa (proFO) en hemocitos de P.
vannamei alimentados con diferentes dietas con inmunoestimulantes durante tres semanas. La
linea punteada indica el expresién del grupo control (calibrador). Los datos representan la tasa
de cambio en la expresién relativa de los tratamientos experimentales comparados con el
control. Los valores se muestran como media + error estdndar. Las letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

Un aumento en la expresion del gen de penaeidina (PEN4) se presenté en hemocitos durante la
semana uno y dos (Fig. 11). En la semana uno, los grupos experimentales Y/-D1 y Lm-f
presentaron un incremento significativo en los niveles de expresién del gen PEN4 (p<0.05) en
comparacion del resto de los grupos. En la semana dos, la expresion del gen PEN4 incrementd
significativamente en los grupos estimulados con la levadura Y. lipolytica (YI-N6 y YI-D1),
observando la mayor expresién de este gen (9.1-veces mayor) en el grupo Y/-D1 comparado con

el grupo control.
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Figura 11. Expresion relativa ARNm del gen de penaeidina (PEN4) en hemocitos de P. vannamei
alimentados con diferentes dietas con inmunoestimulantes durante tres semanas. La linea
punteada indica el expresién del grupo control (calibrador). Los datos representan la tasa de
cambio en la expresidn relativa de los tratamientos experimentales comparados con el control.
Los valores se muestran como media * error estandar. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos.

En la semana dos, la expresiéon de lisozima presentd un aumento significativo (p<0.05) fue
observado en los grupos tratados con la levadura Y. lipolytica (YI-N6 y YI-D1), encontrando la
mayor expresion de lisozima (7.2-veces mayor) en el tratamiento Y/-N6 (Fig. 12) en relacion con
el grupo control. Por otra parte, una baja expresion relativa del gen de lisozima se observé en

las semanas uno y tres.
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Figura 12. Expresion relativa ARNm del gen de lisozima (LYZ) en hemocitos de P. vannamei
alimentados con diferentes dietas con inmunoestimulantes durante tres semanas. La linea
punteada indica la expresién del grupo control (calibrador). Los datos representan la tasa de
cambio en la expresion relativa de los tratamientos experimentales comparados con el control.
Los valores se muestran como media * error estandar. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos.

7.2 Experimento Il. Ruta de administracidon de inmunoestimulantes

7.2.1 Incremento en peso

El crecimiento en los camarones durante el periodo de administracién de inmunoestimulantes
se observa en la tabla 5. Diferencias significativas (p<0.05) en el incremento en peso entre los
grupos experimentales (camarones estimulados) y el grupo control fueron observadas. Los
camarones que recibieron una mezcla de levaduras por via oral e inmersidn mostraron el

incremento en peso mas alto, comparado en el resto de los grupos experimentales y el control.
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Tabla 5. Crecimiento en postlarvas de P. vannamei alimentadas con dietas individuales o
combinadas de levaduras por dos diferentes rutas.

Incremento en

Tratamientos Peso inicial (mg) Peso final (mg) peso (mg)
Control 48.3 85.2+2° 36.9+2°
Glucano 53.1 98.7+6°" 456+6°¢
Dh- O 49.3 112.5+3°¢ 63.2+3¢°
Yl-0 52.9 114.1+2°¢ 61.2+2°
Dh (O +1) 54.2 95.0+2° 40842 %
Y1 (O +1) 51.9 97.1+7° 452+7"
Dh +YI (O) 48.8 1208+ 1 72.0+1°

Dh +YI (O +1) 49.6 127.5+5¢ 77.9+5"

Nota: Los valores se muestran como media y error estandar. Letras diferentes revelan diferencias significativas (p<0.05) con
respecto del grupo control (camarones no estimulados). Dh= Debaryomyces hansenii, Y= Yarrowia lipolytica, O=via oral, I= via
inmersion.

7.2.2 Expresion de genes asociados a la inmunidad en P. vannamei

No se observaron diferencias significativas de los diferentes tratamientos con respecto al grupo
control para la expresién de Los resultados mostraron que después de nueve dias de
estimulacion, un aumento significativo en la expresién del gen de penaeidina (PEN4) (p<0.05) se
observé en las postlarvas que recibieron por via oral la levadura Y. lipolytica (YI-O) y la mezcla de
levaduras (Y/ + Dh) comparados con el grupo control (Fig. 13). La expresion de lectinas fue
significativamente mds elevada en camarones estimulados oralmente por la administracion
individual de las levaduras Y. lipolytica (Yl) y D. hansenii (Dh) y la mezcla de levaduras (Y/ + Dh)
(Fig. 14). No se observaron diferencias significativas en la expresion de los genes lisozima,

superdxido dismutasa y glutatiéon peroxidasa (Tabla 6).
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Figura 13. Expresion relativa de ARNm del gen de penaeidina en postlarvas de P. vannamei
expuestas a diferentes inmunoestimulantes dietarios. Dh= Debaryomyces hansenii, Y= Yarrowia
lipolytica, O=via oral, I= via inmersion. Los valores se muestran como media * error estandar.
Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.
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Figura 14. Expresion relativa de ARNm del gen de lectinas en postlarvas de P. vannamei
expuestas a diferentes inmunoestimulantes dietarios. Dh= Debaryomyces hansenii, Y= Yarrowia
lipolytica, O=via oral, I= via inmersién. Los valores se muestran como media * error estandar.
Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.



