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RESUMEN.

Se realizd un estudio donde se midi6 el efecto de la modulacion
inmunoldgica, en la concentracion de hemocitos del camardn Litopenaeus vannamei
La experimentacion se desarrolld por un periodo diez semanas. Los tratamientos
utilizados consistieron en dosis de 2g, 49 y 6g de inmunomodulador por kilogramo
de alimento balanceado, ademas del control sin inmunomodulador. Se alimentd
diariamente a los camarones, regulando la cantidad mediante el uso de comederos de

control.

Semanalmente, desde las cuarta hasta la decimotercera semana, se determino
el nimero total de hemocitos. Adicionalmente se llevaron registros semanales de
peso promedio y porcentaje de camarones aparentemente enfermos. Al final de la
prueba se determind la biomasa, peso promedio final, supervivencia y factor de

conversion alimentaria para cada unidad experimental.

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la concentracion de
hemocitos entre el tratamiento de 6g/kg y el control, pero no entre este y los otros
tratamientos, ni entre estos Ultimos y el control. Se detectd un efecto altamente
significativo (p< 0.01) de la semana de muestreo, el cual aparentemente estaba
relacionado a factores ambientales. No se encontrd diferencias significativas
(p=0.05) entre las piscinas alimentadas con el inmunomodulador y las de control,
para: biomasa, peso promedio final, supervivencia, ni factor de conversion

alimentaria.

Palabras claves: Inmunomodulador; camarén.



ABSTRACT.

A study was performed which measured the effect of immune modulation in
hemocytes concentration for Litopenaeus vannamei . The experiment was carried out
for a period of ten weeks. The treatments consisted in doses of 2g, 4g and 6g of
inmunomodulador per kilogram feed, as well as control without inmunomodulador.

Shrimp was fed daily, regulating the amount using control feeders.

Every week, from the fourth to the thirteenth week, the total number of
hemocytes was determined. Additionally, weekly average weight and percentage of
apparently sick shrimp where recorded. At the end of the test; biomass, final mean
weight, survival and feed conversion ratio where determined for each experimental

unit.

Significant differences (p <0.05) where found in the concentration of
hemocytes between the 6g/kg treatment, and the control, but not between this and the
other treatments, or between the later and control. A highly significant effect (p<
0.01) was detected for sampling week, which apparently was related to
environmental factors. No significant difference (p= 0.05) between the control and
inmunomodulador ponds was found for: biomass, final mean weight, survival, and

feed conversion.

Keywords: inmunomodulador; shrimp.
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1. INTRODUCCION.

Las infecciones virales son comunes entre los invertebrados; sin embargo, se
conoce poco acerca de la habilidad de estos organismos para controlarlas, lo cual se
basa en el hecho de que carecen de defensas antivirales basadas en una inmunidad
especifica (Kurosky et al., 2000).

El sistema inmune del camarén es el encargado, a través de los hemocitos, de
mantener la buena salud del animal, ya que tiene la capacidad de reconocer y
neutralizar moléculas nocivas que pueden venir del ambiente o de otras fuentes; es
precisamente por eso que el presente trabajo se enfoca en la modulacién del sistema
inmunoldgico mediante compuestos extraidos de las paredes celulares de bacterias
Gram -, Gram +, hongos y levaduras. Dichos compuestos son lipopolisacaridos,
péptidoglicanos y los glucanos; que funcionan como antigenos para la expresion de
los hemocitos.

Los hemocitos son las células que intervienen directamente en la respuesta
del sistema inmune del camardn. Actualmente se realizan investigaciones para
evaluar y mejorar el estado inmune de los camarones, asi como para establecer
estrategias que permitan el control de los virus en la acuicultura (Bachere, 2000). El
uso de técnicas de diagndstico simples y muy sensibles, altas temperaturas en los
cultivos y la inmunoestimulacién son algunas de las estrategias que pueden ser
utilizadas en las granjas para prevenir las infecciones virales.

Desde el inicio de la actividad camaronera en el Ecuador, el sector ha ido
evolucionando de diferentes maneras, una de ella es la técnica de cultivo la cual se ha
visto influenciada por muchos factores; entre estos los ambientales.

La acuicultura en nuestro pais se ha desarrollado durante muchos afios sin un
correcto control; razén por la cual la aplicaciébn de productos fue de forma
desmedida, causando un gran impacto ambiental a nivel de los ecosistemas y
provocando la aparicion de enfermedades.

A inicios de la década de 1990; ya habia problemas con parasitos, virus y
bacterias intra y extra celulares. Por esta razon, se implementaron laboratorios de
patologia para la deteccidn de estas enfermedades. A finales de la década, el sector
fue mermado de manera considerable por una de las enfermedades virales mas letales
hasta la fecha: el sindrome de la Mancha Blanca o White Spot (WSSV).
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A pesar de que se conoce bastante acerca de las condiciones Optimas de
cultivo y de los requerimientos nutricionales de los Peneidos, las enfermedades
siguen causando estragos en los camarones de las piscinas. Esto se agrava debido a
que las granjas camaroneras no cuentan con una herramienta fécil y répida, que se la
pueda aplicar in situ, y que permita conocer si un camarén se encuentra debidamente
protegido contra cualquier enfermedad que se presente.

El alcance de este trabajo es proporcionar a los piscicultores una herramienta
que les permita conocer el grado de proteccién que tienen los animales en los
sistemas de cultivo, y de esa manera poder enfrentar de una manera mas eficiente el
posible evento de mortalidad a causa de enfermedades virales y bacterianas.

A través de este trabajo se conocera si la modulacion inmunolégica en los

camarones aumenta la supervivencia de Litopenaeus vannamei cultivados en piscina.

1.1. Justificacion.

El estudio del sistema inmune del camardn es una herramienta util para el
disefio de estrategias que permitan mejorar la respuesta de defensa de este hacia
patdgenos potenciales.

Las investigaciones que se desarrollan en torno al conocimiento del sistema
inmune de camar6n estan motivadas por el interés de mejorar el crecimiento,
supervivencia y control sobre las enfermedades que afectan a este organismo; siendo
estos componentes de gran relevancia en la produccion en los sistemas de cultivo
comercial del crustaceo.

Este tema surge por la razén de que los inmunoestimulantes han sido bien
documentados en condiciones controladas de experimentacion. No obstante a nivel
de préacticas de campo se observan los verdaderos problemas de crecimiento, sin
observarse en muchos casos el verdadero efecto de proteccién que se busca al

emplear inmunomoduladores en la cria del camardn blanco Litopenaeus vannamei

1.2. Hipotesis.
Los camarones cultivados con la aplicacién del inmunomodulador en el balanceado
presentan una mayor concentracion de hemocitos, lo que influencia en una mejor

respuesta inmunologica, y supervivencia.



1.3. Objetivo general.
Determinar el efecto de la modulacion inmunoldgica en la respuesta inmune

de los camarones Litopenaeus vannamei cultivados en piscinas.

1.3.1. Objetivos especificos.

A. Evaluar la respuesta inmune del camaron al aplicar un inmunomodulador en el
alimento balanceado.

B. Determinar el efecto que produce la aplicacion del inmunomodulador sobre la
salud del camaron.

C. Proporcionar un método que le permitira al acuicultor monitorear (in vivo) el
estado inmunoldgico del camardn en la finca y que de esta manera mejorar el
estado inmunologico de los camarones que se reflejaria en mejores
supervivencias.



2. REVISION DE LITERATURA.

La experiencia ha ensefiado que en los sistemas de cultivo de camaron se
producen infecciones de diversos tipos y por diferentes factores, incluso ambientales.
El sistema inmunologico del camardn es no especifico, sin capacidad de memoria
(Rendon y Balcéazar, 2003).

Los mecanismos de defensa de los crustaceos incluyen dos componentes:
barreras fisicas pasivas y una respuesta activa contra organismos invasores. En los
camarones, las barreras fisicas pasivas estan representadas por el rigido exoesqueleto
y la membrana peritréfica, mientras que la respuesta inmune activa implica un rapido
cambio en el nimero de células circulatorias de la hemolinfa (hemocitos) y la sintesis
de nuevas proteinas en la hemolinfa (Pascual C, 2007).

El conocimiento de las condiciones de inmunidad y fisioldgicas de los
camarones es una informacién importante para el manejo de la acuicultura. Es bien
conocido que ante la presencia de infecciones y o cuerpos extrafios en el organismo
se produce una explosion de hemocitos, que son parte del mecanismo de defensa del
camardn y que van a ayudar a contrarrestar los patdégenos.

La funcion del sistema inmune es mantener la individualidad bioldgica; por
ello, su principal actividad es diferenciar y eliminar todo material extrafio de sus
tejidos (Vargas y cols., 1996).

El sistema inmune de los invertebrados se diferencia del sistema inmune de
los vertebrados, principalmente por la ausencia de moléculas del tipo
inmunoglobulina y células linfoides. El sistema de defensa de los crustaceos esta
basado en efectores celulares y humorales, los cuales se conjugan para eliminar
microorganismos potencialmente infecciosos. Los hemocitos son cruciales en estas
reacciones inmunitarias siendo capaces de fagocitosis, encapsulacién, formacion de
nodulos y de citotoxicidad (Soderhdll & Cerenius., 1992). Ellos constituyen la
fraccion celular de la hemolinfa.

En los crustaceos la circulacion es abierta y la hemolinfa es un analogo de la
sangre y la linfa de los vertebrados. Esta bafia los tejidos, denominandose hemocele a
los sitios donde ella circula. La hemolinfa presenta un color azul verdoso a causa de
la hemocianina (proteina respiratoria, abundante en la hemolinfa de todos los

Peneidos).



2.1. Tipos de hemocitos.

Bésicamente se han descrito tres tipos de hemocitos:
e Hemocitos hialinos (sin granulos).

e Hemocitos semigranulosos (con granulos).

e Hemocitos granulosos (con abundantes granulos).

Los hemocitos hialinos (Figura 1a), son de citoplasma delgado, con un nucleo
central. Se adhieren y extienden con facilidad, no contienen granulos pero tienen
inclusiones citoplasmaticas. Tienen la capacidad de fagocitar, e intervienen en la
coagulacién. No son refringentes al microscopio de contraste de fases.

