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RESUMEN

El objetivo, fue evaluar efecto de una dieta suplementada con diferentes
concentraciones de extracto metandlico de Spatoglossum sp (EMS) que ocasione mayor
proliferacion de hemocitos y su resistencia a Aeromonas sp en machos adultos de C.
caementarius camaron de rio. Se emplearon 48 camarones obtenidos del Rio Pativilca,
en estado de muda C y D1, con un peso 5,29+0,93 g y longitud promedio 5,59+0,42 cm,
los cuales se distribuiran en sistema de crianza individual. Se aplico el disefio de
estimulo creciente con tres tratamientos experimentales y un tratamiento control, con 6
repeticiones. Las muestras de hemolinfa fueron tomadas del sinus pericardico. Se
determind a los 0, 15 y 30 dias de alimentacion el NTH y NDH; luego fueron
inoculados 0,050 ml de la suspension de células viables de 5 x107 cél. mL? de
Aeromonas sp, determindndose a las 12; 24; 48 y 72 h la supervivencia, nimero de
bacterias, NTH, NDH, y actividad fenoloxidasa (PO). En los camarones machos adultos
alimentados con 1,5 g kg de EMS la proliferacion del NTH (107,79 x10° cél. mL™)
fue significativamente mayor (p<0,05) en comparacién a las demas concentraciones.
En C. caementarius alimentados durante 30 dias con la concentracion de 1,5 g kg de
EMS se observé mayor resistencia, en relacion al nimero de bacterias, incremento de

NTH, supervivencia y la actividad PO.

Palabras Clave: Spatoglosum, macroalga, extracto, hemocitos, resistencia,

camaron.
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ABSTRACT

The aim was to evaluate the effect of a diet supplemented with different concentrations
of methanol extract from seaweed Spatoglossum sp (EMS) that causes increased
proliferation of hemocytes and resistance to Aeromonas sp adult male C. caementarius
river shrimp. 48 shrimp obtained from the Rio Pativilca were used in molting C and D1
', weighing 5.29 = 0.93 g average 5.59 + 0.42 cm length, which will be distributed
system of individual upbringing. Increased stimulation design with three experimental
treatments and a control treatment, with 6 repetitions was applied. Hemolymph samples
were taken from the pericardial sinus. It was determined at 0, 15 and 30 days of feeding
the NTH and NDH; were inoculated then 0.050 ml of the viable cell suspension of 5
x107 cel. mL Aeromonas sp, determined at 12; 24; 48 and 72 h survival, number of
bacteria, NTH, NDH, and phenoloxidase activity (PO). In adult males shrimp fed 1.5 g
kg proliferation EMS NTH (107.79 x10° cél. mL™) was significantly higher (p <0.05)
compared to the other concentrations. C. caementarius fed for 30 days with a
concentration of 1.5 g kg™ of EMS increased resistance was observed, compared to the

number of bacteria increase NTH, PO activity and survival.

Key Words: Spatoglossum, seaweed, abstract, hemocytes, endurance, shrimp.
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I. INTRODUCCION

Cryphiops caementarius (Molina, 1782) o camaron de rio es un crustaceo endémico
vertiente occidental, habita los cuerpos de agua loticos costeros del Peru al sur del rio
chancay — Lambayeque y litoral del norte de Chileno (32° 55°) (Bahamonde & Vila,
1971, Meruane et al.,, 2006), Estos presentan un marcado dimorfismo sexual; los
machos son mas grandes que las hembras y presentan la quela del segundo par de
peridpodos izquierdo de mayor tamafio que la derecha, alcanzando una longitud mayor

que el cefalotérax y abdomen (Modesto, 1997).

El camaron de rio alcanza un valor comercial muy interesante en el mercado (Zacarias
& Yépez, 2007). Sin embargo los estudios estan enfocados mayormente a la produccion
de semilla, crecimiento y desarrollo (Meruane et al., 2006), por lo que hace falta
estudios enfocados a la prevencion y control de enfermedades, teniendo en cuenta el
aumento del consumo y cultivo de estos organismos (Meruane et al., 2006; Zacarias &
Yépez, 2007).

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, su circulacion es abierta y la hemolinfa es un analogo de la sangre de
los vertebrados, a su vez presentan células de defensa llamados hemocitos (Mufioz et
al., 2000). Los hemocitos son analogos a los glébulos blancos en vertebrados, ellos
constituyen la fraccion celular de la hemolinfa, bafia los tejidos denomindndose
hemocele a los sitios donde ella circula. La hemolinfa presenta un color azul verdoso a

causa de la hemocianina (Rendén et al., 2003).

El mecanismo innato de defensa de los artropodos esta basado en la inmunidad humoral
y celular (Mufioz et al., 2000); éstos juegan un papel importante en la deteccion y
eliminacién de microorganismos Yy parasitos dafiinos (Rendén et al., 2003). La
inmunidad celular consiste en la activacion de una gran cantidad de hemocitos, por
medio de moléculas capaces de reconocer estructuras en las paredes celulares de los
organismos invasores como proteinas de fijacion y reconocimiento de $-1,3-glucanos,
lipopolisacaridos y peptidoglicanos (Vargas & Yepiz, 2000; Lin et al., 2006). Después

de detectar los organismos invasores, los hemocitos son activados y consecuentemente
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una serie de mecanismos entran en accién para controlar o eliminar al agente extrafio y
destruirlo (Lin et al., 2006). Ademas de participar en la regulacion de diferentes
funciones fisioldgicas incluyendo endurecimiento del exoesqueleto, cicatrizacion de
dafios en la cuticula, coagulacién, metabolismo de carbohidratos, transporte y

almacenamiento de proteinas y amino&cidos (Jiravanichpaisal et al., 2006).

Las sustancias inmunoestimulantes tienen la cualidad de alertar al sistema inmune no
especifico (Renddn et al., 2003) y son obtenidas a partir de varias fuentes naturales y
también por sintesis quimica con base en la estructura molecular de los propios
productos naturales. Entre estos compuestos, se encuentran muchos derivados de
microorganismos o de algas, destacandose los componentes de la pared celular de
diferentes bacterias y hongos (Rondon, 2004). Durante los Gltimos afios, el uso de
inmunoestimulante ha ganado mayor interés contra el uso de antibiéticos y vacunas en
la lucha contra las enfermedades infecciosas de peces y camarones para cultivo
(Dehaske et al., 1998).

Vazquez et al. (1998) sefialan que los niveles de respuesta inmune varian entre las
diferentes especies de crustaceos, por lo cual se considera que ciertos factores tanto
ambientales, como fisioldgicos contribuyen de manera importante en la inmunidad de
estas especies. Estos factores son: condiciones de estrés (Jussila et al.,, 2001),
aclimatacion (Lignot et al., 2000; Lemaire et al., 2002), condiciones ambientales y
sustancias toxicas o contaminantes (Celso, 2000), asi también estadios de desarrollo y
cercania a la etapa de ecdisis (Vazquez et al., 1998). La estimulacién del sistema
inmune permite al camardon mejorar su respuesta frente a patégenos ya sean virales o
bacterianos (Vargas & Yepiz, 2000; Cedefio & Rodriguez, 2006). Ademas,
Montesdeoca et al. (2002), sefialan que el sistema inmune del camarén es muy

manejable y responde favorablemente a la inmunoestimulacion.

La respuesta a los inmunoestimulantes pueden variar significativamente, dependiendo
de su estructura quimica o del numero de receptores presentes en las membranas
celulares del camaron (Bowie & O’Neill, 2000). Los peptidoglucanos,
lipopolisacaridos, lipopéptidos y polisacaridos sulfatados son los principales principios
activos capaces de generar una inmunoestimulacion (Aguirre et al.,, 2009). Las

macroalgas son fuentes de compuestos bioactivos, ya que son capaces de producir una
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gran variedad de metabolitos secundarios se caracteriza por una amplia espectro de
actividades bioldgicas (Gupta & Abu-Ghannam, 2011).

Los polisacaridos sulfatados de algas marinas presentan actividades antiinflamatoria,
antitumoral, antiviral, reduccion de lipidos en la sangre, antioxidantes, anticoagulante,
antitrombdtica e imunoestimulante (Bo et al., 2008). Las Phaeophyta, macroalgas
pardas, tales como Eisenia arbdrea, Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum y
Laminaria brasiliensis producen polisacaridos sulfatados compuestos por fucosa grupos
sulfato y cantidades menores de otros azlcares como Xilosa, galactosa y &cidos urdnicos
(Mufioz, 2006). Uno de los polisacéridos sulfatados es el Fucoidanos, polisacaridos
ricos en L-fucosa que pueden contener pequefias cantidades de otros azucares como
galactosa, xilosa, manosa y &cidos urénicos. Los fucoidanos sélo se encuentran en las
macroalgas pardas (Bo et al., 2008). El Fucoidan forma las paredes de algas pardas,
interviene en la capacidad de retencion de agua en el alga, teniendo implicaciones en la
cantidad de minerales retenidos por esta, y se utiliza como inmunoestimulantes para
Penaeus vannamei (Scholz et al., 1999). El extracto de macroalgas pardas como
Sargassum polycystum, S. glaucescens, Vermelha botryocladia, Spatoglossum
schroedem, Macrocystis pyrifera es ampliamente estudiado, presentando resultados
prometedores en sobrevivencia y actividad inmunoestimulante, ya sean obtenidos con
solvente etanodlico o metanolico (Takahashi et al., 1998; Chotigeat et al., 2004;
Cavalcante et al., 2007; Manilal et al., 2009; Walger et al., 2009; Ferdinand et al., 2010;
Sanchez et al., 2010; Ghaednia et al., 2011).

La inclusion de Cladosiphon okamuranus en alimentos para camar6n Penaeus
japonicus, demuestra la eficacia de la administracion oral por su contenido de fucoidan
utilizado para el control del virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV),
obteniendo sobrevivencia del 79 % con 60 mg kg™ camarones de peso corporal d-,
previniendo de esta forma la infeccién y posterior desarrollo de la enfermedad
(Takahashi et al., 1998).

En Litopenaeus vannamei alimentados con harina de Macrocystis pyrifera aumenta al
doble el consumo y el crecimiento, ademas la harina de M. pyrifera muestra un
contenido de fucoidan entre 5,2 y 5,4 %, una actividad vibriostatica a niveles de

inclusion de 0,1% y una capacidad aglutinante sobre los pellets que disminuyé la
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lixiviacion de oxitetraciclina en el agua. (Rivera et al., 2002). En P. monodon, Chotigeat
et al. (2004), determinan que al emplear el fucoidan crudo extraido de Sargassum
polycystum mezclado con la dieta de los camarones (5-8 y 12-15 g) alimentados antes y
después de la infeccion de WSSV, la supervivencia fue del 46 % y 93 %,
respectivamente. Mientras que Ferdinand et al., (2010), observan que el fucoidan de U.
pinnatifida a una dosis de 500 mg kg? en la dieta proporciona un aumento en la
sobrevivencia, en el crecimiento, mayor proliferacion de hemocitos, asi también como
un aumento en la actividad fenoloxidasa y la actividad antibacteriana en Marsupenaeus

japonicus.