Tabla 6. Niveles de la expresion relativa de genes asociado a la inmunidad de camarones.

Tratamientos Lisozima SOD Catalasa Peroxidasa Significancia
Control 1.0£0.19 0.95+0.1 0.88+0.14 0.81+0.2 NS
Glucanos 12+£0.06  093+0.07 1.04+0.07 0.92+0.13 NS
Dh- O 10£019  096+0.07 1.02+0.07 1.01+0.05 NS
Yl-0 10£0.21  098+0.05 0.87+0.06 1.09+0.09 NS
Dh (O +1) 09+016  094+0.06 0.94+0.03 1.07+0.05 NS
YI (O +1) 08+015 104+0.03 1.02+0.03 1.1+0.12 NS
Dh + YI (O) 11£013 108+0.04 1.09+0.04 0.93+0.15 NS
Dh + YI (O + 1) 11£014  113+0.03 1.13+0.05 1.12+0.10 NS

43

Nota: Los datos mostrados en la tabla se muestran como media # error estandar. NS= diferencias significativas no observadas
con respecto del grupo control (camarones no estimulados). Dh= Debaryomyces hansenii, Y= Yarrowia lipolytica, O=via oral, I=
via inmersion.

7.2.3 La ruta de administracion de los inmunoestimulantes influencia la supervivencia de
postlarvas infectadas con V. parahaemolyticus IPNGS16.
Durante el periodo de inmunoestimulacion no se registré mortalidad en ninguno de los

tratamientos previo al reto de infeccién con V. parahaemolyticus. En general, se observd un
incremento significativo en la supervivencia (1.3 a-2.1 veces) en camarones inmunoestimulados
comparado con el grupo control en el cual la supervivencia de las postlarvas sometidas a un reto
de infeccién con V. parahaemolyticus fue del 43% (Fig. 15). La administraciéon individual
combinada de levaduras por via oral incrementé la supervivencia a un promedio de 67% aunque
la diferencia no fue significativa en comparaciéon con el control. En contraste, la administracion
individual de levaduras por dos vias (oral e inmersidén) incrementd la supervivencia a un
promedio 89% (P<0.05). La mayor supervivencia, con un 93% (P<0.05) fue observada en el
grupo de camarones donde se administré la mezcla de levaduras por via oral e inmersion (Fig.

15). Finalmente, la administracion de glucanos incrementé la supervivencia a un 74% (P<0.05).
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Figura 15. Efecto de la ruta de administracion de inmunoestimulantes en la supervivencia de
postlarvas de P. vannamei retadas con V. parahaemolyticus |IPNGS16. Dh= Debaryomyces
hansenii, YI= Yarrowia lipolytica, O=via oral, I= via inmersion. Los valores se muestran como
media * error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos.

7.3 La aplicacion de frecuencias de administracion de inmunoestimulantes afecté la
supervivencia ante una infeccion con V. parahaemolyticus.
La combinacién de levaduras suplementadas en el alimento y en el agua administradas

diariamente por nueve dias, incrementé la supervivencia a un 87% en postlarvas de P. vannamej
en un reto de infeccidon con V. parahaemolyticus IPNGS16, comparado con el grupo control que
sélo presentd un supervivencia de 53% ante el reto de infeccion con V. parahaemolyticus (Fig.
16). Diferencias significativas (p<0.05) fueron observadas entre los tratamientos

correspondientes a la frecuencia de administracion diaria (F1) y cada tres dias (F3) con respecto

del grupo control.
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Figura 16. Supervivencia posterior al reto de infeccién con V. parahaemolyticus IPNGS16 en
postlarvas de P. vannamei después de aplicar diferentes frecuencias con una mezcla de
levaduras por dos vias de administracién (oral e inmersidn). F1= alimentados diariamente, F2=
alimentados cada dos dias y F3 alimentados cada tres dias. Los valores se muestran como media

t error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos.