Los hemocitos semigranulosos (Figura 1b), tienen granulos pequefios, de
forma redondeada con ndcleo redondo o en forma de herradura. Intervienen en la
fagocitosis, encapsulacion y en la liberacién del sistema profenoloxidasa (proPO);
ademas, sintetizan y liberan las peneidinas y pectidos antimicrobianos.

Los hemocitos granulosos (Figura 1c), son células grandes, con nucleo
excéntrico y tienen inclusiones citoplasmaticas. Almacenan las enzimas que
constituyen el sistema proPO a un nivel més alto que los semigranulosos. Al igual
que los hemocitos semigranulosos sintetizan y almacenan las peneidinas, intervienen
en la encapsulacion. Tienen mucha refringencia cuando se observa al microscopio de
contraste de fases (Pascual C et al, 2007; Ruiz-Uribe et al.2007 y Rodriguez et al.,
1995).

Figura 1. Clasificacion de Hemocitos.
(A) Hialinos, (B) Semi-granulares, (C) Granulares (Fotos modificadas de Giulianini et al., 2007)
(Boletin Cientifico de Nicovita, 2007).



En la figura 2 se puede apreciar un esquema de los mecanismos de accion de
los hemocitos.

Inmunidad Innata
{Natural o No-especifica)

Componentes Componentas
Celulares Humarales

.- = Proteinas anticoagulantes
- Fagocitosis £
.. = Aglutininas
= Encapsulacidn

. : = Enzima fenoloxidasa
= Formacidn de nddulos

= Péptidas antimicrabianos

= Radicales libres

Figura 2. Mecanismos de accion de los hemocitos.
Componentes celulares y humorales del sistema inmune de Crustaceos. (Nicovita, 2007).

La fagocitosis (Figura 3a), es la reaccion mas comdn de los mecanismos
celulares de defensa en crustaceos. Es el proceso por medio del cual las células
(hemocitos) ingieren y destruyen los patdgenos invasores, particulas extrafias o
células modificadas (envejecidas) del mismo organismo.

La encapsulacion (Figura 3b) y la formacién de ndédulos (Figura 3c), son
procesos en los cuales varios hemocitos colaboran entre ellos para detener la accion
de organismos invasores; cuando el hospedero es invadido por particulas de tamafio
muy grande, 0 por un gran nimero de particulas muy pequefias respectivamente. De
esta forma son ingeridas y destruidas por las células individualmente (Soderhall y
Cerenius., 1992 citado por Martinez, 2000).



Figura 3. Procesos celulares de defensa:
(A) Fagocitosis, (B) Encapsulacion y (C) Formacién de Noédulos. En color verde estan representados
los hemocitos y en rojo los organismos invasores.

El sistema fenol oxidasa (proPO), al ser activado, se manifiesta por una serie
de reacciones enzimaticas en cascada (Vazquez & cols., 1998 citado por Renddn &
Balcazar). El sistema proPO de los camarones se encuentra en el interior de los
granulos de los hemocitos granulosos y semigranulosos, y puede ser liberado por
estimulacion de peptidoglucanos, B-glucanos o lipopolisacaridos. Una vez liberado el
contenido granular por degranulacion, el proPO es activado en fenol oxidasa (PO).
La enzima activadora es una serina-proteasa de tipo tripsina llamada Profenoloxidasa
Activating Protein (ppA) (Vargas & Yepiz; 1998 citado por Rend6n & Balcazar).

Esta Gltima es responsable de la oxidacion de fenoles en quinones los cuales
se polimerizan en melanina. La melanina es un pigmento pardo-negro al cual, se le
adjudican diversas propiedades bioldgicas tal como la inhibicién de la actividad de
enzimas bacterianas y fungicas (Smith & Soéderhéll, 1983 citado por Rendon &
Balcazar).

Los péptidos antimicrobianos, son proteinas que presentan actividades
antibacterianas (sobre bacterias Gram positivas) y antifungales. Muchos estudios han
investigado la caracterizacion de peptidos antimicrobianos, que matan o inhiben el
crecimiento de microorganismos (Destoumieux, & Cols. 2000 citados por Rendon &
Balcazar). Estos autores demostraron que las peneidinas son mayormente
sintetizadas en los hemocitos, donde ellas son continuamente procesadas Yy

almacenadas; y en tal caso almacenadas dentro de los granulos citoplasmaticos.



Segln (Bachere-, et al.2002), el conteo de hemocitos permite analizar los
efectos de factores de medio ambiente o condiciones alimentarias que pueden inducir
al stress o a deficiencias metabdlicas (Bachere., et al 2002 citado por Marrero, et al).

Por otra parte; Owen & O’Neill (1997) demostraron que el conteo de
hemocitos totales no esta influenciado por la edad, el peso, longitud del caparazén o
fuente poblacional (Owen & O’Neill 1997. citado por Marrero., et al).

El incremento de los hemocitos hialinos podria ser explicado por seleccion
natural: sobreviven los animales con alta capacidad de proliferacion. Al ser los
hemocitos hialinos células jovenes y poco diferenciadas podrian considerarse como
indicadores de proliferacion. Adicionalmente se ha reportado que estos hemocitos no
serian infectados por WSSV (Rodriguez. J, et al 1995).

La infeccion por WSSV estimula la presencia de tres poblaciones
hemocitarias, sugiriendo en el camaron la capacidad de reconocer como no propio a
este virus. Los hemocitos hialinos y el superoxido mantuvieron una relacion inversa
con el grado de infeccion de WSSV. La carga viral esta directamente correlacionada
con la presencia de hemocitos anémalos, los mismos que son generados por las
subpoblaciones de hemocitos granulosos y hemocitos hialinos. No se observé
replicacion viral en los hemocitos debido a que las anomalias son producto de la
activacion y el desgaste celular en el proceso de defensa (Montesdeoca. B, 2001).

Se ha reportado que la variacion de la formula hemocitaria se produce a las
24 horas de la exposicion del individuo al patégeno, pero también depende del tipo
de infeccidn presente (Maldonado M, 2003).

En pruebas de laboratorio se demostr6 que el sistema inmunoldgico puede ser
estimulado con la aplicacion de bacterias prebidticas del tipo vibrios y bacilos
(Gullian M & Rodriguez. J., 2002). Espinoza demostr6 que los hemocitos
aumentaban en numero frente a una infeccion en camarones inmunoestimulados con
probidticos y betaglucanos mientras que los que no fueron estimulados disminuyo
(Espinoza. Y, 2003).

Los crustaceos no poseen un sistema inmunitario especifico ni con capacidad
de memoria (Berger, 2000), lo que impide la utilizacion de vacunas. En la respuesta
inmune de los crustaceos se distinguen los efectores celulares y humorales que

actan en conjunto para eliminar los agentes extrafos.
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El empleo de estimulantes del sistema inmune, como agentes preventivos,
viene siendo materia de investigacion a fin de determinar con precisién sus
mecanismos de accion y cuantificar su efecto en cultivos comerciales de camaron. La
estimulacion se provoca al nivel de los efectores humorales y no especificos. La
inmunoestimulacion se proyecta como una alternativa de prevencion a los agentes
virales, ya que existen evidencias publicadas que sefialan el efecto protector de los f-
glucanos y péptidoglicanos contra el WSSV. (Berger, 2000),

Segun Bachere (2002), la respuesta inmune de los crustaceos puede ser divida
en varias fases:

1. Etapa inmediata e inducible correspondiente al reconocimiento de lo no propio.
Los crustaceos no poseen un sistema inmunitario adaptativo pero se ha
demostrado que algunos factores presentes en la hemolinfa poseen una alta
especificidad de reconocimiento (Destoumieux et al., 1997; Vézquez et al.,
1998).

2. Etapa de defensa celular y sintesis de efectores. Los hemocitos llevan a cabo la
respuesta inmunitaria de manera inespecifica. También estan involucrados en la
coagulacion de la hemolinfa (Soderhall & Cerenius, 1992; Vazquez et al., 1998),
asi como en sintetizar y almacenar moléculas con accion antimicrobiana
(Destoumieux .et al., 1997). Respecto a las infecciones virales de peneidos se han
reportado las siguientes respuestas celulares:

a. Endocitosis, considerada la primera linea de defensa.

b. Encapsulacion.

c. Melanizacion.

d. Nodulacion.

e. Formacion de esferoides del 6rgano linfoide.

3. Etapa humoral y de recuperacién celular: Se ha reportado que los hemocitos
liberan su contenido por exocitosis incluyendo factores para la coagulacion de la
hemolinfa, sistema proPO (Soderhall & Cerenius, 1998) o péptidos
antimicrobianos como las peneidinas (Destoumieux et al., 1997), caracterizadas
en Litopenaeus vannamei; las cuales son activas contra hongos y bacterias Gram
(+) (Wang et al., 1999) y ademas actian como opsoninas contra bacterias Gram
(-) seguin Mufoz. M., et al. (2002).



Los hemocitos circulan en el hemocele y también son capaces de migrar a los
tejidos (Hasson et al., 1999a; Montesdeoca et al., 2002 y Mufioz et al., 2002).

Los sistemas inmunes se han desarrollado para proteger a los organismos
multicelulares de la invasion de particulas extrafias. Durante la evolucion se han
desarrollado dos tipos de sistemas inmunes para detectar dichas sustancias; el sistema
innato (natural) y el adaptativo (adquirido) (Lee & Sdderhéll., 2002). Los crustaceos
no pueden producir inmunoglobulinas, células receptoras T, ni células de memoria T
(Thoérngvist & Soderhall, 1997; Arala-Chavez & Sequeira, 2000); por ende no tienen
memoria inmune. Poseen un sistema inmune innato rapido y eficiente para reconocer
y destruir material no especifico, incluyendo patdégenos (Van de Braak et al., 1996).

Los crustaceos poseen proteinas con funcién de comunicacién o adhesion
celular, capaces de reconocer carbohidratos como los lipopolisacaridos (componentes
de la pared celular de microorganismos). Un ejemplo es la peroxinectina que puede
actuar como aglutinina u opsonina (Van de Braak et al., 1996), la que se encuentra
asociada al sistema profenoloxidasa (proPO) y cumple una doble funcién: adhesion
celular durante los procesos de fagocitosis, nodulacion y/6 encapsulacion y actividad
peroxidasa. Estas proteinas se sintetizan en los hemocitos, se almacenan en los
granulos secretores en forma inactiva y se liberan en respuesta a un estimulo (Van de
Braak, 2002).