Ademas de la actividad inmunoestimulante, los extractos de algas poseen actividades
antibidtica, obteniéndose mayor halo de inhibicion en Caulerpa sp, Caulerpa mexicana,
Acanthopora sp, Gracilaria sp y Ulva sp (Rios et al., 2009). De igual manera se registra
actividad en el alga Petalonia fascia (Scytosiphonales); y en las Chlorophyta, en la
especie Bryopsis plumosa (Briopsidales) (Magallanes, 2003). También, Manilal et al.,
(2009), encontraron que los polisacaridos extraidos de Orientalis Acrosiphonia,
incluidos en la dieta a una concentracion de 4 g kg™, obtuvieron una supervivencia 88 %
y un aumento en el nimero total de hemocitos 6,87 x10°® cél. mL? en Penaeus

monodon.

Las enfermedades en los cultivos son el principal factor que limita actualmente la
produccion de camaron en el mundo, sobre todo las infecciones donde las bacterias son
uno de los principales agentes causales de mortalidades, tanto el cultivo larvarios como
en los de engorda (Sinderman & Lightner, 1988). Las principales bacterias encontradas
en camarones son del tipo halofilico, de las cuales muchas habitan en los sedimentos y
en su tracto digestivo, ademas la mayoria de estas bacterias, forman parte de la flora
normal de los camarones (Vanderzant et al., 1971). Estas bacterias, bajo algunas
condiciones especiales de cultivo se constituyen en agentes patdgenos capaces de

generar grandes mortalidades de los organismos (Johnson, 1995).

Dentro de la poblacion bacteriana que componen los ecosistemas acuicolas, la familia
Vibrionaceae representa el grupo mas importante por su patogenicidad y abundancia
(Gomez et al., 2000), esta ocupa la posicién fundamental entre las enfermedades

bacterianas de los camarones (Sinderman & Lightner, 1988).
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El género de las Aeromonas pertenece dentro de la familia Vibrionaceae y comparte
algunas propiedades con otros géneros de esta familia. Estas Aeromonas son (Janda,
1991). Aeromonas hydrophila es un miembro importante de la familia Vibrionaceae que
causan enfermedades como la condicion de enfermedad del caparazon, la Enteritis
hemocitica, la Septicemia y las infecciones de heridas menores (Sinderman & Lightner,
1998). Informes de ocurrencia de Aeromonas sp se han encontrado en P. japonicus, P.
indicus y Stylirostris (Yasuda & Kiyao, 1980; Lewis et al., 1982).

Vibrio y Aeromonas son bacterias quitinoclasticas, que provocan la enfermedad de
erosion bacteriana del caparazéon (EBC) presentandose en etapas juveniles y adultos de
todas las especies de camarones Peneidos (Ponce et al., 2005), se manifiesta en forma
de manchas cafés o negras en areas que han sido erosionadas por accion de las cuales se
producen por la acumulaciéon de la melanina que es el producto final de respuesta
inflamatoria en crustaceos. Fonseca (2010), refiere caracteristica mas notable del EBC
consiste en la aparicion de manchas de color carmelita de diferentes tonalidades en la
superficie del cuerpo del camardn. Esta enfermedad es uno de los problemas mas
comunes y aparece con mayor intensidad en los sistemas con altas densidades de
siembra (Ponce et al., 2005). Usualmente la infeccidn es autolimitante y es un problema
serio s6lo para los camarones fuertemente infectados o poblaciones muy estresadas
(Meruane et al., 2006).

Asi mismo la Enteritis hemocitica (EH) aparece en cultivos intensivos, la cual
aparentemente es un sindrome generalizado. Las lesiones por EH son siempre sépticas
y las infecciones bacterianas secundarias son una parte importante de la patogénesis de
la enfermedad. La reduccion de la habilidad de absorcion en el intestino y del
hepatopancreas, da como resultado un pobre crecimiento, letargia y poca resistencia al
estrés (Johnson, 1995).

Otra enfermedad, es el camaron manchado o “brown spot disease”, es un sindrome, en
el cual se incluyen aquellos problemas relacionados con infecciones en la cuticula,
apéndices o branqguias. Se presentan lesiones localizadas en tonos de café a negro, en las
cuales la cuticula se encuentra erosionada. Es una enfermedad autolimitante y cuando el

camarén muda es generalmente eliminada. Esta infeccion, ademas de estar asociada a
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Vibrio sp, también involucra a otras bacterias oportunistas como Aeromonas sp, y
Flavobacterium sp, representa una amenaza para las poblaciones de camarones cuando
éstas se encuentran bajo severo estrés. Si no es controlada, esta enfermedad se vuelve
mas grave dando lugar al desarrollo de “astillas negras”, que a su vez puede llegar a
convertirse en una “vibriosis sistémica” (Gomez et al., 2000). Aeromonas sp se aislaron
a partir de una serie de condiciones en P. indicus. Ellos también se han asociado con
crustaceos marinos (Baticadas et al., 1986). Aeromonas sp tiene una posicion dominante
en los tanques de crianza de los camarones (Huang & Chiu, 1994) y con frecuencia

aislados de P. monodon y P. indicus (Chang et al., 1996).

La actividad acuicola camaronera estd limitada en diferentes partes del mundo por
enfermedades infecciosas provocadas entre otros, por bacterias, virus, parasitos y por el
uso regular de antibiéticos que han dirigido progresivamente a las poblaciones de
cultivo a una situacion critica de resistencia, siendo las enfermedades infecciosas la
principal amenaza para su desarrollo, haciéndose necesario la instalacion de programas
de manejo sanitario cada vez mas importante, involucrando estrategias para prevenir las
pérdidas por agentes infecciosos tales como: las practicas basicas de buen manejo,
quimioterapia, vacunacion, probiéticos e inmunoestimulantes, todas las formas de

actuar contra los invasores patogenos (Gomez et al., 2000).

En el desarrollo de la acuicultura, es comin el uso de antibi6ticos tradicionales en la
prevencion y tratamiento de enfermedades bacterianas que se presenta en el desarrollo
del cultivo, a través del tiempo se ha podido comprobar que el uso de estos ya no son
efectivos por cuanto las bacterias han desarrollado mecanismo de autodefensa y han
generado residuos quimicos que deterioran la calidad y seguridad de los cultivos,
teniendo implicancia para la salud humana, animal y el medio ambiente; por lo que su
uso fue severamente restringido, lo que ha generado la necesidad de desarrollar nuevos
procedimientos para el control de patégenos (Gopa et al., 2005). La necesidad de
utilizar métodos alternativos para la regulacion de bacterias patdgenas en los tanques de
cultivo ha llevado a los investigadores a utilizar tratamientos con probidticos e

inmunoestimulantes (Scholz et al., 1999).

El potencial que muestran los inmunoestimulantes es grande como: ausencia de

toxicidad o residuos, no generan resistencia, facilidad de dosificacion y por no ocasionar
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un impacto negativo, ni en el animal cultivado, ni en el entorno o el consumidor. Por
otro lado, la utilizacion de estas sustancias puede ayudar a reducir las oportunidades de
ataques de patodgenos, en los casos previsibles de estrés como manipulaciones, cosechas
parciales, transferencias; Asi como, en variaciones ambientales por recambios de aguas
u otros (Celso, 2000). El estudio del sistema inmune en crustaceos es una herramienta
muy Util para el disefio de estrategias que permitan determinar y mejorar la respuesta del

sistema de defensa del hospedero hacia los patégenos potenciales.

Con relacién a los camarones, muchas sustancias descritas como inmunoestimulantes
han sido utilizadas con el propdsito de aumentar la resistencia natural, en vista de la
imposibilidad de vacunar estos animales, a fin de ser utilizadas en la prevencion de
enfermedades bacterianas sino también para prevenir el uso de antibidticos (Vanderzant
et al., 1971; Scholz et al., 1999; Gopa et al., 2005), sin embargo, no se ha realizado
trabajos en la estimulacion para la proliferacion de hemocitos en C. caementarius

utilizando extracto metandlico de la macroalga Spatoglossum sp.

La investigacion de especies de macroalgas que presentan actividad inmunoestimulante,
es importante ya que en el pais pocos son los investigadores dedicados al estudio
farmacoldgico de algas y por ende la informacién es muy pobre acerca de estas
propiedades. El Pert es uno de los paises con gran diversidad de especies algales,
siendo un pais potencial en la explotacion macroalgal, con utilidad en la industria de
alimentos, en la cosmetologia y perfumeria, en la medicina y en la farmacologia,
sintetizando sustancias inmunoestimulantes como alternativa para la prevencion de las

enfermedades.

Visto los antecedentes del presente estudio se planted el siguiente problema de
investigacion: ¢Qué efecto tiene una dieta suplementada con diferentes concentraciones
de extracto metanodlico de Spatoglossum sp en la proliferaciéon de hemocitos y su
resistencia a Aeromonas sp en machos adultos de camar6on de rio C. caementarius
“camar6on de rio”, en condiciones de laboratorio? Y como hipdtesis de trabajo se tuvo
que “Si, en condiciones de laboratorio, evaluamos una dieta suplementada con 1,0; 1,5y
2,0 g Kg! de extracto metandlico de Spatoglossum sp, se obtendra una mayor

proliferacion de hemocitos y mayor resistencia contra Aeromonas sp. a 1,5 g Kg? de



extracto metandlico de Spatoglossum sp en machos adultos de camaron de rio

Cryphiops caementarius”.

OBEJTIVO DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Evaluar el efecto de una dieta suplementada con diferentes concentraciones de extracto
metandlico de Spatoglossum sp en la proliferacion de hemocitos y su resistencia a
Aeromonas sp en machos adultos de camardon de rio Cryphiops caementarius, en

laboratorio

Obijetivos especificos

e Determinar la concentracion de extracto metanélico de Spatoglossum sp que
ocasione mayor proliferacion en el nimero total (NTH) y diferencial (NDH) de

hemocitos durante la alimentacion.

e Determinar la concentracion de extracto metandlico de Spatoglossum sp que
ocasione mayor resistencia a Aeromonas sp en adultos de camarén de rio

Cryphiops caementarius, en laboratorio.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material de estudio
2.1.1. Poblacion
Los camarones machos adultos de la especie C. caementarius fueron capturados del
rio Pativilca (distrito de Pativilca, provincia de Barranca, departamento de Lima,

Per0).