7.4 Duracion del efecto protector de levaduras en camarén contra una infeccion con V.
parahaemolyticus.

Una pérdida progresiva de la resistencia a enfermedades con respecto del periodo entre la
finalizacidon del tratamiento y el reto fue observada en camarones estimulados por via oral e
inmersidn con una mezcla de levaduras (Y/ + Dh), con una disminucién del 91 al 77% en
postlarvas retadas uno o siete dias posteriores al periodo de estimulacién con levaduras,
respectivamente. Sin embargo, la supervivencia en todos los casos fue significativamente

(P<0.05) mayor comparado con la del grupo control que sélo fue del55% (Fig. 17).
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Figura 17. Duracién del efecto protector de levaduras administradas en postlarvas de P.
vannameij retadas con V. parahaemolyticus IPNGS16. Los valores son expresados como media +
error estandar. * indica diferencias significativas (p<0.05), ** indican diferencias altamente

significativas (p<0.01).
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8. DISCUSION

La administracién de inmunoestimulantes para potenciar la respuesta inmune innata y la
proteccion contra enfermedades infecciosas es uno de los objetivos buscados en acuicultura
(Nayak et al., 2010; Sivagnanavelmurugan et al., 2014; Soowannayan et al., 2019). Entre los
microrganismos, algunas levaduras han demostrado tener efectos inmunoestimulatorios en
crustaceos (Burgents et al., 2004; Babu et al., 2013; Nimrat et al., 2011), los cuales se ha
relacionado al contenido de glucanos localizados en la pared celular (Ringg et al., 2012). Las
levaduras incrementan la respuesta inmune principalmente debido a la interaccion entre los
componentes de la pared célula (glucanos) y la inmunocompetencia de las células a través del
reconocimiento mediante patrones moleculares asociados a los microrganismos (MAMPs)
(Silveira et al., 2018). Ademads, las levaduras producen diversas moléculas, como son los
aminodacidos, enzimas, vitaminas, lipidos y nucleétidos, los cuales, en conjunto con los glucanos,
ejercen efectos inmunoestimulatorios (Hassan, 2011). Adicionalmente, la administracién de
probidticos vivos promueven la salud en el hospedero, incrementan la proteccién contra
agentes patdgenos, mejoran los parametros de calidad del medio de cultivo y aumentan el uso

de nutrientes (Nimrat et al., 2011).

La administracion de levaduras muertas (principalmente por calor) conserva el contenido de
glucanos y algunos metabolitos, sin embargo, carecen de actividad probidtica (Shurson, 2018).
En camarones peneidos, diversos reportes han demostrado los efectos de la de la
administracion oral de levaduras y glucanos, destacando un incremento en la respuesta
humoral (produccién de péptidos antimicrobianos, lisozima y lectinas) y celular (actividad
fagocitica, estallido respiratorio. y nimero de hemocitos) (Sajeevan et al., 2009; Babu et al.,
2013; Campa-Cérdova et al., 2002; Suphantharika et al., 2003; Rodriguez et al., 2007; Wilson et
al., 2015; Miandare et al., 2017).

8.1 Efecto inmunoestimulante de la levadura Y. lipolytica en P. vannamei

La actividad bactericida en hemolinfa es considerada un parametro de la defensa inmune contra
patégenos, la cual es atribuida a componentes antimicrobianos, incluyendo péptidos
antimicrobianos y lisozimas, entre otros, los cuales pueden ser incrementados por la accién de
inmunoestimulantes (Jgrgensen et al., 1993; Sritunyalucksana et al., 1999; Haug et al., 2002;

Ang y Lal, 2019; Kizheva et al., 2019). En el presente trabajo, la accién bactericida contra V.



48

parahaemolyticus en el lisado de hemocitos de camarones inmunoestimulados fue mas alto (21-
44%) que en camarones no estimulados del grupo control; la mayor actividad bactericida se
observé en los grupos Y/-6 y Sc-B en la semana uno, seguido por glucanos comerciales en la
semana dos, y por el grupo YI-N6 en la semana tres. De manera similar, Sritunyalucksana et al.
(2005), reportaron una disminucién en el del nUmero de bacterias (V. harveyi) en la hemolinfa
de juveniles de P. monodon estimulados con el 2-4% de un extracto de la levadura S. cerevisiae
administrado por via de inyeccién. Contrariamente, Li et al. (2009), no observaron diferencias
significativas en la actividad bactericida contra V. harveyi en L. vannamei estimulados con el 2 y
5% de la levadura S. cerevisiae durante 10 semanas. De manera similar, Scholz et al. (1999),
evaluaron la suplementacién dietaria del 1% de las levaduras S. cerevisiae y Phaffia rhodozyma
en el alimento por 7 semanas, sin encontrar diferencias significativas en la eliminacién de V.
harveyi en la hemolinfa de P. vannamei. Por otra parte, se ha reportado que la administracion
dietaria de glucanos en el camardn P. vannamei incrementa la respuesta bactericida contra
Vibrio harveyi y resistencia a infeccion con V. parahaemolyticus (Scholz et al., 1999; Burgents et
al., 2004). Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran la capacidad de Y.
lipolytica para eliminar patégenos, incrementando la actividad de diversos pardmetros inmunes,
asi como la actividad bactericida en la hemolinfa, lo cual demuestra el potencial de esta

levadura en la proteccion contra bacterias patégenas.