También se han encontrado proteinas con actividad antimicrobiana como las
peneidinas, aisladas originalmente en Litopenaeus vannamei, las que estan
constituidas por tres miembros principales Peneidinas 1,2 y 3 (5,48 — 6,62 kDa).
Estas se expresan constitutivamente en los hemocitos, encontrandose los péptidos
maduros en los granulos citoplasmaticos de hemocitos granulares (Destoumieux et
al., 2000). La tasa de produccion de peneidinas puede incrementarse bajo desafios
microbianos (Mufioz. M et al., 2002).

Otras proteinas que presentan actividad antimicrobiana son: la hemocianina,
que es un pigmento respiratorio y representa entre el 60% al 93% del total de la
proteina en la hemolinfa de Peneidos (Cheng et al., 2002); y la callinectina, una
proteina aislada del cangrejo Callinectes sapidus, la cual presenta una estructura

similar a las peneidinas.
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Los niveles de respuesta inmune varian entre las diferentes especies de
crustaceos por lo cual se considera que ciertos factores tanto ambientales como
fisiolégicos contribuyen de manera importante en la inmunidad de estas especies
(Vésquez et al., 1998). Estos factores son: condiciones de estrés (Jussila et al., 2001),
aclimatacion (Lignot et al., 2000; Sanchez et al., 2001; Lemaire et al., 2002),
condiciones ambientales y sustancias toxicas o contaminantes (Lee et al., 1999;
Celso, 2000; Chen & Chen, 2000; Le Moullac & Haffner, 2000), estadio de desarrollo
y cercania a la etapa de ecdisis (Vasquez et al., 1998; Okumura & Katsumi, 2000).

Los estudios para evaluar los pardmetros celulares y humorales como
indicadores de la condicion del camaron se llevan a cabo con la intencion de
desarrollar criterios para inspeccionar la sanidad y realizar programas de seleccion
para camarones con alta resistencia a patégenos (Gullian, 2001).

Varios procedimientos cuantitativos han sido adaptados para evaluar la
expresion de la respuesta inmune de los peneidos. Un primer paso es la medicion in
vitro de los parametros inmunitarios tales como:

e Hemogramas, consistentes en el conteo del nimero total de hemocitos (NHT)
(Perazzolo et al., 2002) y conteo diferencial de los tipos de hemocitos.

e Cuantificacion de la actividad fenol oxidasa (PO) (Sritunyalucksana & Soderhaéll,
2000).

e Medicion de intermediarios reactivos de oxigeno (ROIs) (Mufioz .M, et al.,

2000), con especial énfasis en la produccién del anién super 6xido (OZ_)

(Anderson et al., 1992).
e Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma (AA) (Alabi et al.,
2000).
e Cuantificacion de la concentracion de proteina plasmatica (PP) (Rodriguez & Le
Moullac, 2000).
Entre los principales factores que provocan las mortalidades de camarones en
los cultivos estan citadas las enfermedades virales; a ello se une un deficiente manejo
de los factores ambientales en las piscinas tales como el suelo y la calidad de agua.

Alta incidencia de virus ha sido detectado en areas donde los desechos quimicos y
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bioldgicos son recirculados desde una granja a otra con lo cual se incrementa el
grado de contaminacion (Kautsky et al., 2000).

Muchos mecanismos de defensa celular en los crustaceos dependen de la
produccién controlada de radicales libres durante la fagocitosis (Mufioz et al. 2000;
Rodriguez y Le Moullac, 2000). No obstante, la produccion sin control puede
ocasionar que estos radicales libres, tales como el anion superoxido (Oy), fuguen
desde rutas metabolicas especificas conduciendo a la iniciacion de la per oxidacién
de lipidos con implicaciones patoldgicas que van desde la distrofia muscular,
incremento a la susceptibilidad a enfermedades e incluso la muerte del animal (NRC
1993; Chew, 1995).

El interés en el uso de inmunoestimulantes ha aumentado con el
aparecimiento de enfermedades en camarones frecuentemente expuestos a
condiciones estresantes. Investigaciones en el area de los glucanos reportaron una
mayor resistencia a enfermedades en Penaeus monodon (Chang et al. 1999) y mayor
respuesta inmunitaria en Litopenaeus vannamei(Otero. 2001). También se pudo
observar en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) un efecto positivo sobre la
actividad de los macréfagos, se observd como consecuencia de la combinacion de

vitamina C y §-glucanos (Verlhac et al. 1996).

2.2. Respuesta inmune asociada a las enfermedades virales.

En la limpieza de las particulas extrafias que llegan al hemocele de los
crustaceos estan involucrados varios tipos de células (Johnson, 1987):
a) Los podocitos o nefrocitos, los cuales estan localizados en branquias y en el
celosoma de la glandula antenal, ellos estan especializados en la pinocitosis de
proteinas y posiblemente virus.
b) Los hemocitos, células circulantes en la hemolinfa, son las células fagociticas mas
abundantes, consideradas como los elementos principales en el reconocimiento y
eliminacion del material extrafio.
c) Las células fagociticas de reserva, estas se presentan en el corazon de los
peneidos; Son derivadas del tejido hematopoyético y estan involucradas en filtrar
otras sustancias, sin embargo no existe evidencia de que estén relacionadas con la

fagocitosis de bacterias o virus.
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d) Los fagocitos fijos, también derivados del tejido hematopoyético, ubicados en los
espacios hemales del hepatopancreas, en donde secuestran gran cantidad de
particulas.

e) El organo linfoide, considerado una parte integral del sistema circulatorio de los
camarones peneidos, se asume que funciona como filtro de la hemolinfa, por lo que
tendria gran importancia en la limpieza y captura de particulas virales (Van de Braak
et al., 2002).

2.3. Reacciones de defensa.

En los camarones, como en otros invertebrados, los mecanismos celulares y
humorales contribuyen a la defensa del organismo; limitando invasiones microbianas
y virales que son eliminadas de la hemolinfa y tejidos (S6derhall & Cerenius, 1992;
Vazquez et al., 1998; Bachére, 2000).

Ante la agresion por WSSV los camarones proliferarian hemocitos los cuales
se infiltrarian en los tejidos infectados. Si la proliferacion celular se detiene, lo cual
es una ventaja para el virus, en la hemolinfa se acumularian hemocitos desgastados.
Esto indica que las infecciones virales pueden ser controladas en tanto que los
camarones sean capaces de proliferar hemocitos en buen estado y movilizarlos a los
tejidos infectados (Montesdeoca, 2002).

Ademas; Montesdeoca et al. (2002) muestran una relacion directa entre la
carga viral, y la presencia de hemocitos en apoptosis (hemocitos andémalos) en
animales infectados por WSSV, pero no reportan la replicacion viral dentro de los
hemocitos, sugiriendo por este motivo que las anomalias son producto de la
activacion o el desgaste celular en el proceso de defensa. También; Sahtout et al.
(2001) muestran evidencias de apoptosis en hemocitos de camarones infectados con
YHV.

Variaciones en el medio ambiente inducen cambios en los mecanismos de
defensa de los crustaceos (Le Moullac & Haffner, 2000). El estrés provocado por

variaciones de temperatura modifica el nimero de hemocitos (Sanchez et al.,
2001) altera los mecanismos que regulan al sistema proPO (Sdderhall & Cerenius,
1998). Al respecto Vargas-Albores et al. (1998), han sugerido que la temperatura

determina la efectividad de la respuesta inmune.
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El camaron requiere de cuatro dias para eliminar el virus de la mancha blanca
a temperaturas elevadas, por lo que un periodo més largo posiblemente permite una
limpieza muy eficaz, pero ante la falta de estimulo la respuesta inmune decae. En
estos casos se recomienda el uso de estimulantes con el objetivo de potenciar la
alerta inmunitaria antes de que los animales enfrenten un nuevo ataque viral
(Sonnenholzner et al., 2002).

2.4. Sustancias inmunoestimulantes como alternativas.

Como tratamiento  alternativo, existen  componentes  bioldgicos
‘inmunoestimulantes’, que juegan el papel de moléculas de alarma para activar el
sistema inmune. EI sistema inmune de los animales responde a un
inmunoestimulante como a una agresién microbiana. La mayoria de las moléculas
inmunoestimulantes son fragmentos de la pared celular de microorganismos que
hacen a los animales mas resistentes a infecciones microbianas. Muchos
componentes activos son extraidos de paredes celulares bacterianas: fragmentos de
péptidos muramil, lipopolisacéridos, lipopéptidos, aciloligopéptidos y ciertos
péptidos. En la pared celular de levaduras y mohos, hay principalmente R-glucanos,
moléculas poliglucosas ligadas a través de B-1,3 en una larga cadena y con
ramificaciones [3-1,6 de glucosa.

Ya que el camaron es principalmente dependiente de procesos inmunes no
especificos para su resistencia a infecciones, puede esperase que los
inmunoestimulantes lleguen a ser una herramienta importante para reducir las
enfermedades de crustaceos en la acuacultura.

Como ya se explico, la defensa en crustaceos esta basada en los hemocitos
que cumplen varias funciones, tal como: coagulacion; fagocitosis; encapsulacion y
cicatrizacion de heridas (Johansson & Sdderhall, 1989, Hose & Martin, 1989, Bell &
Smith, 1993, Bachere et al., 1995a). La mayoria de esas funciones de defensa son
desencadenadas por la presencia de microorganismos vivos o fragmentos de
microorganismos muertos en la hemolinfa del camaron. El plasma del camardn
contiene factores capaces de reconocer a las bacterias o virus. Son caracterizados dos

tipos de proteinas ligantes, la proteina ligante lipopolisacarida y la B-glucano, asi
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como su receptor sobre el macréfago (Duvic & Séderhéll, 1990, Duvic & Soderhall,
1992, Vargas-Albores, 1995).