2.1.2. Muestra

la muestra seleccionada consistié de 48 camarones de 5,59+0,42 cm de longitud
total (escotadura post orbital hasta el extremo posterior del telson), 5,29 £0,93 g de
peso, seleccionados al azar de un lote de 100 adultos transportados individualmente
en depositos plasticos agujereados los que fueron acondicionados dentro de cajas de

plastico con agua del mismo rio.

2.1.2. Unidad de analisis

Todos los camarones sembrados fueron muestreados

2.2. Transporte de C. caementarius

Para el transporte de cada camardn fueron colocados en depositos plasticos agujereados
dentro de cajas de plastico con agua del mismo rio. El transporte tuvo una duracion de 5
h aproximadamente hasta el Laboratorio de Acuaristica de la Universidad Nacional del

Santa (UNS) (Anexo 1), no hubo mortalidad durante el transporte.

2.3. Aclimatacion

La aclimatacion de los organismos fue realizada en el laboratorio de Acuaristica de la
UNS, parte de los organismos transportados fueron transferidos a depdsitos de plastico
de 100 L de capacidad, para disminuir la densidad (Anexo 2). Se hizo el recambio del
50% del total del agua del rio por agua dulce declorada y pre aireada. Los mismos que

fueron aclimatados por 4 dias, durante ese tiempo a los camarones no se alimentaron.

2.4. Seleccion y siembra
Después de la aclimatacion los camarones fueron seleccionados de acuerdo al sexo
(Guerra, 1974), talla, peso y estado de muda (Reyes & Lujan, 2003) (Anexo 3).
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Fueron seleccionados 48 camarones de 5,59+0,42 cm de longitud total (escotadura post
orbital hasta el extremo posterior del telson), 5,29 +0,93 g de peso y estado de muda C y
D1, los cuales fueron distribuidos al azar a los diferentes tratamientos, a una densidad

de 6 camarones por tratamiento (Anexo 4).

2.5. Acondicionamiento de sistema de crianza

El sistema de crianza individual se utilizé segln el disefio de Reyes, (2012), por ello se
emplearon 8 acuarios de vidrio (0,60 m de largo x 0,31m de ancho x 0,30 m de alto),
con un volumen efectivo de agua de 0,053 m? y se utilizaron 48 recipientes plasticos
circulares de 16 cm de diametro y 7,5 cm de profundidad, con un area de 284 cm?, las
paredes de los recipientes estuvieron agujereados (3 cm de largo x 0,5 cm de ancho)
para permitir el flujo del agua. A cada recipiente se le adicioné un codo y un tubo de
PVC de %" de diametro que sobresale 10 cm el nivel del agua, por donde se suministro
el alimento balanceado en pellets. Ademas fueron construidos 8 filtros utilizando
recipientes de plastico rectangulares de 3 I, conteniendo tres capas, la primera de
espuma sintética para la retencién de las particulas, la segunda capa estuvo compuesta
por conchuelas partida (500 g) y la ultima capa con grava de 10 — 20 mm de didametro
(500 g) para permitir el crecimiento microbiano. Los filtros fueron activados antes de

iniciar el proyecto, con la finalidad de madurar estos.

El sistema de recipientes individuales se instal6 en cada unidad experimental el cual
consistio de 6 recipientes, distribuidos en 2 grupos de 3 niveles cada uno y asentados en
el fondo del acuario. Todos los acuarios tuvieron un sistema de recirculacion tipo air-lift
con un filtro bioldgico de goteo con flujo de agua de 1,5 | min™t. Ademas se instalaron 2

piedras difusoras de aire por acuario por circulacion y oxigenacion del agua (Anexo 5)

2.6. Diseflo experimental
Se empleo el disefio completamente al azar y para el disefio de contrastacion de la
hipotesis se empleo el disefio de estimulo creciente en tres tratamientos experimentales

y un tratamiento control, con seis repeticiones por tratamiento.
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Tabla 1. Disefio experimental.

Tratamientos Especificaciones
Te Dieta sin extracto
T, Dieta con 1,0 g de extracto kg™ de alimento
T Dieta con 1,5 g de extracto kg™ de alimento
Ts Dieta con 2,0 g de extracto kg™ de alimento

Se hizo un experimento previo para evaluar el efecto de inclusion del Extracto
Metanolico de Spatoglossum sp (EMS) y determinar las concentraciones a utilizar en la
alimentacion de los camarones, las concentraciones utilizadas fueron (0,0; 0,5; 1,0y 1,5
g kg! de EMS).

2.7. Elaboracion de extracto metanolico de Spatoglossum sp (EMS)

2.7.1. Recoleccion, identificaciéon y procesamiento de las macroalgas

La macroalga Spatoglossum sp fue recolectada manualmente en la zona
intermareal y submareal de la playa Tortugas (Anexo 6), en la bahia de Tortugas e
identificada con la ayuda de guias taxondmicas (Setchell & Gardner, 1924;
Taylor, 1960; Acleto, 1973).

Las macroalgas recolectadas, se limpiaron con agua de mar, del exceso de arena y
se recolectaron en bolsas de plastico rotuladas con fecha y lugar. Fueron
mantenidos en un cooler con hielo minutos despues de la colecta para evitar su
descomposicion y perdida de metabolitos manteniendose en este estado hasta su
procesamiento en el Laboratorio de Microbiologia y Bioquimica de la

Universidad Nacional del Santa.

En el laboratorio, las macroalgas fueron mantenidas a temperatura ambiente, se
lavaron con agua corriente y agua destilada para eliminar impurezas. Las muestras
se limpiaron con ayuda de un estereoscopio para eliminar las epifitas y otros

organismos animales que pudieran alterar los resultados.
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Las macroalgas se colocaron en una estufa a 40 °C por un periodo de 12 h. Luego
con la ayuda de un molino de mano, se tritur6 y se tamiz6 para obtener una

muestra homogenea de la harina algal (Fig 1).

Recoleccidn, Identificacidony

procesamiento

l Lavado con agua de mar

l Recoleccion del material

Recoleccion en bolsas de
plastico rotuladas (fecha y lugar)

Refrigeracion a -4 °C (Caja de
cooler)

l Material recolectado |

Descongelado (T° ambiente) y limpieza

(agua corriente y destilada).
1

Secado del material macroalgal en oscuridad a

temperatura ambiental x 12 h

l Secado en estufaa 45-50°Cx 2 h

l Molienda del material macroalgal I
(harina)

Fig. 1. Flujograma de la recoleccidn, identificacion y procesamiento de la macroalga

Spatoglossum sp.

2.7.2. Preparacion del extracto metandlico
Se mezcl6 10 g de harina de macroalga con 50 mL de metanol 100 % (Hernandez,
1993), posteriormente se hizo una destilacion de reflujo durante 2 h, el mezclado

se filtr6 con papel filtro y el sobrenadante se depositd en una placa petri
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esterilizada donde se dejo evaporar en una estufa a 40 °C por un periodo de 12 h
(Anexo 7). Los cristales fueron recolectados para ser utilizados en la elaboracion

de la dieta.

2.8. Elaboracion del alimento balanceado

Todos los tratamientos y el control tuvieron la misma cantidad de cada uno de los
insumos utilizados para la preparacion de la dieta (Tabla 2), primero se mezclaron todas
las harinas vegetales, luego se agrego la harina de pescado con un poco de agua tibia
para ser mezclados, se procedid agregar la lecitina de soya libres de sus capsulas al
mismo tiempo los aceites, por ultimo fueron agregados la sal, premix (tabla 3), zeolita y
la melaza, de acuerdo a Tabla 2 (Reyes, 2012), todos los insumos se mezclaron
continuamente hasta que se obtuvo una masa muy uniforme, esta fue dividida en cuatro
parte iguales (bolos de masa), a la cuales fueron agregados las respectivas
concentraciones del EMS para ser mezclado uniformemente. Luego fue peletizado
haciendo uso de un molino de carne manual (Anexo 8) y fueron secados a temperatura

ambiente (Anexo 9).

Tabla 2. Insumos base utilizados en la dieta para camarén C. caementarius (Reyes,

2012).
Insumos %
Harina de pescado 30,00
Harina de soya 21,00
Harina de maiz 16,70
Polvillo de arroz 22,00
Zeolita 2,00
Melaza 3,00
Aceite de pescado 2,00
Aceite de soya 0,50
Aceite de maiz 0,50
Lecitina de soya 1,00
Sal 1,00
Premix minerales y vitaminas 0,30
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Tabla 3. Composicion por Kg. del premix Complexvit utilizado en la dieta
experimental para camardn C. caementarius.

Composicion Contenido(g)
Vitamina A 8
Vit. E 7
Vit. B1 8
Vit. B2 16
Vit. B6 11,6
Vit. B12 0,02
Vit. C 5
Vit. D3 5
Vit. K3 1
Nicotinamina 10
Niacina 6
Biotina 0,3
DL Metionina 20
Pantotenato de calcio 47
Cloruro de Sodio 2,7
Cloruro de Potasio 34
Sulfato de Magnesio 7
Maca 5
Excipientes 1.000

Se emple6 el alimento elaborado segun Tabla 2 con 30 % de proteinas con una racién
diaria al 5 % del peso total y la frecuencia de alimentacion fue dos veces al dia (8:00 y
19:00 h), durante 30 dias.

2.9. Determinacion del namero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos
durante la alimentacion

Durante la alimentacion con la dieta suplementada con extracto metandlico de
Spatoglossum sp antes de la infeccion con Aeromonas sp se determinaron el NTH y

NDH hemocitos tres veces, al inicio (antes del estimulo), a los 15 y 30 dias.
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2.9.1. Extraccion de hemolinfa

Doce horas antes de la toma de muestra de la hemolinfa se suspendi6 la
alimentacion y una vez transcurrido ese lapso se colocaron 3 camarones por 10
min en un recipiente de plastico de 8 L con agua dulce declorada, pre aireada y a

temperatura ambiente segin Rosas et al. (2002).

Los camarones fueron suavemente extraidos del recipiente de aclimatacion y
colocados en una toalla secante con el fin de eliminar el agua en exceso (Rosas et
al., 2002). La hemolinfa fue extraida del seno ventral de los animales vivos

(Anexo 10) usando una jeringa de 1 mL, segln Jussila et al. (1997), En estado C y
Dy’

2.9.2. Procedimiento para la determinacion del Numero total (NTH) y
diferencial (NDH) de hemocitos

El reconocimiento de los tipos de hemocitos se hizo segin Azafiero et al. (2006).
Para la determinacién del NTH y NDH, se extrajo 20 puL de hemolinfa y se
adicion0 a un microtubo (Eppendorf) conteniendo 80 pL de solucion Alsever
modificado a 4 °C, segun Van de Braak. (2002a).