Los hemocitos desempefian funciones inmunes, como son la eliminacién de patdgenos por via
de la fagocitosis, encapsulamiento, produccién de péptidos antimicrobianos, lisozimas y la
activacion de la cascada de profenoloxidasa (Jiravanichpaisal et al., 2007; Tassanakajon et al.,
2018). Por lo tanto, el conteo total de hemocitos ha sido considerado con un indicador confiable
del estado inmunoldgico en crustaceos (Ji et al., 2009). En este estudio, P. vannamei mostré un
incremento en el CTH cuando se administraron inmunoestimulantes en el alimento,
principalmente la cepa N6 de la levadura Y. lipolytica (YI-N6). En este sentido, Sarlin y Philip
(2011), encontraron un alto CTH en Fenneropenaeus indicus alimentado con las levaduras D.
hansenii y Candida tropicalis; resultados similares fueron reportados por Bubu et al. (2013), en
Penaeus monodon alimentado con la levadura Candida aquaetoxtoris. De manera similar, un
incremento en el CTH en camarones ha sido asociado con la administracién de glucanos

(Sajeevan et al., 2009; Bai et al., 2014; Wongsasak et al., 2015). No obstante, mayores efectos
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inmunoestimulatorios han sido reportados con la administracidn dietaria de levaduras vivas en
comparacion del uso de glucanos purificados, lo cual concuerda con el estudio realizado por
Sajeevan et al. (2009) y Sajeevan et al. (2006), sefialan que los efectos inmunoestimuladores de
la levadura Candida sake (cepa S165) puede ser atribuida no sélo a la concentracién de
glucanos, sino también al contenido de nucledtidos, como son los oligonucledtidos (CpG), asi

como diversos componentes celulares presentes en las levaduras (Chuo et al., 2005).

Las lisozimas son proteinas bacterioliticas que desempefian una funcion en la respuesta inmune
no especifica contra la invasién de bacterias patdgenas. Estas enzimas hidrolizan los
componentes estructurales como la pared celular de bacterias, principalmente enlaces
glucosidicos B-1-4 de peptidoglicanos (Hikima et al., 2003; Aguirre-Guzman et al., 2009; Qiao et
al., 2013). En este estudio, la actividad de lisozimas incrementd en la hemolinfa de camarones
estimulados. Principalmente en aquellos alimentados con laminarina (grupo Lm-B) después de
una semana de administracion. Otros estudios en camarones alimentados con la levadura S.
cerevisiae, laminarina y glucanos presentaron un aumento en la actividad de lisozima (Biswas et
al., 2012; Bai et al., 2014; Yao et al., 2008; Zhao et al., 2012); contrariamente, Wongsasak et al.
(2015) no encontraron diferencias significativas en la actividad de lisozima en P. vannamei

estimulados mediante la administracion dietaria de glucanos.

La fagocitosis es un mecanismo relacionado con la liberacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), las cuales pueden causar dafio celular (Aguirre-Guzman et al., 2009). En consecuencia,
los crustaceos producen enzimas antioxidantes para prevenir y reparar daifos causados por ROS
(Zelick et al., 2005; Fridovich, 1995). La enzima SOD cataliza la dismutacién del anidén superdxido
en compuestos menos reactivos como son oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno
(Fridovich, 1995; Campa-Cdrdova et al., 2002). En el presente estudio se observé un incremento
significativo en la actividad de SOD en la hemolinfa de camarones estimulados, encontrando la
mayor actividad de SOD en el grupo alimentado con la levadura Y. lipolytica (grupo YI-N6)
durante la primera semana de administracion. Estudios previos demuestran que la inclusion
dietaria de las levaduras (R. paludigenum y S. cerevisiae) en P. vannamei incrementaron la
respuesta antioxidante (Yang et al., 2010; Afsharnasab et al., 2016). Con respecto a la
administracion de B-glucanos de levaduras, camarones de P. vannamei estimulados por via oral

(dieta) o por inmersién, incrementaron la actividad de SOD en el suero (Hassan, 2011; Sajeevan
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et al., 2009). De manera similar, las enzimas catalasa y peroxidasa catalizan la liberacién de
perdxido de hidrégeno. En el presente trabajo de investigacion, la actividad de ambas enzimas
aumentd en camarones alimentados con la levadura Y. lipolytica, principalmente en la primera
semana de administracion. Estos resultados concuerdan con aquellos reportados por Yang et al.
(2010) en el cual camarones de P. vannamei alimentados con la levadura R. paludigenum
incrementd las actividades de catalasa y peroxidasa en suero. De manera similar, Pacheco et al.
(2012) registraron que la administracion oral de la levadura D. hansenii en P. vannamei

incremento la actividad de la enzima catalasa en el suero de camaron.