2.5. El uso préactico de inmunoestimulantes.

Existen numerosos métodos para valorar la efectividad de los
inmunoestimulantes. Un primer paso es medir in vitro la actividad de hemocitos para
el suceso metabdlico asociado con fagocitosis en camaron (Song & Hsieh, 1994) y la
activacion de la profenoloxidasa (Ashida & Soderhéll, 1983, Smith & Soderhéll,
1983, Lang et al,. 1993). Luego de esto, el proceso de prueba in vivo puede ser
dirigido, para medir la supervivencia después de que el camardén ha sido puesto a
prueba con un patogeno.

Sung et al. (1994) realizaron una prueba de inmersion del camardn en una
solucién de inmunoestimulantes con postlarvas de P. monodon, y reportaron que la
entrega oral parece ser el método mas atractivo para la estimulacion inmune.

Sin embargo, los resultados de experimentos en condiciones controladas no
son suficientes para concluir sobre la eficiencia de una sustancia inmunoestimulante;
esta sustancia tiene que ser evaluada in situ, en un &rea epidémica con especial
atencion a la interaccion con condiciones ambientales.

Este trabajo pretende presentar una herramienta para la determinacién del
estado inmunitario del camardn, relacionandolo a posibles ataques de patégenos, con
base en la cuantificacion de hemocitos presentes en la hemolinfa. Con esto se
pretende ademas establecer una metodologia que permita realizar un chequeo a la
salud de los animales de forma continua y en el propio lugar donde se realiza el

cultivo de los camarones.
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3. MATERIALES Y METODOS.

El experimento se llevé a cabo en una camaronera ubicada en la provincia de
El Oro durante el periodo comprendido del 1 de septiembre del 2009 al 3 de
diciembre del mismo afio, el periodo sefialado correspondi6 a la estacion fria del
Ecuador continental. Los parametros en que se desarrollo el ensayo fueron: Salinidad
20 UPS, temperatura promedio 25°C — 29°C.

3.1. Area de estudio.

El aérea de estudio para esta prueba fue la camaronera de la compaiiia
Corporeal, la cual esta situada en las coordenadas 3° 21” 32” latitud Sur y 80° 6” 18”
longitud Oeste; ubicada en el Archipiélago de Jambeli, Provincia de El Oro, cantdn

Santa Rosa, sector Pongalillo, estero el venado.(Figura 4).
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Figura 4. Ubicacion de la camaronera en el Archipiélago de Jambeli.
(Fuente. http://earth.google.es/).

Para la realizacion del estudio se utilizaron cinco piscinas, con un area de entre 4,00
y 7,68 hectareas. La distribucion de las mismas la observamos en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Codificacion de las piscinas de estudio de la Camaronera.

Cadigo de las #Piscina | Hectareas Utilizacion Tratamiento (g
piscinas inm/ kg
alimento)
A 8 6,84 Tratamiento 2
B 2 5,68 Tratamiento 4
C 4 4,00 Tratamiento 6
D 7 6,60 Control 0
E 13 7,61 Control 0
3.2. Material bioldgico.

Se obtuvieron postlarvas de Litopenaeus vannamei en un laboratorio ubicado
en la provincia de Santa Elena. Las mismas fueron sembradas en los precriaderos de
la camaronera para una mejor adaptacion al medio. Luego de 15 dias los juveniles
fueron transferidos a las piscinas experimentales.

Cinco piscinas fueron seleccionadas, tres destinadas a tratamientos y dos
como controles. Cada una fue sembrada a una densidad de 65000 post larvas por

hectérea. Los datos generales de la siembra pueden ser observados en el cuadro 2.

Cuadro 2. Datos de la siembra de las piscinas

Denominacién Cantidad Densidad

de las piscinas | Has | Siembra Total |individuos/Has
A 6,84 4/9/09| 413000 65142
B 5,68 4/9/09| 372000 65493
C 4,00 4/9/09| 260000 65000
D 6,60 4/9/09| 430000 65152
E 7,61 4/1/09| 495000 65046

3.3. Preparacion y aplicacion de la mezcla del inmunomodulador con el

alimento balanceado.

El inmunomodulador es un producto comercial el cual esta compuesto de una
mezcla de bacterias y hongos (Bacillus sp., Enterococcus sp., Lactobacillus sp.) en
una concentracion de 1 x 102 ufc/kg.; ademas contiene extracto de pared celular de
bacterias Gram (-) y Gram (+), asi como de levaduras. Este fue almacenado dentro
de la camaronera en un lugar fresco y seco.

La preparacion del alimento para las piscinas durante las semanas de cultivo

consistio en mezclar en una tina pléastica la dieta diaria de alimento balanceado, mas
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la dosis establecida del inmunomodulador. Como atractante se usé aceite de pescado
en un volumen de 1litro por cada 25 kg de alimento.

A partir de la tercera semana se procedié a utilizar los comederos, pues el
tamafio de los animales les permitia ingresar hasta los mismos. La dieta en este
tiempo fue determinada por el consumo de alimento en los comedores, en una
relacion de 50% de bokashi y 50% de alimento balanceado de 35% de proteina. A
partir de la cuarta semana solo se alimentd con alimento balanceado de 35% de
proteina, a partir de la sexta semana, se continué alimentando con alimento
balanceado de 23% de proteina.

Se utilizo tres comederos por hectareas, en los cuales se colocaba el 3% del
total de la dieta diaria. El restante se aplic6 al boleo, una vez al dia, en horas de la
tarde. Los comederos eran revisados al dia siguiente por la mafiana, para determinar
el consumo de alimento.

En esta investigacion los comederos fueron los indicadores para preparar las
raciones alimenticias, si los comederos se encontraban vacios, la dieta se
incrementaba en un 10% a 20%. El incremento o reduccion de la dieta estaba
relacionada con el sobrante del alimento presente en los comederos. Dependiendo del
numero de comederos con alimento sobrante se reducia la dieta en igual porcentaje.

Este procedimiento se mantuvo hasta el final de la corrida.

3.4. Toma de muestra.

Las piscinas seleccionadas se iniciaron a monitorear a partir de la cuarta
semana de cultivo. Diez camarones fueron tomados de cada piscina por medio de una
atarraya de nylon. Las muestras se tomaron cada semana por el tiempo que durd el
ciclo de cultivo.

Se selecciond para el analisis a animales que tenian una textura dura
(intermuda). Estos fueron colocados en una funda pléstica con agua de la misma
piscina y oxigeno. Cada una de las muestras fueron colocadas en un carton de
transporte de larvas, la temperatura fue bajada de 3 a 5 °C por debajo de la
temperatura inicial, con el objetivo de evitar el stress en los camarones y asegurar asi

un conteo correcto.
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Las muestras fueron transportadas hasta el laboratorio el cual se encontraba
ubicado en la ciudad de Machala a un tiempo de 30 minutos en bote. Una vez en el

laboratorio se procedi6 a realizar la extraccion de hemolinfa.

3.5. Preparacion de reactivo.

Para el desarrollo de este trabajo se procedio a la preparacion de la solucion
de citrato de sodio al 10%, la misma que se utiliz6 como solucion anticoagulante.
Para ello se procedio a pesar 10g de citrato de sodio a partir de un frasco de 500 g de
la marca DIFCO, se coloco esto en un volumen de 100 ml en una fiola con capacidad
de 500 ml de la marca PYREX.

Posteriormente la esterilizacion del medio de cultivo se llevo a cabo en
autoclave (SPEEDY vertical Type) a 120 °C y 15 Ibs de presion, durante 20 minutos.
Después de la esterilizacion se dejo enfriar, y luego se regul6 el pH a 7.0.

Con esta solucion se preparaban jeringuillas de 1ml de capacidad (tipo
insulina) con 100 pl de la misma. Las mismas que eran guardadas en refrigeracion

hasta que se las usaba para la extraccion de la hemolinfa.

3.6. Extraccion de la hemolinfa.

Los camarones Litopenaeus vannamei originarios de la camaronera eran
colocados, inmediatamente al llegar al laboratorio, en baldes con 15 litros de agua de
la camaronera.

Antes de la extraccién de la hemolinfa se revisaba que los camarones que se
sintieran duros al tacto, sefial de que se encontraban en estadio de intermuda, y en
Optimas condiciones para el conteo. Una vez revisado esto, se procedia a quitar el
exceso de agua en el camardn, secando completamente la parte baja ventral del
cefalotdrax con una toalla de papel.

Se sostenia al camaron con la parte ventral hacia arriba y se introducia la
aguja de una de las jeringas, previamente preparadas y refrigeradas con la solucién
anticoagulante de citrato de sodio al 10%, en el seno ventral; localizado en la base
del primer segmento abdominal. Inmediatamente se empezaba a extraer 100 ul de
hemolinfa, haciendo succién con la jeringuilla hasta completar un volumen total de

200 pl (100 pl de hemolinfa mas 100 pl de solucion anticoagulante). Se tuvo mucho
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cuidado de no hacer burbujas con la hemolinfa ni extraer agua que podria estar en el
cuerpo del camaron.

La mezcla del citrato con la hemolinfa se colaba en un micro tubo de 1.5ml,
previamente marcado para identificarlo. Este tubo era colocado sobre un refrigerante.

3.7. Conteo de Hemocitos.

Las muestras de hemolinfa de los 10 animales de cada piscina eran
combinadas y homogenizadas en un bortex por 30 segundos. Luego, se tomaba una
muestra de esta solucién y se colocaba en un Hemocitometro (camara de Neubauer)

para determinar el nimero total de hemocitos.

Figura 5. Hemocitos de Litopenaeus vannamei observados en cdmara de Neubauer utilizando
microscopio de contraste de fases y aumento de 400x.
Se pueden observar en los recuadros amarillos los tres tipos de hemocitos diferenciados. Tomado de la
Guia Técnica-Patologia e inmunologia de camarones peneidos Nicovita 2008.

Se determind el nimero total de hemocitos (NHT) presentes en el plasma por
conteo con camara de Neubauer, utilizando un microscopio de contraste de fases en
un aumento de 400x, tal como lo recomienda Mufioz (1996). En la Figura 5 se puede
observar una vista de los distintos tipos de hemocitos en pre adultos de Litopenaeus
vannamei, observados en una cdmara de Neubauer, utilizando un microscopio de
contraste de fases y con un aumento de 400x.
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Para realizar los calculos de la densidad de hemocitos se aplicd la siguiente
formula:
8
> CTH

1

NH =T x dilucién x 10°

En donde:
NHT = nGimero total de hemocitos (10° células/ml)
CTH = conteo de hemocitos en 8 cuadrantes por dilucion de la muestra en la cual se

observa la hemoaglutinacion

3.8. Salud aparente, peso final de cosecha, supervivencia, biomasa y factor

de conversién alimentaria.