Se utiliz6 una camara de Neubauer y un microscopio Leica DM LS2 de luz

convencional de campo luminoso provisto de contraste de fases (Anexo 11).

EI NTH y NDH fue expresado en 10° cél. mL™, teniendo en cuenta la formula
segun Jussila et al. (1997). Los resultados del NTH y NDH fueron sometidos a
modelo descriptivo de tendencia central (media) y de dispersion (desviacion

estandar).

2.10. Dosis de infeccién

Se realiz6 una previa evaluacion utilizando dos concentraciones 107 y 108 UFC mL™ de

Aeromonas sp (se determind la concentracion de UFC mL™ mediante turbidimetria) y

una repeticion, estas concentraciones fueron inoculadas en el seno ventral a traves de la

base del primer pleépodo del segmento abdominal (Anexo 12). Luego se hizo las

respectivas observaciones, obteniendo 20% y 100% de mortalidad, respectivamente.
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2.11. Activacion de las Aeromonas sp e infeccion de los camarones
Los camarones adultos de C. caementarius luego de haber sido alimentados durante 30
dias con la dieta suplementada con EMS, fueron infectados con Aeromonas sp para

determinar su resistencia, teniendo en cuenta los siguientes pasos:

2.11.1. Activacion de Aeromonas sp

Fue empleada el cultivo de Aeromonas sp aislada de larvas enfermas de C.
caementarius e identificada por sistema microbiolégico automatizado VITEX 2
BIOERIEUX, el cual fue conservada en medio TSA a 4 °C en el laboratorio de

Microbiologia.

La activacion de la bacteria Aeromonas sp se hizo mediante el sembrado en agar
TSA en cuatro frascos de penicilina (Fig. 14), los cultivos fueron incubados por

24 h a 30°C, para ser utilizados a la brevedad posible.

2.11.2. Preparacion del indculo

A partir de los cultivos previamente activados se realizd una suspension en
solucion salina fisioldgica estéril y se determiné la concentracion de UFC mL™*!
mediante turbidimetria, utilizando el tubo N° 3 del Nefelometro de Mc Farland,
(9x108 bacterias mL™) (Anexo 14).

2.11.3. Infeccién con Aeromonas sp
Se utilizé en total 8 acuarios de 35 L y 48 camarones. Se colocaron 6 camarones

por acuario, cada organismo dentro de un recipiente plastico pequefio (Anexo 15).

Los camarones fueron inoculados con 0,050 mL de la suspension de celulas
viables de 5x107 bacterias mL™* de Aeromonas sp en el seno ventral a través de la
base del primer pleépodo del segmento abdominal (Anexo 16), luego fueron
trasladados a los acuarios con agua declorada y aireada para la posterior

evaluacion de la resistencia.

Todos los materiales (frascos de penicilina, jeringas de 1 mL) utilizadas durante la
experiencia fueron depositados en un vaso de precipitacién que contenia alcohol

yodado para desinfectar. Para el caso de los camarones infectados, estos fueron
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sacrificados agregando hipoclorito de sodio a los acuarios, para luego enterrarlos

y asi evitar la contaminacion.

2.12. Evaluacion de la resistencia a Aeromonas sp

La evaluacion de la resistencia se hizo teniendo en cuenta los siguientes parametros:

2.12.1. Supervivencia

La supervivencia se determiné al final del experiencia, se hicieron muestreos de
todos las concentraciones (0,0; 1,0; 1,5y 2,0 g kg de EMS) y sus respectivas
repeticiones a las 12,24, 48 y 72 h después de la infeccion, se extrajo a los

organismos muertos.

Fueron evaluadas algunos cambios, como coloracion del cuerpo vy

comportamiento (nado) en los organismos infectados.

2.12.2. Namero de baterias

El Numero de bacteriasde lahemolinfade los camarones se determind
tomando 0,1 mL de muestra de hemolinfa a partir del seno ventral a través de la
base del primer pleépodo del segmento abdominal. Se analizd tres camarones
por tratamiento con micropipetas, a las 12, 24, 48 y 72 h después de la

inoculacion.

La hemolinfa se trasladé de inmediato a placas de agar TSA con su respectiva
repeticiony las unidades formadoras de colonias (UFC mL™) fueron
contadas después de 24 h de incubacion a 28 °C (Anexo 17). Los resultados

fueron analizados por agrupamiento de los datos de cada tratamiento

2.12.3. Determinacion del Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de
hemocitos

Para la determinacion del NTH y NDH se extrajo 50 uL de una dilucién de 100
pL de hemolinfa y 900 pL de solucién anticoagulante, luego se procedié como se

menciona anteriormente en la determinacion del NTH y NDH.

17



2.12.4. Determinacion de la actividad fenoloxidasa

Para la determinacion de la actividad fenoloxidasa, se inici6 con la preparacion de
la suspension celular, se extrajo 100 uL de hemolinfa y se adicioné a un
microtubo (Eppendorf) conteniendo 900 uL de solucion anticoagulante, luego se
centrifugd a 4 °C x 10 min (900 rpm), después se elimind el sobrenadante y se
resuspendio en 1 mL de Buffer Cacolidato — Citrato, volviendo a centrifugar y
eliminar el sobrenadante, luego se volvié a resuspender en 200 uL de Buffer
Cacolidato. Una vez obtenida la suspension celular, se adicion6 100 pL a un
microtubo por duplicado (para la muestra y el control), luego se procedi6 agregar
50 uL de Trypsina para la muestra y para el control se agregé Buffer Cacolidato
en la misma cantidad, se dejo reposar a 25 — 26 °C x 10, luego se agreg0 50 pL
de L-Dopa, se dejé reposar durante 5 min, por tltimo se agreg6 800 uL de Buffer

Cacolidato, y se realizaron las lecturas a 490 nm (Hernandez- Lopez et al., 1996).

Los resultados de la actividad fenoloxidasa fueron sometidos a modelo descriptivo

de tendencia central (media) y de dispersion (desviacion estandar).

2.13. Calidad fisica y quimica del agua de crianza

Fueron realizados controles semanales de temperatura (termdémetro de mercurio de
+0,1°C de sensibilidad) y el oxigeno (oximetro marca Hanna *0,1). La dureza total,
alcalinidad total y CO> fueron analizados semanalmente segin Fukushima et al. (1982)
(Anexo 19); el amonio y nitrato fue determinado con un kit (kit Nutrafin).

2.14. Limpieza y recambio de agua
La limpieza de los acuarios fue realizada una vez por semana, mediante sifoneo,
retirando los desechos solidos del fondo, utilizando una manguera de pléstico de 3 mm

de diametro, reponiendo el agua que se extrae y los recambios de agua fueron al 50 %.

El alimento no consumido y los productos solidos de excrecion fueron extraidos con

sifon a la primera hora de la mafana.
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2.15. Anélisis estadistico de los datos

Para el disefio estadistico se empled el disefio completamente al azar. Fue aplicada el
analisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre promedios. Para
comparar si existian o no diferencias significativas entre tratamientos y el control, se
aplico la prueba Tukey, en ambos casos se empleé el nivel de significancia de 0,05
utilizando el programa SPSS version 19.0. Se construyd figuras para la composicion
hemocitaria para comparar cada uno de los tratamientos. Todos los datos fueron

expresados en medias con su respectiva desviacion estandar.
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1. RESULTADOS

Todos los muestreos fueron realizados en condiciones similares, cada camarén fue
muestreado sélo una vez durante el experimento.

3.1. Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos

NTH y NDH fueron determinados durante 30 dias de alimentacion, se muestran en la

tabla 4.

Tabla 4. Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos de machos adultos de
C. caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS.

biag  TIPODE EMS (g kg*)
HEMOCITO 0 1.0 15 2,0
G 6,079 £0,320°  6,97940,320° 6,979 +0,320° 6,979 £0,320°
SG 10,125 +0,536° 19,125 +0,536°  19,125+0,536* 19,125 +0,536
O 4 1,688 £0,282° 1,688 +0,282°  1,688+0,282° 1,688 £0,282°
NTH 27,792 £0,631% 27,792 £0,631* 27,792 20,631° 27,792 0,631
G 5,000 20,657 5,146 £0,644° 10,708 +1,036° 9,000 £0,932"
SG 21,875+0,008¢ 30,688 £1,224° 68,563 +1,030° 49,583 £2,238"
Loy 1,313+0,190° 1,458 £0,323°  2,708+1,002° 3,729 +1,008"
NTH 28,188 +0,710° 37,292 +0,828° 81,979 +1,880° 62,313 +1,262"
G 5875+1,126" 6,167 +1,060° 12,104 +1,171° 5750 £0,894
SG 21,438 +1,565 36,563 +0,879° 93,167 +1,855¢ 76,521 +1,026"
0y 1,896 £0,668° 1,167 0,129  2,208+0,065  1,1250,112"
NTH 29,208 £1,128° 43,896 +1,426° 107,479+2,322° 83,396 £1,833"

Promedio * desviacion estandar
Las diferentes letras por fila denotan diferencia significativa (p<0,05)
G: Granulocitos; SG: Semigranulocitos; H: Hialinos; NTH: Numero total de hemocitos

El nimero total de hemocitos (NTH) de C. caementarius al inicio, fue de

27,792+0,631x10° cél. mL™* para todos los tratamientos. A los 15 y 30 dias todas las

concentracion de EMS mostraron aumento significativo, siendo mayor el NTH para
lo concentraciones de 1,5 (81,979+1,880 x10° - 107,479+2,322 x10° cél. mL™)
seguido de 2,0 g kg de EMS (62,313+1,262x10° - 83,396+1,833 x10° cél. mL 1) y
1,0 (37,292+0,828 x10° — 43,896+1,426 x10° cél. mL™?) (Fig. 2).
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Fig. 2. NUmero total de hemocitos (NTH) x 10° cél. mL™? de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS a
través del tiempo.

El nimero diferencial de hemocitos (NDH) varia en relacién a las concentraciones
utilizadas (Anexo 18). En todas las concentraciones los hemocitos granulosos o
granulocitos (G) fueron los que se encontraron en cantidades intermedias (Fig. 3).
Los hemocitos semigranulosos o semigranulocitos (SG) en todos los casos
constituyen los mas numerosos, los cuales aumentan para todas las
concentraciones de EMS (Fig. 4). Los hemocitos hialinos o hialinocitos (H)

fueron los que se encontraron en menor cantidad (Fig. 5).
En lo que respecta al NDH, al inicio, los G, SG y H fueron de 6,979+0,320 x10°

cél. mL? (25,11 %), 19,125+0,536 x10° cél. mL™ (68,82 %) y 1,688+0,282 x10°

cél. mLt (6,07 %) respectivamente.
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Fig. 3. Nimero de hemocitos granulocitos x 10° cél. mL™? de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS a
través del tiempo.