En el presente estudio los niveles de expresion de los genes profenoloxidasa (proFQ), lisozima
(LYZ) y penaeidina (PEN4) fueron sobre regulados en hemocitos de camardén por efecto de la
administracion de inmunoestimulantes. La activacion del sistema de profenoloxidasa
desempeiia una funcién relevante en la inmunidad innata de crustaceos, especialmente en la
defensa contra patégenos (Cerenius et al., 2008). En el presente estudio, los niveles de
expresion del gen proFO se sobre expresaron en camarones estimulados con la levadura V.
lipolytica. En este sentido, Jin et al. (2018) observaron una disminucidn en la expresién del gen
proFO en el intestino de P. vannamej suplementados con hidrolizados de la levadura S.
cerevisiae. De manera similar, Babu et al. (2013) observaron una disminucidn de la expresion de
proFO en hemolinfa de P. monodon estimulados por via oral con alimentados con un nivel de
inclusidn del 10% de la levadura C. aquatextoris. Este hecho pudiera indicar que un alto nivel de
levadura viva en la dieta puede suprimir la respuesta inmune en camarones. Con respecto al uso
de B-glucanos, en este estudio, una alta expresion del gen de proFO se observéd en camerones
alimentados con laminarina (grupo Lm- B), confirmando que el sistema de profenoloxidasa en
crustdceos puede ser activado por B-glucanos (Cerenius y Séderhall, 2004; Wilson et al., 2015;

Miandare et al., 2017).

Las penaeidinas (PEN) son péptidos antimicrobianos (AMPs) que presentan fuerte actividad
antimicrobiana y son sintetizados en los hemocitos (Destoumieux et al., 2000; Mufoz et al.,
2000; Tassanakajon et al., 2018; Gyan et al., 2020). En el presente estudio se observd una
sobreexpresidon del gen PEN4 en camarones que recibieron dietas con la levadura Y. lipolytica
(cepas N6 y D1). En concordancia con nuestros resultados, Biswas et al. (2012) reportaron que la

expresion del gen de penaeidina fue sobre regulada en el drgano linfoide de M. japonicus
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alimentado con dietas con un nivel de inclusidon del 5% de la levadura S. cerevisiae. En otro
estudio, Babu et al. (2013) encontraron que dos genes de penaeidina (Pen3 y Pen5) fueron
sobre regulados en hemocitos de P. monodon alimentados con el 10% de la levadura C.
aquaetextoris. En contraste, la inclusiéon dietaria de glucanos comerciales (Macrogard®)
disminuyeron los niveles de expresiéon en hemocitos de P. vannamei. Asimismo, | gen PEN3 fue
subexpresado en hemocitos de P. vannamei alimentados con glucanos en un nivel de inclusion
de 0.2 y 1%. Como se reportd previamente, los efectos de los glucanos sobre la expresidn de
genes inmunes en camaron dependen del origen de la levadura y la estructura quimica de sus

glucanos (Wilson et al., 2015).

Las lisozimas exhiben actividad litica contra bacterias patdgenas (Yao et al., 2008; Zhao et al.,
2012). La expresion del gen de lisozima en este estudio fue fuertemente inhibida por la
administracion del 1% de la levadura Y. lipolytica (cepas D1y N6) y glucanos en el alimento. En
comparacion, la expresion de enzimas lisozimales incrementé en M. japonicus, pero no en P.
vannamei cuando ambas especies fueron alimentadas con la levadura S. cerevisiae (Biswas et
al., 2012; Jin et al., 2018). De manera similar, Wang et al. (2008) mostraron que la inclusiéon
dietaria de glucanos sobre reguld la expresidon del gen de lisozima en hemocitos de P. vannamei,
un efecto que posteriormente confirmado en P. vannamei alimentado con glucanos de S.

cerevisiae (Miandare et al., 2017).

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran la habilidad Y. lipolytica para
activar la respuesta inmune innata mediante el incremento de componentes celulares y
humorales en P. vannamei, lo cual revela el potencial de esta levadura marina y de sus -

glucanos para ser empleados como inmunoestimulantes en el cultivo de camaron.

8.2 Experimento Il. Efecto de la ruta de administracion de inmunoestimulantes

8.2.1 Crecimiento

Un incremento en el crecimiento asociado con el uso de inmunoestimulantes es una de las
metas perseguida por investigadores en la agroindustria acuicola (Wang et al., 2017). En este
estudio, una maxima ganancia en peso (1.72 veces) fue registrada en el grupo de postlarvas de
P. vannamei estimuladas con las levaduras Y. lipolytica y D. hansenii por via oral e inmersion.