A partir de la cuarta semana de cultivo, se inicio el chequeo visual de los
animales en las piscinas de estudio. Para este monitoreo se realizaron cuatro lances
de atarraya en cada piscina, contando el nimero de camarones que visualmente se
consideraban enfermos o sanos. Los camarones que se consideraron enfermos fueron
aquellos que presentaban una coloracién roja en el telson, antenas rugosas, opacidad
en el exoesqueleto y flacidos .Los animales considerados sanos carecian de las
caracteristicas antes mencionadas. El registro de los datos se realizo en la bitacora de

trabajo.

A partir de la cuarta semana, se realizaron muestreos semanales de peso
promedio del camardn en cada piscina de cultivo.

La biomasa cosechada para cada piscina se la determiné mediante el peso
reportado por la empacadora en las liquidaciones de pesca. Esta esta directamente
influenciada por la cantidad de camarones cosechados y el peso promedio alcanzado.
Debido a que la biomasa total es dependiente del area de la piscina, para los analisis
se utilizo la biomasa por hectarea.

La supervivencia representa la proporcion de individuos sembrados que son
cosechados al final del ciclo en la cosecha. Para calcular el nimero de camarones

cosechados se utilizé la siguiente formula:
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Numero de camarones cosechados = Biomasa g

Peso promedio final ¢

En donde el peso promedio final fue determinado mediante una muestra de 300
camarones al momento la cosecha.

La conversion alimentaria es una medida de la eficiencia para convertir el
alimento en biomasa. La misma estd dada en funcién al alimento consumido y al
incremento de biomasa, reflejando las libras de balanceado usado para ganar una

libra de hiomasa.

Alimento Consumido
Conversién Alimentaria=

Incremento de Biomasa

Debido a que el camardn se lo sembrd con un peso inicial de 0,03g, la
biomasa inicial fue muy pequefia en relacion a la biomasa final; por lo que se utiliz6
la biomasa cosechada en vez del incremento de biomasa.

El factor de conversion alimentaria varia durante el ciclo de produccion, el
alimento utilizado, y entre las poblaciones. Rangos de conversiones adecuadas son:
entre 0.6-1.0 en camarones de hasta 10 g de peso y entre 1.0 y 1.3 para camarones de

13 g. En tallas mayores la CA no deberia ser mayor a 1.5 (Nicovita, 1997).

3.9. Disefio y analisis estadistico.

Para probar la hipétesis principal de este trabajo, esto es, que la aplicacion del
inmunomodulador afecta a la concentracion de hemocitos en camaron; se considero
como variable principal dependiente a la concentracion de hemocitos en camaron.
Ademas se consider6 dos variables independientes (factores), asi como su
interaccion.

1. Dosis de aplicacion de inmunomodulador, la misma que fue fijada en
cuatro niveles: 2g, 4g, 6g (tratamiento) y 0g por kilogramo de alimento
balanceado (control).

2. Semana de muestreo, la misma que correspondia a cada una de las diez

semanas en que se contd los hemocitos. Esta variable se la utilizd para
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determinar el efecto de factores ambientales externos, que afectarian a
todos los tratamientos.

De esta forma el disefio utilizado fue uno de dos factores, en donde cada
observacién (conteo de hemocitos para cada dosis en cada semana), correspondia a la
ecuacion lineal:

Yij=p+DitSjtejj

En donde:

Yj;: Concentracion de hemocitos para el tratamiento i en la semana j.

u: media general.

D;: Efecto de la dosis i.

S;: Efecto de la semana j.

&ij- Error, efecto de todas las otras variables no consideradas en el estudio.

Todos los célculos estadisticos se realizaron mediante el software
STATISTICA v7.0, a un nivel de confianza del 95%.

Para determinar los efectos de los factores, se realiz6 un analisis de varianza
con tres fuentes de variacion (dos factores mas su interaccion). Previo al ANOVA se
comprobd los supuestos de normalidad, mediante pruebas de Shapiro — Wilk y de
homogeneidad de varianzas, mediante las pruebas de Cochran y Hartley Barlett.
Debido a que se no se cumplia el supuesto de homogeneidad, se realiz6 una

transformacion logaritmica, con la cual se corrigio esto (cuadro 3).

Cuadro 3. Valores de significancia para las pruebas Cochran y Hartley Barlett antes y después de la
transformacion logaritmica.

Efecto Hemocitos log(Hemocitos+1)

Tratamiento 0.357 0.623
Semanas 0.000 0.042
Interaccion 0.045 0.100

Posterior al analisis de varianza, en caso de encontrar diferencias
significativas entre las medias, se realizd la prueba multiple de Tuckey.

Para determinar si hubo una diferencia entre la proporcién de camarones
enfermos detectados en los muestreos semanales, se utilizd un disefio de bloques
aleatorios, considerando a la semana de muestreo como bloque. La prueba utilizada
fue un analisis de varianza de dos vias (efectos principales). Antes de realizar la

23



misma los datos fueron transformados con arco seno, para asegurar la independencia
entre medias y varianzas.

Para determinar si hubo un efecto del inmunomodulador en el peso final de
cosecha, supervivencia, biomasa y factor de conversion; se consider6 la inclusion del
inmunomodulador en la dieta, y ya no su concentracion, como variable independiente
(factor). Esto corresponde a un disefio completamente aleatorio, con dos
tratamientos.

En este caso se consider6 a cada piscina como unidad muestreal, uniendo las
tres dosis de aplicacion de inmunomodulador en un solo tratamiento, el cual se
compard con el control. De esta forma, las réplicas para el tratamiento con inclusién
de inmunomodulador fueron n=3 y para el control n=2,

Para el determinar el efecto del inmunomodulador en estas variables se utiliz6
una prueba t-Student para comparacion de diferencias de dos medias. En el caso de
peso final y supervivencia, se tomo en cuenta la correccion de Welch para diferencias
en varianzas. En el caso de supervivencia, antes del andlisis se realizd una
transformacion arco seno para asegurar la independencia de medias y varianzas.

Es de notar que los datos de muestreo de peso promedio semanal durante todo
el cultivo solo se los present6 con fines informativos. No se realiz6 ninguna prueba
para determinar diferencias entre estos. Ya que todas las piscinas fueron sembradas
con camaron del mismo peso promedio inicial y, a que el tiempo de cultivo fue el
mismo en todas ellas (89 dias), cualquier posible efecto de los tratamientos en el
crecimiento se lo hubiera detectado en la prueba t para diferencias entre medias en

peso promedio final.
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Efectos del inmunomodulador sobre la respuesta inmune del camaron.

Los resultados de los conteos semanales de hemocitos en cada uno de los

agrupados por semana de muestreo.

tratamiento.

4. RESULTADOS.

tratamientos, se encuentran en el Anexo I. En el cuadro 4 se puede apreciar un

resumen de estos datos, agrupados por tratamiento, y en el cuadro 5 los mismos datos

Cuadro 4. Estadistica descriptiva para los conteos de hemocitos (en 10® Hemocitos / ml) agrupado por

n | Promedio | Desviacion Error Grupo

Estandar | Estdndar | (p>0.05)
A (2g/kg) 10 55 3.1 1.0 ab
B (4g/kg) 10 5.5 3.2 1.0 ab
C (6g/kg) 10 7.0 4.5 1.4 a
D+E (Control) 20 4.7 2.7 0.6 b

Grupos con la misma letra indican que no hay diferencias significativas (p=0.05).

semana de muestreo.

Cuadro 5. Estadistica descriptiva para los conteos de hemocitos (en 10° Hemocitos / ml) agrupado por

n | Promedio DeS\{iacién Efror Grupo
Estandar | Estandar (p>0.05)
Semana 4 5 1.6 0.5 0.2 ad
Semana 5 5 3.3 1.2 0.5 ab
Semana 6 5 7.4 2.1 0.9 ce
Semana 7 5 6.0 2.2 1.0 bcef
Semana 8 5 1.3 0.2 0.1 d
Semana 9 5 7.0 5.1 2.3 ef
Semana 10 5 3.8 1.3 0.6 bf
Semana 11 5 8.8 1.2 0.6 ce
Semana 12 5 8.8 2.2 1.0 ce
Semana 13 5 7.1 1.2 0.5 ce

Grupos con la misma letra indican que no hay diferencias significativas (p=0.05).

Se encontraron diferencias entre las medias de los tratamientos para el efecto

fuente de variacion.
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de la dosis de inmunomodulador (< 0.05) y de semanas (p< 0.01), pero no para una
interaccion de estas dos variables (p=0.13). En el cuadro 6 se tiene la tabla de
ANOVA, en donde se puede apreciar la descomposicion de la varianza por cada




Cuadro 6. Tabla de ANOVA para diferencia entre medias de conteo de hemocitos.

Fuente de Variacion Suma Grados de | SMC F p
Cuadrados libertad

Semanas 2.30 9 0.26 32.54 0.00

Tratamiento 0.09 3 0.03 3.78 0.05

Interaccion 0.42 27 0.02 1.98 0.13

Error 0.08 10 0.01

Total 2.89 49

Los resultados de la pruebas de Tuckey para determinar diferencias
individuales entre las medias debido al nivel de inclusion de inmunomodulador, se
encuentra en el Anexo Il. En el Anexo I11 se halla los resultados de dicha prueba para
diferencias entre las medias debido al efecto de la semana de muestreo.

Al evaluar el efecto individual de las dosis de inclusion del inmunomodulador
en la dieta, se detectd que Unicamente la mayor dosis (6g/Kg) presentd diferencias
significativas (p=0.03) con el control; pero no se detectd diferencias significativas
(p>0.05) entre éste y los otros tratamientos con menor dosis de inclusion (2g/kg y

4g/kqg), ni entre estos ultimos y el control. Esto se lo puede apreciar en la Figura 6.
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Figura 6. Intervalos de confianza (p=0.05) de la media de concentracién de hemocitos para los
distintos tratamientos.