Los G se encontraron en cantidades intermedias con 1,5 g kg* de EMS (Fig. 3)
(10,708+1,036 x10° cél. mL™Y); 2,0 g kg de EMS (9,00+0,93 x10° cél. mLY) y
1,0 g kg de EMS (5,14+0,64x10° cél. mL™?), a los 15 dias, de igual manera y a
los 30 dias con 1,5 g kg de EMS (12,10+1,17 x10° cél. mL™?); 2,0 g kg™ de EMS
(5,75+8,94 x10° cél. mL?Y) y 1,0 g kg de EMS (6,167+1,06 x10° cél. mL™).
Ademas en los camarones alimentados con 1,5 g kg! de EMS se observo

diferencias significativas entre los 15 y 30 dias.

Los SG se encontraron en cantidades elevadas en todas las concentraciones (Fig.
4), siendo significativamente alto (p<0,05) con 15 g kg' de EMS
(68,563+1,030x10° cél. mL™Y) seguido por 2,0 g kg de EMS (49,583+2,238 x10°
cél. mL1) y 1,0 g k! de EMS (30,688+1,224 x10° cél. mL™?). De igual manera a
los 30 dias, aumentan para la concentracion de 1,5 g kg™ de EMS (93,167+1,855
x10° cél. mL1) y seguido por 2,0 g kg de EMS (76,521+1,026 x10° cél. mL™?) y
1,0 g kg de EMS (36,563+0,879 x10° cél. mL™). Ademas se observo diferencias

significativas a los 15 y 30 dias en todas las concentraciones de EMS (Anexo 23).
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Fig. 4. Numero de hemocitos semigranulocitos x 10° cél. mL™ de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS a
través del tiempo.
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Fig. 5. Nimero de hemocitos hialinocitos x10° cél. mL™* de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS a
través del tiempo.
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Los H a los 15 dias se encontraron en pequefias cantidades en todas las
concentraciones (Fig. 5); 1,0 (1,458+0,323 x10° cél. mL™?), 1,5 (2,708+1,002 x10°
cél. mLY), y 2,0 g kg de EMS (3,729+1,008 x10° cél. mL™), de igual manera, a
los 30 dias con 1,0 (1,167+0,129x10° cél. mL™Y), 1,5 (2,208+0,065x10° cél. mL™Y),
y 2,0 g kg de EMS (1,125+0,112x10° cél. mL™).

3.2. Evaluacién a la resistencia a Aeromonas sp

3.2.1. Supervivencia

La superviven para los alimentados con 1,5 g kg de EMS fue 100,00 + 0,00%,
con 2,0 g kgt de EMS fue 99,50 + 0,71 %, y con 1,0 g kg'lde EMS fue 97,50 +
0,71 %y para el grupo control fue 97,00 £1,41.

Se observaron ciertas manifestaciones postinfeccion con Aeromonas sp en
algunos ejemplares adultos machos de C. caementarius, durante las 0, 12, 24, 48 y
72 h, presentaron un ligero oscurecimiento en el cuerpo a las 12 y 24 h de la
infeccion, asi mismo se observaron el cuerpo ligeramente encorvados a partir de
las 24 h Para, se mostraron poco activos frente al tacto. Estas manifestaciones

fueron frecuentes en el grupo control que en los alimentados con EMS,

3.2.2. Numero de bacterias
El nimero de bacterias en la hemolinfa (UFC mL™) de C. caementarius varian en
relacién a las concentraciones utilizadas y tiempos de exposicion (12, 24, 48y 72

h) después de la infeccion (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de bacterias (x10® UFC) en hemolinfa de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a las
12, 24, 48 y 72 h después de la infeccion con Aeromonas sp.

TIEMPO (h) o EMS (@ k) . 20
12 2,233+0,029°  2,000+0,087° 1,917 #0,115° 1,083 £0,058°
24 4,050 +0,087° 4,500 +0,087% 3,550 +0,132° 3,883 +0,071°
48 9,900 40,0878  2,500+0,050° 1,067 0,115° 2,517 +0,126"
72 9,400 0,087 13,017 0,058 0,817 +0,029¢ 2,317 +0,058°

Las diferentes letras por fila denotan diferencia significativa (p<0,05)
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Para la concentracion de 0,0 y 1,0 g kg de EMS, el niimero de bacterias fueron
aumentando mientras aumentaba el tiempo de exposicion, las UFC aumentaron de
2,233 x10% UFC mL™! (12 h) hasta 9,400 x103 UFC mL™ (72 h) y de 2,000 x103
UFC mL? (12 h) hasta 13,017 x10° UFC mL?! de hemolinfa (72 h)

respectivamente.
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Fig. 6. Namero de bacterias (x10° UFC) en la hemolinfa de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a
las 12; 24; 48 y 72 h después de la infeccién con Aeromonas sp, a las 12; 24; 48 y
72 h.

A diferencia de 1,5y 2,0 g kg™ de EMS donde aumentaron hasta las 24 h'y luego
disminuyo a las 48 y 72 h de exposicion, las UFC aumentaron de 1,917 x10® UFC
mL? (12 h) hasta 3,550 x10° UFC mL? (24 h) y 1,083 x10® UFC mL* (12 h)
hasta 3,883 x10° UFC mL™ (24 h), respectivamente; para luego disminuir el
nimero de bacterias hasta 0,817 x10° UFC mL? (72 h) y 2,317 x10® UFC mL™*
(72 h), respectivamente (Fig. 6).
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3.2.3. Determinacion del numero total (NTH) y diferencial (NDH) de
hemocitos después de la infeccién

ElI NTH y NDH después de la infeccion con Aeromonas sp se muestran en el
Tabla 6, los cuales se realizaron a las 12, 24, 48 y 72 h, en todas las
concentraciones (0,0; 1,0; 1,5y 2,0 g kg™ de EMS).

Tabla 6. Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos de C. caementarius
alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a las 12; 24; 48 y
72 h después de la infeccion con Aeromonas sp.

ors LG S
0 1,0 1,5 2,0
G 5875+1,126" 6,167 +1,060° 12,104 +1,171* 5,750 +0,894"
SG 21,438 +1,565° 36,563 +0,879° 93,167 1,855 76,521 +1,026°
° H 1,896 +0,668* 1,167 0,129 2,208 +0,065° 1,125 +0,112°
NTH 29,208 +1,128% 43,896 +1,426° 107,479 +2,322* 83,396 +1,833"
G 1,042 £0,072* 1,000 £0,125* 1,042 +0,072* 1,000 +0,000%
SG 1,417 £0,191° 1,250 +0,000° 2,125 +0,250° 1,375 +0,125°
12 H 1,083 £0,144* 1,042 £0,072° 1,042 £0,072° 1,125 +0,125%
NTH 3542+0,191° 3,292+0,144°  4,208+0,315% 3,500 +0,250"
G 1,000 £0,000* 1,083 £0,191* 1,208 £0,072° 1,167 +0,191°
SG 1,375 +0,217° 1,417 +0,072° 2,458 +0,591° 1,583 +0,144°
24 H 1,000 £0,000* 1,083 £0,072* 1,167 +0,191* 1,208 +0,144%
NTH 3375+0,217° 3583+0,144°  4,833+0,564° 3,958 +0,260°
G 1,083 £0,072° 1,042 £0,072° 2,292 +0,072¢ 1,833 +0,072°
SG 1,250 +£0,125¢ 1,750 +0,000° 6,333 £0,191° 4,625 +0,125"
48 H 1,083 £0,072* 1,125 +0,125? 1,417 £0,260° 1,292 +0,072%
NTH 3,417 +0,191° 3,917 +0,144° 10,042 +0,144®° 7,750 +0,125"
G 1,167 £0,072° 1,417 £0,144° 4,375 +0,125* 2,875 +0,000°
SG 1,750 £0,000¢ 2,500 +0,217° 16,000 +0,250° 8,292 +0,191°
& H 1,167 £0,072° 1,167 £0,072° 2,292 +0,260° 1,708 +0,144°
NTH 4,083 £0,144% 5,083 £0,260° 22,667 +0,591* 12,875 +0,331°

Promedio + desviacién estandar

Las diferentes letras por fila denotan diferencia significativa (p<0,05)

G: Granulocitos; SG: Semigranulocitos; H: Hialinos; NTH: Numero total de hemocitos
Inoculados con 0,05ml de suspension de 5x107 CFU.ml* de Aeromonas sp
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En C. caementarius, después de la infeccion con Aeromonas sp (Fig. 7),alas 12y
24 h se presentaron bajas concentraciones del NTH para todas las
concentraciones. A las 48 y 72 h se observé un aumento significativo (p<0,05)
para 1,5 g kg de EMS con 10,042 +0,144 x10° y 22,667 +0,591 x10° cél. mL™,
respectivamente, seguido por 2,0 g kg de EMS con 7,750 0,125 x10° y 12,875
+0,331 x10° cél. mL™?, respectivamente. A diferencia del control y 1,0 g kg de
EMS que no mostraron variacion con 3,375+0,217 x10° — 4,083+0,144 x10°y
3,917+0,144 — 5,083+0,260 x10° cél. mL™?, respectivamente.

EMS (g kg?) m0 m10 ml5 =20
110

100
90
80
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NTH (x10° cél. mL™1)

40
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20
10

0 12 24 48 72
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Fig. 7. Namero total de hemocitos (NTH) x 10° cél. mL* de machos adultos de C.
caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a
las 12; 24; 48 y 72 h despues de la infeccién con Aeromonas sp.
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Fig. 8. Numero diferencial de hemocitos (NDH) de machos adultos de C. caementarius
alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a las 12; 24; 48 y
72 h después de la infeccién con Aeromonas sp. A: Granulocitos; B: Semigranulocitos;
C: Hialinocitos.
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En C. caementarius, a las 12 y 24 h de la infeccion, no se observa una gran
variacion en ninguno de los tres tipos de hemocitos (Fig. 8).

A las 48 y 72 h, se observd un aumento significativo, para los tres tipos hemocitos
G, SG y H, en los alimentados con 1,5y 2,0 g kg'* de EMS; siendo los hemocitos
SG quienes presentaron un mayor aumento pasado las 48 y 72 h; mientras que los
alimentados con 2,0 g kg de EMS y el grupo control no presentaron una notoria

variacion de los tres tipos de hemocitos.

3.2.4. Determinacion de la actividad fenoloxidasa
En la Tabla 7 se muestran los valores de actividad fenoloxidasa (PO) para las
concentraciones con 0,0; 1,0; 1,5y 2,0 g kg™ de EMS a las 12; 24; 48 y 72 h de

infeccion.