Yang et al. (2010), administraron una levadura viva R. paludigenum (1 x 10® UFC g*) y seca (1 g
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100 g'l) en la dieta de P. vannamei, mostrando un incremento en peso mds alto en camarones
alimentados con levaduras comparadas con el control. Nimrat et al. (2019) obtuvieron un mayor
peso final y ganancia en peso en juveniles de P. vannamei estimulados por via oral por 90 dias
con una combinacién de las levaduras D. hansenii y Rhodotorula sp. comparado con el grupo
control. En un estudio similar, Apin-Molina et al. (2015) evaluaron la administracién dietaria de
cuatro cepas de bacterias acido lacticas y una cepa de levadura (Candida papsilosis) a una
concentracién de 5 x 10° UFC g'l, encontrando mayor crecimiento en organismos

suplementados con probidticos comparados con camarones del grupo control.

Saccharomyces cerevisiae y Debaryomyces hansenii son consideradas dos de las levaduras mas
estudiadas en organismos marinos, las cuales han demostrado que su administracion puede
incrementar las propiedades antimicrobianas, inmunoestimulantes y probidticas. Sin embargo,
recientemente el uso de la levadura Yarrowia lipolytica ha ganado atencién por sus aplicaciones
como aditivo alimenticio en animales (Hatlen et al., 2012; Berge et al., 2013). Se tiene reporte
que la levadura Y. lipolytica presenta propiedades nutricionales y probidticas, las cuales han sido
descritas en diversos grupos animales como mamiferos, aves, peces, crustaceos y moluscos. De
manera general, animales alimentados con Y. lipolytica incrementaron parametros productivos

e inmunoldgicos, asi como resistencia a enfermedades (Guardiola et al., 2021).

8.2.2 Expresion de genes relacionados con la inmunidad en camarones

En este estudio, la expresiéon de genes relacionados con la inmunidad fue evaluado en
postlarvas de camardn debido al uso de cepas probidticas de levaduras que han sido
ampliamente evaluadas en especies de crustaceos por su habilidad para estimular el sistema
inmune (Sajeevan et al., 2009; Biswas et al., 2012). Sin embargo, la mayor parte de los estudios
han sido realizados en estadios de juveniles y adultos. A la fecha, escasa informacién se
encuentra disponible referente al sistema inmune en etapas larvarias de invertebrados marinos
de interés comercial (Mufioz et al., 2003; Jiravanichpaisal et al., 2007). Uno de los problemas
para estudiar el sistema inmune en estadios larvarios y postlarvarios es la tamafio del cuerpo, lo
gue dificulta obtener una cantidad considerable de tejido (principalmente hemocitos) para el
desarrollo de ensayos inmunoldgicos. Por otra parte, resulta complicado asumir que los
organismos en etapas larvarias exhiban la misma respuesta que organismos en etapa de

juveniles o adultos, o que la expresidn de proteinas asociadas en la respuesta inmune ocurra en
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el mismo grado (Smith et al., 2003). Existen un gran numero de enfermedades que afectan
preferencialmente a larvas y postlarvas, con tasas de mortalidad que pueden alcanzar el 100%
(Martin et al., 2012). Desde un punto de vista inmunoldgico, larvas y postlarvas de camarones
representan casos especiales, y su susceptibilidad puede ser relacionada con su

inmunocompetencia.

Como ya se menciond, los péptidos antimicrobianos (AMPs) forman parte del sistema inmune
innato y desempefiando una funcidn critica en la proteccion de crustdceos contra patdgenos
(Wang et al., 2014), lo cual aplica también a etapas larvarias tal como lo indican los resultados
del presente estudio y de otros trabajos. Asi, la expresion del gen de penaeidina reveld que la
administracién oral de las levaduras Y. lipolytica y D. hansenii incrementaron la expresion de
este péptido antimicrobiano en postlarvas de P. vannamei. En este sentido, un incremento en la
expresion de péptidos antimicrobianos ha sido reportada en camarones estimulados con
levaduras, un ejemplo es el trabajo realizado por Babu et al. (2013) donde se reportd un
aumento de expresion en crustinas (crustin-1, crustin-2 y crustin-3) y penaeidinas (penaeidn-3 y
penaeidin-5) en postlarvas de P. monodon alimentados con dietas suplementadas con 10% de la
levadura Candida aquaetextoris. De manera similar, Jin et al. (2018) reportaron una
sobreexpresion del gen de penaeidina en P. vannamei estimulados por via oral con el 1% de la
levadura S. cerevisiae. Del mismo modo, Miandare et al. (2016) reportaron una mayor expresion
del gen de penaeidina en camarones alimentados con el probiético comercial Primalac® (1g kg
!y comparado con el grupo control. Diversos autores han concluido que la administracion de
mas de una cepa probidtica potencializa la expresidn de péptidos antimicrobianos en camarén

(Antony et al., 2011; Pham et al., 2014).