En la Figura 7 se muestra los intervalos de confianza para la media en las
distintas semanas de muestreo. Se puede apreciar que existen diferencias
significativas (p<0.05) para algunas de las semanas, lo que podria indicar un efecto

de algun efecto externo comun para todos los tratamientos.
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Figura 7. Intervalos de confianza (p=0.05) de la media de concentracién de hemocitos durante las
semanas de muestreo.

4.2. Efectos del inmunomodulador sobre la salud aparente del camaron.

Los porcentajes de camarones aparentemente enfermos (por inspeccién
visual) encontrados en los muestreos semanales de las piscinas se encuentran en el
Anexo IV. En el cuadro 7 se puede apreciar un resumen de estos datos, agrupados

por tratamiento.

Cuadro 7. Estadistica descriptiva para los porcentajes de camarones aparentemente enfermos
agrupados por tratamiento.

Dosis Cuenta Promedio | Desviacion Estandar
20/Kg 9 0.05% 0.09%
4g/kg 10 0.13% 0.22%
609/kg 10 0.02% 0.06%
Control 20 0.09% 0.15%

No se encontraron diferencias significativas (p= 0.31) entre las medias
debidas a los niveles de inclusién del inmunomodulador, pero si debido a la semana
de muestreo (p=0.04). En el cuadro 8 se tiene la tabla de ANOVA.

Cuadro 8. Tabla de ANOVA para diferencia entre medias de proporcién de camarones aparentemente

enfermos.
Fuente de Suma Grados de | SMC F p
Variacion Cuadrados | libertad
Semana 30.72 9 3.41 2.26 0.04
Dosis 5.56 3 1.85 1.23 0.31
Error 54.38 36 151
Total 90.65 48
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En la figura 8 se tiene los intervalos de confianza para medias entre los

niveles de inclusién del inmunomodulador.
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Figura 8. Intervalos de confianza (p=0.05) de la media de la proporcién de camarones aparentemente
enfermos para los distintos tratamientos.

Tal como se aprecia en la Figura 9, solo se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en las medias de camarones aparentemente enfermos entre la
cuarta semana y las semanas 10, 11 y 12; pero no se encontraron diferencias entre

estas cuatro semanas y el resto.
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Figura 9. Intervalos de confianza (p=0.05) de la media de la proporcion de camarones aparentemente
enfermos durante las semanas de muestreo.
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4.3. Efectos del inmunomodulador en el peso final de cosecha,

supervivencia, biomasa y factor de conversion.

Los resultados a cosecha de peso promedio final; supervivencia; biomasa; y
factor de conversion alimentaria, obtenidos en las piscinas de prueba se encuentran
en el Anexo V. En el cuadro 9 se puede apreciar un resumen de estos datos
agrupados por tratamiento, asi como el valor de significancia de la prueba t.

Cuadro 9. Estadistica descriptiva y significancia (p), para peso promedio final; supervivencia;
biomasa; y factor de conversién alimentaria, agrupados por tratamiento.

Biomasa(lbs/Has) CA Supervivencia Peso Final (g)
(%)
Tratamiento N | Promedio p Promedio Promedio p Promedio p
Control 2 1576 0.85 79% 13.9
Inmunomodulador | 3 1715 0.643 0.90| 0-561 829 | 0913 146 029
Total 5 1659 0.88 81% 14.3

En la Figura 10 se puede apreciar que no hay diferencias significativas

(p=0.64) para medias de biomasa final entre el tratamiento y el control.
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Figura 10. Diagrama de cajas para biomasa (en libras / hectarea) entre el tratamiento y el control.
Las cajas representan la media mas el error estandar, y las barras el intervalo de confianza (p=0.05).
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Tal como se ve en la Figura 11, no hay diferencias significativas (p=0.56)

para medias de factor de conversion alimentaria entre el tratamiento y el control.
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Figura 11. Diagrama de cajas para factor de conversion alimentaria entre el tratamiento y el control.
Las cajas representan la media mas el error estandar, y las barras el intervalo de confianza (p=0.05).

En la Figura 12 se puede apreciar que no hay diferencias significativas

(p=0.91) para medias de supervivencia final entre el tratamiento y el control.
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Figura 12. Diagrama de cajas para supervivencia entre el tratamiento y el control.
Las cajas representan la media mas el error estandar, y las barras el intervalo de confianza (p=0.05).
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Tal como se ve en la Figura 13, no hay diferencias significativas (p=0.30)

para medias de peso promedio final entre el tratamiento y el control.
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Figura 13. Diagrama de cajas para peso promedio final entre el tratamiento y el control.
Las cajas representan la media mas el error estandar, y las barras el intervalo de confianza (p=0.05).

En el Anexo VI se tiene el detalle de los muestreos semanales de crecimiento
para las piscinas utilizadas en este ensayo. Sin embargo, estos datos no fueron
analizados, ya que; al haber partido de un peso promedio inicial de siembra igual y
haber tenido todas las piscinas igual duracion de cultivo; si no existen diferencias en
peso promedio final, se puede concluir que la inclusion del inmunomodulador no

demostré un efecto en el crecimiento.
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5. DISCUSION.

Existen numerosos métodos para valorar la efectividad de los
inmunoestimulantes. Un primer paso es medir in vitro la actividad de hemocitos para
el suceso metabdlico asociado con fagocitosis en camaron (Song & Hsieh, 1994) y la
activacion de la profenoloxidasa (Ashida & Sdderhall, 1983, Smith & Soderhéll,
1983. El método de conteo del numero total de hemocitos in vivo, permite una
valoracion rapida de la efectividad del inmunomodulador, lo que la hace viable como
una herramienta de trabajo en las camaroneras de produccion comercial.

Algunos autores han reportado que la administracion de inmunoestimulantes
via inmersion mejora la respuesta inmune del camaréon (Itami et al., 1998, Alabi et
al., 1999) .Asi mismo otros estudios han reportado que los inmunoestimulantes
mejoran la supervivencia del camarén (Itami et al., 1989, Sung et al., 1994).pero ain
no se han demostrado cuales componentes del sistema inmune se incrementan. En
este estudio se demostré que, una inclusién de 6g de inmunoestimulante por kg de
alimento balanceado, aumentaba significativamente la concentracién de hemocitos
en la hemolinfa, comparado con una concentracion menor y con el control.

Las levaduras han sido usadas como activadoras, moduladoras y
fortificadoras del sistema inmune en diversos organismos debido a la presencia de b-
glucanos, mananooligosacaridos y otros componentes de la pared celular, esto
sugiere la posibilidad de usar estos microorganismos como inmunoestimulantes y
fuente de bio-productos empleados para ese fin en acuicultura (Zhen-Ming et al.,
2010). En el presente estudio, el inmunomodulador que contenia una mezcla de
bacterias y hongos activd el sistema inmune de los camarones (medido como
concentracion de hemocitos), cuando se lo usé en la dosis adecuada.

La concentracion de los inmunoestimulantes es muy importante para observar
el efecto protector. (Sung et al. 1994) encontraron efectos positivos en infecciones
experimentales con bacterias en P. monodon con concentraciones de 0,5 y 1.0 mg/mi
de glucanos, pero no fue efectivo a 0,25 y 2.0 mg/ml de glucanos. El efecto protector
durd hasta 18 dias después de la inmersion. En el presente trabajo se observo, de
forma similar, un efecto significativo (p<0.05) de la dosis de aplicacion en la

concentracion de hemocitos.
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En el presente estudio se observé un fuerte efecto (p<0.01) del factor semana
de muestreo en la concentracion de hemocitos en la hemolinfa de los camarones. En
la Figura 14 se puede apreciar que estas variaciones parecian estar sincronizadas

entre las piscinas, ya que tenian comportamiento similar.
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Figura 14. Evolucion de la concentracién de hemocitos por semana de muestreo.

Se encontr6 una correlaciéon significativa (p<0.05) para concentracién de
hemocitos en el 70% las posibles combinaciones entre piscinas (cuadro 10). No se
pudo detectar cual fue la causa de este comportamiento, ya que este no era el
objetivo del estudio. Esta variable se la controld en el disefio para disminuir el error
aleatorio y de variables perturbadoras, aunque no para explicar la causa de este efecto
(Kish 2004).

La causa de este efecto puede tener varias explicaciones tentativas:
inestabilidad del efecto del inmunomodulador, efectos ambientales no reportados,
procesos fisioldgicos propios del animal a determinadas edades o por periodos de
muda.

Sanchez et al. (2001) mencionan que el estrés provocado por variaciones de
temperatura modifica el nimero de hemocitos. Al respecto Vargas-Albores et al.
(1998), han sugerido que la temperatura determina la efectividad de la respuesta
inmune. La variacion en la temperatura que se registré durante el ciclo de cultivo, la
cual oscil6 entre 26 y 29°C, pudo determinar estas variaciones en los conteos de

hemocitos.
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Véasquez et al., (1998); y Okumura & Katsumi, (2000) reportaron que la
cercania a la etapa de ecdisis también afecta los niveles de la respuesta inmune de los
crustaceos.

Por otra parte; Owen & O’Neill (1997) demostraron que el conteo de
hemocitos totales no esta influenciado por la edad, el peso, longitud del caparazon o
fuente poblacional.

Otras posibles causas para este fendmeno pueden haber sido la concentracién
de patégenos en el medio, sin embargo; el disefio del experimento no permitié

determinar esto, ya que no era uno de los objetivos del mismo.

Cuadro 10. Matriz de correlacién entre piscinas para valores de concentracién semanal de hemocitos.
Los valores en negrilla son significantes con (p<0.05).

Piscina A (29/kg) | B (4g/kg) | C (69/kg) D E
A (29/kg) 0.80 0.63 0.55 0.75
B (4g/kg) 0.80 0.62 0.69 0.79
C (69/kg) 0.63 0.62 0.66 0.45
D 0.55 0.69 0.66 0.83
E 0.75 0.79 0.45 0.83

Es importante notar que esta variacion ligada al tiempo debe de ser tomada en
cuenta para futuros trabajos, ya que si no la tomamos en cuenta, enmascararia el
efecto del tratamiento. En este caso, de haber elegido un modelo con el tratamiento
como Unica fuente de variacion, no se habria podido detectar dicho efecto,
obteniéndose un valor de significancia de p= 0.37.