Tabla 7. Actividad fenoloxidasa (Dopacromo/50ul de hemolinfa) en la hemolinfa de
machos adultos de C. caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes
concentraciones de EMS, a las 12, 24, 48 y 72 h después de la infeccién con Aeromonas

sp.
1
HORAS CONTROL (0) 1,0 e 15 2,0
12 0,0037 +0,0012°  0,0020 +0,0000°  0,0130 +0,0010*  0,0083 +0,0015°
24 0,0103 +0,0006*  0,0053 +0,0025°  0,0107 +0,0006*  0,0057 +0,0007°
48 0,0113 +0,0006°  0,0080 +0,0010¢  0,0277 +0,0006*  0,0160 +0,0000°
72 0,0100 +0,0010°  0,0137 +0,0006°  0,0563 +0,0015*  0,0280 +0,0035°

Promedio + desviacion estandar
Las diferentes letras por fila denotan diferencia significativa (p<0,05)

Existe una gran variacion en la actividad PO de los organismos en todas las
concentraciones (Fig. 9), la misma se hace muy notoria en los alimentados con 1,5
y 2,0 g kg de EMS que tuvieron un aumento significativo (p<0,05) a las 48 y 72
h después de la infeccion con Aeromonas sp, mientras que los alimentados con 1,0

g kg de EMS y el grupo control presentaron los menores valores.
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Fig. 9. Determinacion de la actividad fenoloxidasa (PO) (Dopacromo/50ul de
hemolinfa) en la hemolinfa de machos adultos de C. caementarius alimentados durante
30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a las 12; 24; 48 y 72 h después de la
infeccion con Aeromonas sp.

3.3. Calidad fisica y quimica del agua de crianza

Los parametros de calidad de agua de las unidades experimentales mostraron promedios
aceptables, donde la temperatura fue de 24,75 + 0,5 °C, el oxigeno disuelto fue de 5,12
+ 0,44 mg L, el CO; fue de 15 + 0 mg L, la dureza fue de 106,5 + 0,5 mg L%, la
alcalinidad fue de 40 mg L%, el NO_ fue de 0,19 + 0,05 mg L'y NH;3 fue de 0,12 + 0,06
mg L, no encontrandose diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
(P>0,05).
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V. DISCUSION

4.1. Determinacion del namero total y diferencial de hemocitos durante la
alimentacion

EI NTH y NDH circulantes en crustaceos reaccionan a diferentes factores estresantes y
enfermedades (Johansson et al., 2000), sin embargo, el NTH en la circulacion periférica
varia en los diferentes especies, sexo, procedencia, condiciones de laboratorios, métodos
de conteo, calidad del agua (Gelibolu et al., 2009), alimento, sustancias estimulantes
(Takahashi et al., 1998; Chotigeat et al., 2004; Campa et al., 2005; Cavalcante et al.,
2007; Manilal et al., 2009; Flores, 2010) y estados de muda (Jussila, 1997). EI NTH
basal en machos adultos de C. caementarius procedentes del rio Pativilca fue 27, 792
x10° cél. mL* valor cercano a lo reportado por Azafiero et al. (2006) de 25,50 x10° cél.
mL? en hembras de la misma especie procedentes del rio lacramarca, resultados
similares fue reportado por Gelibolu et al. (2009) 21,643x10° cél. mL™* en machos de
Callinectes sapidus. Existe variacion del NTH en las diferentes especies de crustaceos,
Chotikachinda et al. (2008) reportan en L.vannamei recuentos de 81x10° cél. mL™%, no
obstante, algunos estudios muestran diferencias entre la misma especie de crustaceos
como en P. monodon. Traifalgar et al. (2013) reportd 150x10° cél. mL?! vy
Sritunyalucksana et al. (2005) reporté 83x10° cél. mL™. Las diferencias encontradas con
respecto al NTH, pueden deberse segun Vazquez et al. (1998) a ciertos factores tanto
ambientales como fisioldgicos, los que contribuyen de manera importante en la
inmunidad de estas especies. Asi mismo, a las caracteristicas propias y a las diferentes
maneras de responder del sistema inmune de cada especie, segin Bachere et al. (1995),
el conteo de hemocitos permite analizar los efectos de factores del ambiente o
condiciones alimentarias que pueden inducir a estrés o a deficiencias metabdlicas; Por
lo tanto el NTH es util como un potencial indicador del estado inmune del camarén
(Manilal et al., 2009).

El incremento del NTH a los 30 dias (Fig. 2) con 1,5 g kg™ de EMS fue 107,79 x10° cél.
mL?, siendo significativamente mayor (p<0,05) que con 2,0 g kg?! de EMS (83,396
x10%cél. mL™?) y 1,0 g kg de EMS (43, 896 x10° cél. mL™). Estos resultados sugieren
que de alguna manera el EMS tiene la capacidad para estimular la proliferacion de los

hemocitos en la especie, esto probablemente porque un receptor en la superficie del
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hemocito reconoce una molécula de inmunoestimulante, se rompe el equilibrio
metabdlico y la respuesta celular oxidante y antioxidante promueve la produccion de
promotores como citocinas, las cuales pueden estimular el incremento de hemocitos
circulantes (Rendon & Balcazar, 2003); por tal motivo, se espera genere una respuesta
inmune més fuerte contra los patdgenos potenciales (Mufioz et al., 2000). Sin embargo
el EMS como estimulante de la proliferacion de hemocitos puede llegar a niveles de
saturacion a concentraciones superiores a 2,0 g kg, obteniéndose una disminucion en la
proliferacion de hemocitos al incrementar la concentracion. Por lo tanto la dosis dptima
es vital para no desgastar al organismo y el tiempo de aplicacion debe ser antes de la
infeccion, para una eficaz respuesta inmune (Montesdeoca et al., 2002), ademas si la
dosis es muy alta o inadecuada llegaria a causar toxicidad o disminucién en la

proliferacion de los hemocitos (Smith et al., 2003).

Por otro lado, el NTH con 1,5 g k! de EMS fue 2,94 veces mayor con respecto al
control (81, 979 x10°y 27,792 x10° cél. mL™?, respectivamente). Traifalgar et al. (2013)
reportaron el NTH con 2,0 g kg (260 x10°y 120 x10° cél. mL™, respectivamente) de
polisacérido sulfatado de Fucus vesiculosus en P. monodon fue 2,2 veces mayor con
respecto al control a los 15 dias de alimentacion. ElI aumento de los hemocitos nos
indica que el EMS cumple la funcién de inmunoestimulante. De igual manera
Chotikachinda et al. (2008) reportan en L. vannamei recuentos del NTH con 2,0 g kg
de pared celular de levadura inactiva, fue de 1,61 veces mayor con respecto al control
(130,8 x10° y 81x10° cél. mL?, respectivamente). Asi mismo Sritunyalucksana et al.
(2005) reportan en P. monodon recuentos del NTH con 40 mg kg de extracto de
levadura después de 30 dias de alimentacién, fue de 1,34 veces mayor con respecto al
control (111 x10°y 83 x10° cél. mL, respectivamente). Estos fueron bajos comparados
con el recuento del NTH con 1,5 g kg de EMS (107,479 x10° cél. mL™Y), que fue 3,86
veces mayor con respecto al control. Por tanto, se sugiere que la alimentaciéon con 1,5 g
kgl de EMS aumenta la proliferacion de hemocitos, y Le Moullac et al., (1998)
considera que el camaron con un alto nimero de hemocitos resiste mejor a la infeccion,
por consiguiente aumenta la respuesta inmunologica y resistencia frente a patdgenos en

los camarones.

El NDH basales como los G (25, 11%; 6,979 x10° cél. mL?) SG (68,82%; 19,125x10°

cél. mL™Y) y H (6,07%; 1,688x10° cél. mL™) en machos adultos de C. caementarius
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fueron valores cercanos a lo reportado por Azafiero et al. (2006) en hembras de la
misma especie (41,33% , 10,54 x10° cél. mL; 53,77% , 13,71 x10° cél. mL%; 4,90%
1,25 x10° cél. mL?, respectivamente), en machos de Callinectes sapidus la
concentracion de G (38,18%; 8,263 x10° cél. mL™?) SG (51,91%; 11,235 x10° cél. mL™?)
y H (9,91%; 2,144 x10° cél. mL™?) presentaron valores similares a lo reportado por
Gelibolu et al. (2009). En Fenneropenaeus indicus el porcentaje relativo de los
hemocitos H fue aproximadamente 10-15%, en los hemocitos G y SG fueron 20-25% y
60-65%, respectivamente (Kakoolaki et al., 2010). Estos valores difieren con lo
aportado por Cheng et al. (2005), los que examinaron hemocitos de L. vannamei, siendo
los hemocitos H los mas altos con el 72,64 % (283,5 x10° cél. mL™) de los hemocitos
circulantes, mientras que los hemocitos SG y G representaron el 13,45 % (52,5 x10° cél.
mL7Y) y 13,91 % (54,3 x10° cél. mL™?), respectivamente. Hose et al. (1992), reporta que
en Sicyonia Ingentis, los hemocitos H comprende el 50-60 % de los hemocitos
circulantes, mientras que el hemocitos SG y G representd el 30 % y 10 %,
respectivamente. Los hemocitos H de M. rosenbergii posee el 70 % de hemocitos
(Vazquez et al., 1997), y en la langosta Homarus americanus y el cangrejo
Loxorhynchus grandis, los hemocitos SG fueron los més altos alcanzando més de 60 %
de la nimero total de células (Hose et al., 1990).

Los porcentajes en los tipos de hemocitos de las especies de crustaceos antes descritas
podria ser consecuencia de factores ambientales, fisioldgicos, nutricionales y sanitarios,
en nuestro caso las condiciones ambientales durante el experimento se mantuvieron los
parametros fisicos, quimicos y de calidad del agua dentro de los intervalos propuestos
por Brock & Main, (1994). Asi, algunos autores reportan que en la mayoria de los
trabajos experimentales de cultivo se han realizado con temperaturas que oscilaron entre
los 20 °C y 25 °C (Norambuena, 1977; Viacava et al., 1978; Sanzana & Baez, 1983;
Guadalupe, 1985; Rivera et al., 1987; Morales, 1997); los valores oxigeno disuelto que
sugieren trabajar deben ser con altas concentraciones (Guadalupe 1985; Rocha, 1985),
pero sobre todo estos deben ser superiores a 5 mg L™ (Rojas et al., 2005); y en términos
generales los valores para amonio, nitritos y nitratos deberian estar por debajo de 0,15;
0,25 y 4,0 ppm (Guadalupe, 1985). Por todo ello, se puede afirmar que en el sistema
experimental, los parametros ambientales fueron adecuados manteniéndose en el rango

normal para el camarén.