Las lectinas son moléculas asociadas con la respuesta antimicrobiana en crustaceos. Ademas, las
lectinas realizan funciones de aglutinacion, reconocimiento de carbohidratos especificos de la
superficie de patdgenos y la activacion del sistema del complemento (en vertebrados) (Endo et
al., 2006). En el presente estudio, se observé la mayor expresion de lectinas en los tratamientos
donde se administraron levaduras (individuales o en combinacidn) por via oral a postlarvas con
respecto del control. Ji et al. (2009) evaluaron el nivel de expresidn de lectinas en juveniles de P.
vannamei inyectados via intramuscular con diversos inmunoestimulantes, registrando la mayor

expresion de lectinas en hemocitos de camarones estimulados con laminarina en comparacién
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de otros grupos experimentales y el control. Chai et al. (2016) observaron que la
suplementacién de Bacillus sp. en altas concentraciones (1 x 10’ y 1x 10° UFC ml™), incrementd
los niveles de expresion de lectinas tipo C en hemocitos de P. vannamei. De manera similar,
Miao et al. (2020) reportaron un incremento en la expresion del gen de lectinas en juveniles de
Macrobrachium rosenbergii estimulados con 1 x 10® UFC g'1 de una mezcla de bacterias acido
l[acticas y la levadura S. cerevisiae por 60 dias.

8.2.3 Efecto de la ruta de administracion de inmunoestimulantes en la supervivencia de

postlarvas infectadas con V. parahaemolyticus IPNGS16.
Un incremento en el efecto protector en postlarvas estimuladas con levaduras y glucanos es en

diversas especies de camarones peneidos ha sido previamente demostrado (Scholz et al., 1999;
Burgents et al., 2004; Sarlin y Philip, 2011). En este estudio, la administracién de una mezcla de
levaduras por via oral e inmersién incrementd la supervivencia ante un reto de infeccién con V.
parahaemolyticus IPNGS16. En acuerdo con estos resultados, algunos estudios reportaron que
la combinacién de probidticos ofrece mejores resultados en animales acudticos que cuando se
utiliza una sola especie (Lin et al., 2017). Por ejemplo, Flores-Miranda et al. (2011) reportaron
que la combinacién de cuatro cepas de bacterias acido lacticas (Lta2, Lta6, Lta8 y Ltal0) y una
cepa de levadura (Lt6) en P. vannamei, administradas por via oral incrementan la respuesta
inmune y la supervivencia ante un reto de infeccidn con V. sinaloensis. De manera similar, Wang
et al. (2019) encontraron que multiples cepas de probidticos confieren mayor proteccién que la
administracion de una sola cepa. Los autores también observaron que la administracion oral de
cuatro cepas de bacterias acido lacticas y la levadura S. cerevisiae (1 x 10® UFC kg'l) por 64 dias

incrementa la supervivencia en un reto de infeccion con V. alginolyticus en P. vannamei.

La administracion oral de levaduras ofrece efectos benéficos como son la liberacién de enzimas
digestivas, biosintesis de proteinas, lipidos y acidos nucleicos, produccién de poliaminas,
colonizacion del tracto digestivo e inmunoestimulacién (Burgents et al., 2004; Shurson et al.,
2018). La exclusidn competitiva contra bacterias patégenas es uno de los modos de accion en
probidticos, reemplazando con microorganismos benéficos en el tracto digestivo,
contribuyendo al incremento en pardmetros zootécnicos y supervivencia de los organismos
(Balcazar et al., 2006; Vargas-Albores et al., 2017). Por otra parte, la incorporacion de

microorganismos probidticos, como bacterias y levaduras en el agua de cultivo, promueve la
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inhibicidn de formacion de biofilm de algunos patdgenos debido a la produccion de metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas (Sha et al., 2016). Por lo tanto, la mezcla tanto de
diferentes probidticos como la combinacion de vias de administracidn en el cultivo de camarén
puede ser asociada con un posible efecto sinérgico, incrementando asi la tasa de supervivencia

tal como se observé en el presente estudio.

8.3 Frecuencia de administracion de inmunoestimulantes

Pardmetros relacionados con el uso de inmunoestimulantes, como son la dosis y la frecuencia
de administracion, son aspectos relevantes para lograr una correcta activacion del sistema
inmune (Sajeevan et al., 2006; Jahangiri y Angeles-Esteban, 2018). En este estudio, la
supervivencia al reto infeccioso con V. parahaemolyticus IPNGS16 entre los grupos
experimentales fue afectada por la aplicacion de frecuencias de administracion de
inmunoestimulantes, obteniendo la mayor supervivencia en el grupo de camarones alimentados
diariamente (F1) con las levaduras (Y/ + Dh) por via oral e inmersion. Sajeevan et al. (2009)
encontraron que la administracién de glucanos a diferentes intervalos de alimentacién en
camaron incrementa la respuesta inmune y la supervivencia a un reto viral como WSSV.
Curiosamente, los autores demostraron que la suplementacion del 0.2% de pB-glucanos
administrados cada siete dias durante 21 dias proporciona la mayor supervivencia ante un reto
viral. En otro estudio, Babu et al. (2013) evaluaron la administracién oral del 10% de la levadura
C. aquaetextoris en P. monodon a diferentes frecuencias de administracion, obteniendo la
mayor supervivencia ante una infeccién con WSSV en el grupo de camarones alimentados con
una frecuencia de cada siete dias. De manera similar, Flores-Miranda et al. (2011) evaluaron la
administracion oral de cepas probidticas de bacterias dacido lacticas (BAL) y levaduras,
estableciendo tres diferentes frecuencias de administracién (1,3 y 6 dias) por 21 dias. Estos
autores reportaron un incremento en la supervivencia a un reto de infeccidon con V. sinaloensis
en juveniles de P. vannamei alimentados con la dieta experimental con una frecuencia de cada