Futuros trabajos también pueden realizarse para determinar mas precisamente
el efecto del inmunomodulador en la concentracién de hemocitos en condiciones
controladas, como acuarios. Sin embargo, aunque esto aumentaria la estabilidad del
efecto del inmunomodulador, tal como comenta Kish (2004), esto conlleva a
disminuir la representatividad y el realismo de los resultados obtenidos

El presente estudio no pudo demostrar el efecto de la inclusion del
inmunomodulador en las variables de eficiencia de cultivo: peso promedio final,
biomasa, supervivencia y factor de conversion alimentaria. Sin embargo hay que
notar que el modelo usado solo permitia comparar el efecto de la inclusion o no del
inmunomodulador, y no el de cada dosis del mismo. Ya que las dosis bajas (2g/kg y
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4g/kg), las cuales no mostraron efecto en la respuesta inmune, estaban confundidas
con la dosis que si tuvo efecto (6g/kg), no podemos llegar a ninguna conclusion al
respecto.

Es importante anotar que la potencia que tuvo la prueba utilizada para
determinar efectos en las variables de produccidn, estuvo en alrededor de 18%, esto
es, que en caso de haber existido un efecto, tenia una probabilidad del 82% de no
detectar este efecto real (error tipo Il). Se estimd que para futuros experimentos, en
caso de querer determinar estos efectos, se deberia de utilizar al menos 10 piscinas
por cada tratamiento para tener un poder del 80%, y de 18 piscinas para cada
tratamiento para una potencia del 95%.

No se pudo detectar efectos significativos en la salud aparente del camaréon de
la concentracién de inmunomodulador en el alimento (p=0.31), aunque si de la
semana de muestreo (p=0.04). Sin embargo no se encontrd ningdn patrén claro en

esta.
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6. CONCLUSIONES

Basados en la informacion analizada es factible de llegar a las siguientes

conclusiones:

1. La inclusion de inmunomoduladores en el alimento balanceado pueden
incrementar el nimero de hemocitos en la hemolinfa de Litopenaeus
vannamei

2. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en concentracion de
hemocitos en hemolinfa entre el tratamiento alimentado con una dosis de 69
por kg de alimento balanceado de inmunomodulador y el control, pero no con
respecto a los tratamientos con menor dosis (2 y 4g/kg), ni de estos ultimos
con el control.

3. Se detectd un efecto altamente significativo (p< 0.01) de la variable semana
de muestreo, en la concentracion de hemocitos en hemolinfa. Adicional a esto
se observd una fuerte correlacion (p<0.05) de los valores semanales de dicha
variable entre las distintas piscinas del ensayo. Esto parece indicar que la
concentracion de hemocitos en hemolinfa podria estar ligada a algun factor
ambiental, como temperatura; presencia de patégenos en el medio, o algln
otro elemento de estrés. Sin embargo no se pudo demostrar cual era dicho
factor.

4. Aunque la concentracion de hemocitos en los camarones con dieta de de 69
de inmunomodulador por kg de balanceado, resulté estadisticamente mayor
que las concentraciones del control. es importante replicar el experimento
bajo condiciones mas controladas, debido a que existié una gran inestabilidad
en la concentracion de hemocitos durante el periodo del cultivo.

5. No se pudo detectar efecto significativo (p<0.05) de la inclusion
inmunomodulador en peso final de cosecha, supervivencia, biomasa ni factor
de conversion alimentaria. Esto se puede deber, ya sea porque el disefio
utilizado no tuvo la suficiente potencia (18%), o porque no existié este efecto
en realidad.
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10.

Es importante determinar si el efecto de aumento de hemocitos que se obtuvo
en el tratamiento con mayor dosis tiene repercusion en los parametros de
produccion, ya que solo esto justificaria su uso.

La metodologia de conteo de hemocitos, utilizada para determinar el estado
inmunitario de los camarones es aplicable para ser usada en sistemas de
produccién comercial, debido a que es sencilla, requiere poca inversion y
permite obtener resultados rapidamente.

Esta metodologia puede proporcionar un método que le permitira al
acuicultor monitorear (in vivo) el estado inmunoldgico del camardn en la
finca.

Una baja concentracion de hemocitos podria llegar a considerarse como un
marcador de baja salud en los animales, por lo que una buena produccién de
estos, conjuntamente con factores medioambientales adecuados, podrian
influenciar de manera positiva en la prevencion de enfermedades.

El ndmero de hemocitos y los factores de estrés guardan relacion con
enfermedades del camardn cultivado en cautiverio, es por esto que se debe

mantener animales con sistemas inmunes bien modulados.
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7. RECOMENDACIONES

Con base en lo anteriormente revisado, se puede emitir las siguientes

recomendaciones:

1. Se aconsejaria utilizar una dosis de 6g de inmunomodulador por kilogramo de
alimento balanceado, si se desea aumentar la concentracion de hemocitos en
la hemolinfa de Litopenaeus vannamei Sin embargo, no se ha demostrado que
esto repercuta de una manera favorable en los pardmetros de produccion, por
lo que se deberia comprobar esto, antes de utilizarlo en piscinas de cultivo
comercial.

2. Para futuras pruebas para determinar el efecto del inmunomodulador en los
parametros de produccion en piscinas comerciales de Litopenaeus vannamei,
se recomienda utilizar un tamafio de muestra de al menos 10 réplicas por cada
tratamiento.

3. En caso de querer mantener fijos los factores ambientales externos que
causan variacion en la concentracion de hemocitos en camaron, se
recomienda realizar pruebas en acuarios.

4. Se puede incluir el conteo de hemocitos en los muestreos semanales de salud
del camaron en camaroneras, como una medida del estado inmune del
camaron.

5. Es aconsejable mantener los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos en
equilibrio adecuado, para evitar los cambios bruscos que podrian causar
estrés en el animal y de esta manera asegurar una respuesta inmune adecuada.

6. Se debe de mejorar el método rapido utilizado para detectar la salud aparente
del camaron, de tal forma que se lo pueda utilizar de forma mas eficiente
como un indicador del estado de la misma, tanto para experimentos como
para el manejo rutinario de los cultivos.

7. Es importante el desarrollo de pruebas organizadas, correctamente disefiadas
y rigurosamente analizadas, siguiendo el método cientifico; por esta razon se
deberia incentivar a los productores para mejorar sus habilidades

experimentales, lo cual les llevaria a mejorar el manejo de sus estanques.
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8. Se recomienda continuar con la investigacion en campo (in vivo) del uso de
inmunomoduladores, para determinar el efecto real de estos en los parametros
de eficiencia de cultivo, como son: supervivencia, crecimiento, biomasa y
factor de conversion alimentaria.

9. Se debe también continuar con estas investigaciones para detectar la dosis
Optima de inmunomodulador, asi como la frecuencia de aplicacion del
mismao.

10. Es recomendable realizar mayor investigacion en campo para determinar el
efecto de otros factores en la concentracion de hemocitos en camaron, asi

como para conocer como se comportan estos a lo largo del tiempo.
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9. GLOSARIO.

Aglutinacién, Reaccién inmunolégica que se efectia cuando se combinan
antigenos particulados con sus anticuerpos especifico, presentando mayor facilidad y
alta sensibilidad de precipitacion.

Actividad antibacteriana, del plasma corresponde a un elemento primordial del
sistema inmunitario anti-infeccioso que protege al camaron de septicemias originadas
por alteraciones de tejidos internos. Los camarones tienen capacidad de defensa
mediante péptidos antibacterianos con propiedades microbicidas contra bacterias
gram-, gram + y hongos. Estos péptidos antibacterianos son pequefias proteinas que
se fijan en la membrana de las bacterias y la perforan.

Apoptosis, es una forma de muerte celular, que estd regulada genéticamente.
Glandulas intestinales (que es un epitelio de crecimiento rapido) y durante la
lactancia en su periodo preparatorio, en que el tejido mamario aumenta su masa
celular. Esta en equilibrio respecto de la mitosis en los tejidos adultos sanos.
Bacterias, término genérico que cubre el conjunto de los microorganismos
unicelulares con ndcleo desprovisto de membrana, con cromosoma Unico,
generalmente con una pared exterior, y capaces de multiplicarse por escisiparidad.
Los microorganismos unicelulares procariotas son los seres mas primitivos y
resistentes que habitan la tierra. Ocupan todos los habitats conocidos, desde los
hielos de la Antartida hasta las profundidades de los océanos. Especies vivientes
caracterizadas por ser unicelulares y producir cambios en su estructura, capaces de
ser cultivadas y reproducidas por un elemento organico no vivo.

Coagulacion, la cuticula forma una proteccion del cuerpo muy eficaz como
barrera contra la invasion de los agentes patdgenos externos. Sin embargo, puede ser
alterado accidentalmente por heridas. Asi la coagulacion es un importante proceso
en los camarones ya que permite el rapido sellado de las heridas para prevenir
pérdidas de hemolinfa y también para evitar el ingreso de microorganismos.
Citotoxicidad, celular constituye uno de los mecanismos efectores de
determinadas poblaciones celulares especializadas del sistema inmunitario,
consistente en la capacidad para interaccionar con otras células y destruirlas.
Cualquier tipo celular, normal o patologico, puede ser potencialmente susceptible a
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las células citotoxicas, y se emplea graficamente el término "células diana™ (target
cells) para su designacion.

Encapsulacién, nivel de focos infecciosos, numerosos hemocitos intervienen en
conjunto, lo que resulta en estructuras multicelulares de encapsulacion y después de
Nodulacién, dentro de los cuales los patdgenos son destruidos, en particular
mediante el proceso de:

Melanizacion, la melanina es una molécula toxica para las bacterias y los hongos
cuya produccion estd regulada por una enzima: la fenoloxidasa. Este tipo de
estructura puede ser observada en histologia.