33



La alimentacion con el EMS, estimularon la proliferacién de hemocitos SG en C.
caementarius, estando directamente relacionado con el incremento del NTH (Fig. 4),
cuya concentracion fue incrementando durante los 30 dias de alimentacidn, siendo
significativamente mayor (p<0,05) con 1,5 g kg* de EMS (93,167 x10° cél. mL™),
seguido por 2,0 g kg de EMS (76,521 x10° cél. mLY), y 1,0 g kg de EMS (36,563
x10° cél. mL™). Estos resultados sugieren que la alimentacion con EMS favorece la
proliferacion de hemocitos SG. Asi, Johansson et al. (2000), Menciona que los
hemocitos SG son sensible, encargadas de reconocer y responder ante células invasoras
para luego atacar desplegandose en la superficie del invasor, se ha observado que estas
células son las que reaccionan ante los polisacaridos microbianos como los
lipopolisacaridos (LPS) y B-1,3 glucanos, con una respuesta de degranulacion, siendo
posible que el aumento pueda proteger a los camarones de una invasion de
microorganismos, ya que a su vez los hemocitos SG son las principales células que
intervienen en la reaccion de encapsulacion (Johansson et al., 2000), fagocitosis
(Vazquez et al., 2009; Aguirre et al., 2009) y la actividad profenoloxidasa (proPO)
(Hose et al., 1990). Esto concuerda con las investigaciones de Cerenius et al. (2004),
quienes establecen que los hemocitos SG son los que reaccionan primero en la respuesta

inmune.

El EMS, también estimul6 la proliferacién de hemocitos G en C. caementarius (Fig. 3),
obteniendo la méas alta concentracion con 1,5 g kg de EMS durante los 30 dias de
alimentacion (12,104 x10° cél. mL™?), seguido por 1,0 g kg de EMS (6,167 x10° cél.
mL?); a diferencia de 2,0 g kg* de EMS (9,0 x10° cél. mL™1), que disminuyo (5,750
x10° cél. mL?) a los 30 dias de alimentacion, estos resultados sugieren que los
hemocitos G tardan en proliferar, sin embargo, pueden inducir la liberacion de
moléculas inmunoefectoras, entre las cuales las moléculas del sistema proPo y
moléculas toxicas y microbicidas (Johansson et al., 2000; Hose et al., 1990) ante una

invasion de microorganismos.

Por otro lado, la alimentacion con 1,0 g k' EMS no estimularon la proliferacion de los
hemocitos H (Fig.5) disminuyendo en la relacion al control. A diferencia con 1,5 g kg
de EMS fue de 2,708 x10° cél. mL™, manteniéndose hasta los 30 dias (2,208 x10° cél.
mL?), y con 2,0 g kg? de EMS aumento a los 15 dias (3,729 x10° cél. mL™), y

disminuyo a los 30 dias (1,125 x10° cél. mL1). La disminucion de los H en machos
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podria deberse al estado de muda, ya que los muestreos se realizaron en los estados de
muda C y D1, Cheng et al. (2003) en M. rosebergii determinaron baja cantidad de
hemocitos H en estado de intermuda. Los SG y G son células principales que proliferan
en el tejido hematopoyético, estas encapsularian células infectadas y hemocitos
desgastado (Xionghui & Sdderhall., 2011 y Destoumieux et al., 2000), Hose et al.,
(1990) observa que los SG son 60% con respecto a las demas células (por tal razon en
nuestra experiencia en machos adutos de C. caementarius observamos que las células
SG son mayores que los H en todos las concentraciones; sin embargo, segun
Montesdioca et al. (2002) observo que las H son una pieza clave en el mecanismo
defensa frente a una infeccion antiviral, estos se incrementan cuando la infeccion es

controlada.

4.2. Evaluacion a la resistencia

El porcentaje de mortalidad va depender del tipo de cepa, dosis bacteriana con la que
sera infectado el organismo y la resistencia a los agentes patdgenos puede estar
relacionada con las diferentes especies, estadio de desarrollo y las condiciones
presentadas durante el bioensayo (Trujillo et al., 2005; Morales & Cuéllar-Anjel, 2008).
Segn Win Fu et al. (2006) han observado que en adultos de L. vannamei infectados
con V. alginolyticus a una dosis de 2x108 UFC mL* presentaron una supervivencia de
95% para el control y 98% para los alimentados con 2,0 g kg™ de extracto de agua
caliente de Gelidium amansii; Segan Trujillo et al. (2005) en juveniles de L. vannamei
infectados a una dosis de 10’ UFC mL™ de Vibrio sp y V. parahaemolyticus reportaron
supervivencia de 65% y 93%, respectivamente, y Selvin et al., (2011) reportaron en
juveniles de P. monodon alimentados con 1,0 g kg de extracto de U. fasciata frente a
una infeccion con V. fischeri una supervivencia de 60% a una dosis de 108 UCF
camarén™ y 100% a una dosis de 10’ UCF camaron,y frente a una infeccion con V.
harveyi, V. alginolyticus y Aeromonas sp una supervivencia de 100% a una dosis de
108 UCF camardn™. Sin embargo Sung et al. (2000b) reporté 100% de mortalidad en
juveniles de M. rosenbergiie a una dosis de 10’ cél. Camaron™ y 95,5% de mortalidad a
una dosis de 106 cél. Camaron frente infeccion con A. veronii, en esta experiencia no
se aplico ningun imnunoestimulante. En el estudio, se obtuvo 100% de supervivencia
para los alimentados con 1,5 g kgt EMS y 97% para el control, no se produjo

mortalidad significativas durante la experiencia, por consiguiente estos resultados
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sugieren que los organismos estuvieron influenciados por EMS, siendo estos mas

resistentes a la infeccioén por Aeromonas sp.

En machos adultos de C. caementarius después de la infeccién con Aeromonas sp, se
obtuvo ligero oscurecimiento en el cuerpo a las 12 h y 24 h, asi mismo un cuerpo
ligeramente encorvado a partir de las 24 h mostrandose poco activo frente al tacto, estas
manifestaciones fueron frecuentes en el grupo control que en los alimentados con EMS.
Segun (Conroy & Conroy, 1990) los cambios de comportamiento de los camarones
infectados por bacterias se presentan a medida que la infeccion progresa, con
movimientos natatorio desorientado o irregulares, a menudo constituye una de los
primeras manifestaciones, asi mismo (Morales & Cuéllar-Anjel, 2008) encontraron los
camarones que presentan movimientos fuertes pueden hacerlo por horas hasta que se
vuelven demasiado débiles. Por ello podriamos asumir que los organismos alimentados

con EMS son resistentes ante Aeromonas sp que el control.

En la experiencia, es notorio que la concentracién de Aeromonas sp inyectadas en los
camarones del grupo control y en los alimentados con EMS de 1,0 g kg*, aumentaron
en relacion al tiempo de exposicion, las UFC se incrementaron de 2,233 x10® UFC mL?
a las 12 h hasta 9,400 x10° UFC mL™* a las 72h y de 2,000 x10® UFC mL™ a las 12h
hasta 13,017x10® UFC mL™ de hemolinfa a las 72h respectivamente, debido que el
control no fue alimentado con EMS, y el tratamiento con 1,0 g kg* de EMS no fue
suficiente como para estimular la remocién de estos patdgenos; mientras que con 1,5y
2,0 g kg! de EMS, donde la UFC mL™ disminuyen a las 48 y 72 h de exposicion;
siendo las UFC de 1,917 x10° UFC mL? a las12 h hasta 3,550 x10® UFC mL™ a las 24
h y 1,083 x10® UFC mL? a las 12 h hasta 3,883 x10® UFC mL* a las 24 h,
respectivamente; para luego disminuir la concentracion de bacterias a 0,817 x10° UFC
mL?ty 2,317 x10® UFC mL™ a las 72 h, respectivamente, lo que hace evidente que la
inclusion de EMS en los tratamientos tienen efecto positivo en la disminucién de las
UFC mL* de bacterias, sobre todo en los alimentados con una concentracion de 1,5 g
kg! de EMS, siendo esta en la concentracion a la cual observo tal disminucion
bacteriana en relacion con el NTH y NDH, en otros decapodos, tal disminucion es
asociado con la disminucion rapida y significativa del nimero de hemocitos circulantes
(Tyson & Jenkins, 1973; Smith & Sdéderhall, 1983; Martin et al., 1993), como en
Sicyonia ingentis (Martin et al., 1993) y P. monodon (Sung et al., 1996).
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Cuando el cuerpo de un crustaceo es invadido por un gran nimero de microorganismos,
en el caso de bacterias, pueden ser removidos directamente por fagocitosis, mientras que
muchos otros se confinan a nddulos o grupos de células (Sung et al., 2000a, 2000b;
Morales & Cuéllar-Anjel, 2008). En respuesta a la presencia de los tejidos infectados, se
ha sugerido que algunos hemocitos pueden migrar a los tejidos conectivos (Sahoo et al.,
2007), los senos sanguineos entre los tubulos hepatopancreaticos y las branquias (Sung
& Song, 1996). Johnson (1987), ha sugerido que en algunos tejidos, los fagocitos
pueden ser originados por los hemocitos circulantes, por lo que se cubren distintas areas
de accién de los mecanismos de defensa, y es gracias a esto que se hace posible la
disminucion de la presencia de los patdgenos detectados; esto estaria ocurriendo con los
camarones alimentados con 1,5y 2,0 g kg™ de EMS, al existir un estimulo inmunitario
tendrian una mayor efectividad en detectar y eliminar los microorganismos extrafios en
la hemolinfa de C. caementarius. Pero, sin duda, en C. caementarius alimentados con
EMS, el proceso fagocitico se ve incrementado, lo cual se ve reflejado en una
disminucion de la concentracion de bacterias a las 72 h de infectados, reforzado esto
segun lo mencionado por Rivera et al. (2002) que menciona que los polisacéridos
procedentes de macroalgas pardas, incluyendo el alginato de sodio que posee
Macrocystis pyrifera y Lessonia nigrescens, polisacaridos sulfatados de S. polycystum
(Chotigeat et al., 2004) y extractos de S. glaucescens (Ghaednia et al., 2011), todos
muestran efectos positivos en la resistencia de los camarones contra las infecciones de
patdgenos, activando diversos mecanismos dentro de ellos el nimero de hemocitos y
por ende la fagocitosis.

En C. caementarius, después de la infeccion con 5x107 bacterias mL™* de Aeromonas sp,
se observo una coloracion oscura la cual iba aclarando al pasar las horas, lo mismo que
el hepatopancreas se tornd oscurecida (pigmentacion oscura o melanizacion) como
resultado de la liberacion de los compuestos inmuno efectores presentes en las células
hemociticas (Cerenius et al., 2004); estando asociado con una respuesta inflamatoria de
hemocitos que abandonan la circulacion y migran al sitio de la inyeccion (Van de Braak
et al., 2002Db).