tres dias.

Diversos autores han reportado que la continua y prolongada administracién (mayor a 30 dias)
de inmunoestimulantes a través de diversas rutas de estimulacidon proporciona una baja
proteccion contra patégenos (Chang et al., 2000; Sajeevan et al., 2009). En contraste, en este

estudio, la administracion diaria de inmunoestimulantes por un periodo experimental corto (9
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dias) presentd la mayor supervivencia en el reto de infeccidn con V. parahaemolyticus. En
general, para lograr una correcta estimulacién del sistema de defensa y una maxima proteccion
contra patdgenos, es necesario establecer estrategias en el uso de inmunoestimulantes en el
cultivo de camardén, como son la aplicacién de frecuencias de administracion, periodos de
aplicacion cortos, asi como pequefias dosis (Sajeevan et al., 2009; Bai et al., 2010; Meena et al.,
2013; Srivatava y Pandey, 2015). La implementacion de estas acciones en el uso de
inmunoestimulantes permitird evitar problemas de inmunosupresién y fatiga inmunoldgica en
el cultivo de organismos marinos (Sajeevan et al., 2006; Sajeevan et al., 2009).

8.4 La administracion de levaduras confiere una proteccion extensa contra V.

parahaemolyticus
La adicién de levaduras y glucanos en el cultivo incrementa la respuesta del sistema de defensa

en el camardn y la supervivencia a diversos patégenos (Sarlin y Philip, 2011; Bai et al., 2014; Jin
et al., 2018). Sin embargo, la mayoria de los estudios en los que se han realizado retos de
infeccidn tienen una duracién maxima de 72 h, dificultando el establecer el mdximo tiempo de
proteccion conseguido posterior a la aplicacidon de un inmunoestimulante. El resultado obtenido
en este estudio revela una pérdida gradual en el efecto protector en postlarvas con respecto del
tiempo, obteniendo una maxima proteccién (77%) a los siete dias posteriores a la estimulacién
con una mezcla de levaduras (Y/ + Dh) administradas por via oral y por inmersién. De manera
similar, Pooljun et al. (2020) evaluaron en P. vannamei la administracion oral de una mezcla de
la bacteria (L. acidophilus) y una levadura (S. cerevisiae), encontrando una alta supervivencia en
un reto de infeccidn con V. parahaemolyticus. Los autores reportaron que el efecto protector de
la mezcla de cepas probidticas fue evaluado diez dias posteriores a la estimulacién, con una
supervivencia mayor al 90%. Estudios similares realizados en P. vannamei indican que la
administracion oral de bacterias probidticas incrementa la supervivencia a infecciones con
Vibrio. En este sentido, Zokaeifar et al. (2014) reportaron que la estimulacién con el probidtico
Bacillus subtilis administrado por via de inmersidon incrementa la supervivencia en camarones
retados con V. harveyi, con una proteccion del 63% hasta un periodo de diez dias posteriores a

la aplicacién del probidtico.
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9. CONCLUSIONES

La administracion oral del 1.1% de la levadura Y. lipolytica (cepas N6 y D1) demostrd
tener efectos inmunoestimuladores incrementando efectores humorales y celulares, asi
como la expresién de genes clave en la respuesta inmune en juveniles de P. vannamei.

La suplementacién de la mezcla de levaduras (Y. lipolytica y D. hansenii) en postlarvas de
camaron incremento significativamente la ganancia en peso, respuesta inmune a través
de la regulacion de genes clave y la supervivencia a una infeccion con V.
parahaemolyticus IPNGS16.

La via mas eficiente para estimular la respuesta inmune en camardn es a través de la via
oral; sin embargo, la mayor proteccién contra V. parahaemolyticus se logré mediante la
administracién conjunta de levaduras por via oral e inmersién.

La suplementacion diaria de levaduras por un periodo de tiempo corto confiere maxima
supervivencia contra V. parahaemolyticus.

La duracién del efecto protector de levaduras en P. vannamei infectados con V.

parahaemolyticus IPNG16 fue de siete dias posteriores a la estimulacion.
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