Fagocitosis, la fagocitosis es la mas comun de las reacciones de los organismo.
Son procesos digestivos enzimaticos propios, se observan en las células fagocitarias
otros fendbmenos que conducen a la formacién de radicales de oxigeno, altamente
reactivos y toxicos, este proceso oxidativo es conocido como:

Choque respiratorio, y se caracteriza por el incremento de la actividad
metabolica de los fagocitos como respuesta a estimulos provocados por particulas
foraneas, durante el choque respiratorio el oxigeno es reducido parcialmente en
anion superoxido, que por un proceso de dismutacion, puede ser convertido en
peréxido de hidrégeno; otras reacciones formaran el singlete de oxigeno, el radical
hidroxilo e hipohal6genos, estos radicales son toxicos y tienen la capacidad de
destruir microorganismos.

Inmunologia, Rama de la biologia que estudia los fenémenos inherentes a la
inmunidad y, de una forma general, todos los procesos que tienen relacion con la
antigeneidad y con la elaboracion de los anticuerpos.

Infeccidn, irrupcion en un organismo vivo de un agente extrafio microscopico
(microbio, virus, hongo) capaz de multiplicarse o de secretar toxinas.

Inmunidad, es el conjunto de procesos de defensa que se manifiestan ante la
presencia de moléculas extrafas (Vasquez et al., 1998). Durante la evolucion se han
seleccionado dos sistemas que proveen defensa interna contra agentes infecciosos; el
sistema inmune innato natural y el adquirido que es adaptativo (van de braak et al,
1996), la inmunidad adquirida es filogenéticamente joven, se encuentra solamente en
vertebrados y opera a través de los linfocitos.
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Inocular, poner un microorganismo, o una sustancia que lo contenga, sobre o
dentro de un organismo o un substrato.

Inmunomodulador, las sustancias inmunoestimulantes tienen la cualidad de
poner en alerta al sistema inmune y son por regla general extraidas de las paredes de
microorganismos como bacterias gram negativas (lipopolisacaridos), bacterias gram
positivas (peptidoglicano) y de hongos, levaduras y algas (b-glucanos).
Hemograma, (cuantificacioén de células hemocitaria), el hemograma corresponde
a la determinacion del namero de hemocitos/ml de hemolinfa extraida del camardn
con una solucion anticoagulante. La cuantificacién de las células se realiza por

observacién microscopica (fotdnica) en un hemocitémetro de tipo neubauer.
Hemocito, células caracteristicas responsables de la respuesta inmune de los

crustaceos. Seran estudiados con detalle en la unidad correspondiente al sistema

inmunoldgico.
Hemocito hialino, presentan un delgado citoplasma baséfilo, un ntcleo amplio y

centrico. son células que se adhieren y se extienden facilmente, no contienen
granulos densos los hemocitos hialinos inician la defensa contra patdgenos externos
con el proceso de coagulacion, un mecanismo critico que sirve para proteger al
camaron de una perdida excesiva de liquidos asi como para capturar e inmovilizar

microbios invasores.
Hemocito granuloso, se caracterizan por ser células grandes, poseen grandes

granulos, alta relacién citoplasma-ndcleo y excéntrico, inclusiones citoplamaticas, asi
como un reticulo endoplasmatico liso y ribosomas libres en citoplasma. Estos
hemocitos almacenan las enzimas que constituyen el sistema proPO en los crustaceos
a un nivel mas alto que los semigranulosos los hemocitos granulosos secretan
enzimas defensivas que dan muerte a los microbios antes de ser eliminados por otros
granulocitos mediante los procesos de fagocitosis o encapsulacion, una vez que los
microbios son encapsulados o fagocitados; el proceso de melanizacion ( que también
es liderado por los hematocitos granulosos) los deja inertes y los prepara para ser

expulsados mediante la excrecion cuticular o durante el proximo ciclo de muda.
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Hemocito semigranuloso, poseen un ncleo esférico o en forma de herradura y

muchos granulos pequefios de forma redondeada. En los camarones, estas células
intervienen en la fagocitosis, encapsulacion y en la liberacion del sistema
profenoloxidasa (proPO) (melanizacion). Ademas ellas sintetizan y liberan las
peneidinas, péptidos antimicrobianos, tienen moderada refringencia cuando se
observan al microscopio de contraste de fase.

Juvenil, estadio en el cual un organismo ha adquirido la morfologia del adulto, pero
aun no es capaz de reproducirse.

Mionecrosis, Es una forma grave de gangrena (muerte tisular) causada
generalmente por el Clostridium perfringes infeccién necrosante subcutinea
También puede provenir del grupo de estreptococos A. El Staphylococcus aureus y
el Vibrio vulnificus pueden causar infecciones similares. Nombres alternativos:
Infeccidn tisular por Clostridium; Infeccién de los tejidos por Clostridium.
Peritrofica, Constituye la porcion mas larga de intestino. La mucosa intestinal esta
compuesta por un epitelio simple, columelar descansando en una membrana basal.
La musculatura esta representada por una capa circular y una capa longitudinal.
Peneidinas, Los péptidos antimicrobianos son proteinas que presentan actividades
antibacterianas (bacterias Gram positivas) y antifungales. En particular, muchos
estudios han investigado la caracterizacion de péptidos antimicrobianos, que matan o
inhiben el crecimiento de microorganismos (Destoumieux y cols. 2000). Estos
mismos autores demostraron que las peneidinas son mayormente sintetizadas en los
hemocitos, donde ellas son continuamente procesadas y almacenadas; y en tal caso
almacenadas dentro de los granulos citoplasmaticos. Las peneidinas se clasifican
dentro de tres grupos distintos basados en secuencias de aminoacido, estructuras
secundarias y similaridad funcional.

Radicales oxigenados tdxicos, muchos compuestos oxigenados son toxicos
para las células vivas, los mas importantes reactivos oxigenados son: el anion
superoxido o singlete de oxigeno (Oy), el peroxido de hidrégeno (H,05), y el radical
hidroxilo (OH).
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ANEXO 1.- Resultados de los conteos de hemocitos (en 10° hemocitos por mililitro).

10. ANEXOS.

Tratamiento = > 2 gr/kg 4 gr/kg 6 gr/kg Control | Control
Semana |Fecha | Dias | PiscinaA | PiscinaB | Piscina C | Piscina D | Piscina E
1 0 0 0 0 0 0
2 8 0 0 0 0 0
3 15 0 0 0 0 0
4 oct-01 22 1,60 0,90 1,70 2,30 1,50
5 oct-08 29 3,10 5,30 2,40 2,40 3,20
6 oct-15 36 8,65 9,85 8,10 5,50 510
7 oct-22 | 43 8,65 6,00 7,60 3,49 4,06
8 oct-29 50 1,05 1,30 1,20 1,57 1,57
9 nov-05 | 57 5,40 573 1,58 5,68 2,35
10 | nov-12 | 64 3,63 2,16 5,60 4,40 3.30
11 |nov-19| 71 10,36 7,43 9,74 7,89 8.36
12 |nov26| 78 5,98 8,54 9,83 11,78 7,68
13 dic-03 85 6,10 8,20 8,50 6,00 6,80
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ANEXO I1.- Resultados de la prueba tuckey para diferencias entre medias por
niveles de inclusion del inmunomodulador en la dieta.

Tratamiento {2g/kg} 0.75 {4g/kg} 0.75 {6g/kg} 0.82 {Control} 0.71
2g/kg 1.00 0.28 0.66
4g/kg 1.00 0.27 0.68
69/kg 0.28 0.27 0.03
Control 0.66 0.68 0.03

ANEXO Il1.- Resultados de la prueba tuckey para diferencias entre medias por
semana de muestreo.

Semana | {4} | {5y | 6} | %% | ©F | O | 4oy | {1y | 42y | 1%

0.41 0.62 0.92 .82 0.37 0.84 0.67 0.99 0.98 0.91
4 0.07 0.00 0.00 1.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00
5 0.07 0.01 0.08 0.02 0.05 0.99 0.00 0.00 0.01
6 0.00 0.01 0.81 0.00 0.93 0.03 0.94 0.96 1.00
7 0.00 0.08 0.81 0.00 1.00 0.27 0.22 0.25 0.88
8 1.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00
9 0.00 0.05 0.93 1.00 0.00 0.18 0.33 0.38 0.97
10 0.02 0.99 0.03 0.27 0.01 0.18 0.00 0.01 0.04
11 0.00 0.00 0.94 0.22 0.00 0.33 0.00 1.00 0.89
12 0.00 0.00 0.96 0.25 0.00 0.38 0.01 1.00 0.92
13 0.00 0.01 1.00 0.88 0.00 0.97 0.04 0.89 0.92
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ANEXO IV.- Porcentaje semanal de camarones aparentemente enfermos en las

piscinas de prueba.

Semana Piscina A Piscina B Piscina C Piscina D Piscina E
4 0.00% 0.24% 0.20% 0.42% 0.29%
5 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.25%
6 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.23%
7 0.21% 0.14% 0.00% 0.00% 0.00%
8 0.00% 0.20% 0.00% 0.00% 0.00%
9 0.19% 0.70% 0.00% 0.19% 0.00%
10 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
11 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
12 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
13 0.00% 0.00% 0.44% 0.00%

ANEXO V.- Resultados a cosecha de peso promedio final; supervivencia; biomasa; y
factor de conversidn alimentaria, obtenidos en las piscinas de prueba.

Piscina | Tratamiento Peso Final (g) | Supervivencia (%) | Biomasa (Ibs/Has) | CA
A Inmunomodulador 15.2 83% 1815 0.8
B Inmunomodulador 15.0 80% 1732 1.0
C Inmunomodulador 13.6 82% 1598 0.9
D Control 13.9 90% 1798 0.8
E Control 13.9 68% 1354 0.9
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ANEXO VI.- Pesos promedios (en gramos) obtenidos en los muestreos semanales en
las piscinas de prueba.

Semana Piscina A Piscina B Piscina C Piscina D Piscina E
4 2.36 1.23 1.35 0.77 0.96
5 411 2.13 2.02 2.6 2.7
6 6.62 3.39 3.29 4 2.7
7 8.83 5.74 5.32 5.87 5.12
8 11.05 7.44 7.13 8.84 7.3
9 12.42 9.14 9.2 9.55 8.75
10 14.13 10.7 10.3 11.6 10.2
11 14.44 12.5 12.05 12.25 11.9
12 15.2 14.2 12.49 13.86 12.8
13 15 13.6 13.9 13.9
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