En C. caementarius, a las 12 y 24 h después de la infeccion con Aeromonas sp, presentd
valores bajos del NTH para todos los tratamientos estudiados (Tabla 7), probablemente

una de las razones de la disminucién del NTH a las 12 h en la hemolinfa es que después
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de la inoculacion los hemocitos se estarian infiltrando en la zona de inoculacion. Segun
Johansson et al. (2000) EI nimero de hemocitos libres en la hemolinfa puede disminuir
drasticamente durante una infeccién como resultado de su infiltracion en los tejidos
infectados y su utilizacion en la formacion de nddulos y encapsulacion asi los nuevos
hemocitos requieren ser producidos y liberados en la circulacion a partir de los tejidos
hematopoyéticos (Johansson et al., 2000; Van de Braak et al., 2002a).

Las bajas concentraciones del NTH en hemolinfa de C. caementarius después de la
infeccion con Aeromonas sp se mantuvo durante las 72 h con 1,0 g kg de EMS y en el
tratamiento control (Fig. 7), posiblemente porque en estos el mecanismo esté poco
estimulado, y segun Johansson et al. (2000), las bajas concentraciones del NTH se
atribuyen a las diferentes actividades de defensa, la migracion de hemocitos en el sitio
de la inyeccion representa una reduccion de la concentracion de células en la hemolinfa.
Por otra parte, los hemocitos pueden dejar la circulacion después de la fagocitosis y
entrar en el corazén, el tejido conectivo, las branquias u otros senos hematicos
(Johansson et al., 2000). Asimismo, de acuerdo a Martin et al. (1993), en Sicyonia
ingentis relacionan la disminucion del NTH con el ingreso por inyeccion de Bacillus
cereus, B. Subtilis, Aeromonas sp, restableciéndose el NTH al ser eliminadas estas

bacterias.

Por otro lado, el NTH en los camarones alimentados con 1,5 g kg de EMS fue de
10,042 x10° a las 48h y 22,667 x10° cél. mL™ a las 72 h, y los alimentados con 2,0 g kg™
1 de EMS fue de 7,750 x10° a las 48 y 12,875 x10° cél. mL™* a las 72 h, mostrando un
aumento significativo (p<0,05) después de la exposicion a Aeromonas sp, segin Martin
et al. (1993), determinan que los niveles normales de hemocitos en S. ingenti retornaron
a las 96 h al reducir el niamero de bacterias. Segin Chisholm & Smith (1995), el
incremento en el NTH después de 48 h postinfeccion puede relacionarse con un efecto
protector del sistema inmune del camardn contra patdgenos potenciales, considerando
gue su sistema inmunolégico ha sido estimulado con el EMS, esto demuestra la
capacidad que tiene el EMS para estimular la proliferacion de hemocitos en la especie.
Asi, Rodriguez & Le Moullac (2000), concluyo que una disminucion en el NTH en
respuesta al desafio con bacterias, es compensado por un incremento posterior, siendo
comdn que se observe una disminucion del NTH durante las primeras horas de un

proceso infeccioso y un aumento del numero de células en fases mas tardias, por
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consiguiente estos resultados sugieren que el EMS favorece la proliferacion de
hemocitos, disminuyendo el tiempo de recuperacion de los hemocitos a sus niveles

normales.

EI NTH y NDH se diseminan de acuerdo a la distribucion y eliminacion de las bacterias
en el organismo (tabla 7), dependen también del huésped y la virulencia de la bacteria,
asi Ligthner (1993) y Martin et al. (1993), encontraron que la A. viridans en camarén es
eliminada rapidamente de la circulacion, pero en la langosta Homarus americanus esta
misma bacteria causa la enfermedad Gaffkemia. Para el caso de C. caementarius, este

elimina rapidamente a Aeromonas sp cuando se encuentra inmunoestimulado con EMS.

En C. caementarius, la concentracion para los tres tipos de hemocitos (G, SG y H), en
todas las concentraciones de EMS, a las 12 y 24 h se mantuvieron bajos (Fig. 8), siendo
esto probablemente debido a la lisis celular o incremento del movimiento de las células
desde la hemolinfa a los tejidos invadidos o lesionados (Fontaine & Lightner, 1975). A
las 48 y 72 h, en lo que respecta al NDH se puede observar que en los camarones
alimentados con 1,5 y 2,0 g kg de EMS, los SG muestran los mayores valores en
relacion a los G y H respectivamente (fig. 8). Los SG mostraron un aumento
significativo (p<0,05). Lo que Segun Maldonado (2003), se incrementan rapidamente a
las 24 h postinfeccion. Esto concuerda con las investigaciones de Cerenius et al.,
(2004), quienes establecen que los hemocitos SG son los més sensibles y los que
reaccionan primero en la respuesta inmune; mientras que los alimentados con 1,0 g kg
de EMS y el tratamiento control no presentaron una variacién significativa durante todo
el tiempo de exposicion a Aeromonas sp. En cambio, los G y H mostraron bajas
concentraciones durante las 72 h de exposicion en todas las concentraciones de EMS y

el tratamiento control.

Problabemente el EMS contiene polisacarido sulfatado que se puede utilizar como
inmunoestimulante para aumentar la resistencia natural del camardn, permitiendo
mejorar las condiciones inmunolégicas de los organismos en cultivo Chotigeat et al.,
(2004), por lo tanto al incluir el EMS en el alimento incrementaria los valores del NTH
a las 72 h sobre todo a una concentracion de 1,5 g kg de EMS, logrando maximizar la

inmunocompetencia de los camarones ante una posible infeccién a corto plazo.
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En nuestra experiencia con machos adultos de C. caemetarius, la determinacion de la
actividad PO expresados en Dopacromo x 50ul de hemolinfa (fig. 9), se encontré una
gran variacion en todas las concentraciones de EMS, presentado un aumento en los
alimentados con 1,5 y 2,0 g kg™ de EMS con respecto al control en todo el tiempo de
exposicion a Aeromonas sp; a diferencia de los alimentados con 2,0 g kg de EMS que
disminuye a las 24 h, y un aumento a las 48 h y 72h; mientras que los alimentados con
1,0 g kg de EMS aumenta a partir de las 72h. Estos resultados sugieren que la
actividad PO esta directamente relacionada con la proliferacion de hemocitos. En M.
rosenbergii la actividad PO aument6 a los 5 minutos 4,0 veces con respecto al control,
para luego disminuir a las 24 h después de la infeccién con A. verornii, (Sung et al.,

2000b) y en machos adultos de C. caemetarius a las 12 h.

Ademas, es probable que la actividad PO presente en el interior de los granulos de los
hemocitos G y SG, estaria liberdndose como consecuencia de la presencia de Aeromona
sp. Segun Rendon y Balcazar (2003) considera que el sistema proPO de los camarones
se encuentra en el interior de los granulos de los hemocitos G y SG que puede ser
liberado por estimulacion de las proteinas de union en la superficie de los hemocitos al
contacto con cuerpos extrafios o0 agentes patdgenos relacionados con sus compuestos
tales como péptidoglicanos (PG), B-glucanos o lipopolisacaridos (LPS), una vez
liberado el contenido granular por degranulacion, la profenoloxidasa (proPQO) es
activado en PO. Le Moullac et al. (1998) considera que el camardn con un alto nimero
de hemocitos resiste mejor a la infeccion que el camarén con un bajo nimero de
hemocitos, esto explica la elevacion de la actividad PO, directamente relacionada con la

elevacién de los hemocitos.

Se evidencia que la actividad PO es un componente importante en el incremento de la
resistencia frente a una infeccion bacteriana, asi Liu et al. (2007), describe que el
aumento de la actividad PO en el cangrejo Pacifastacus leniusculus y la melanizacién
como consecuencia de ello frente a A. hydrophila, en la cual el aumento de la actividad
PO tiene efecto en una disminucion de la presencia de bacterias patogenas, ello
concuerda con lo obtenido en la presente experiencia con C. caementarius, en donde
existe una relacién inversa entre la actividad PO y la concentracién de bacterias en
hemolinfa en los camarones alimentados con 1,5 g kg? de EMS, lo que no fue

observado en el control y con 1,0 g kg! de EMS. Suphantharika et al. (2003),
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reportaron un aumento de la actividad de la PO en camarones tigre Penaeus monodon
alimentados con B-glucanos el 0,2 %; en la misma especie Felix, et al. (2004), encontro
que la adicion de la macroalga Sargassum. wightii en polvo en el alimento funciono
como inmunoestimulante incrementando la actividad PO en los camarones alimentados
con 10 g kg de alimento y que fue significativamente mayor que en los animales del
grupo control, en muestro caso, se emplearon concentraciones menores con EMS, en
donde la actividad PO con 1,5 g kg de EMS fue mayor en relacion con las demas
concentraciones, aumentando a las 48 h de exposicion a Aeromonas sp, Estos resultados
demuestran la capacidad que tiene el EMS para estimular la proliferacion de los

hemocitos, disminuyendo el tiempo de aumento en estos a sus niveles normales.

Por otro lado, en L. vannamei alimentados con dietas conteniendo Bacillus licheniformis
(1.0 x 10° UCF Kg de alimento), la actividad PO fue significativamente mas alta a las
96 h respecto a los camarones del grupo control (Ranjit et al., 2012). Ademas, la
inmunoestimulacion se lleva a cabo por moléculas que contienen sacaridos como
peptidoglucanos (Brookman et al., 1989) y lipopolisacaridos (Cardenas & Dankert,
1997). Entonces, por todo ello y de acuerdo a nuestros resultados, queda demostrado
que el EMS adicionado al alimento incrementa la actividad PO, lo que en conjunto con
la proliferacion de hemocitos y una gran actividad fagocitica, se recomienda utilizar 1,5
g kg* de EMS en el alimento de C. caementarius, ya que incrementa su resistencia ante

Aeromonas sp.

La aplicaron del EMS en la alimentacién de C. caementarius en machos adultos
estimula la proliferacion de hemocitos mejorando la resistencia ante una infeccion por
Aeromonas sp. Por lo tanto el uso del EMS se podria emplear para prevenir
enfermedades bacterianas, ademas es un insumo barato de facil adquisicion e
incorporacion en la dieta, asi como practico para ser utilizado en los sistemas de cultivo

de la especie.
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V. CONCLUSIONES

La concentracion de 1,5 g kg de EMS alimentados en machos adultos de C.
caementarius ocasiono una significativa (p<0,05) proliferacion del NTH (107,79
x10° cél. mL™) que en aquellos alimentados con 1,0 y 2,0 g kg de EMS (43,
896 y 83,396 x10° cél. mL™1).

El nimero de SG incrementa exponencialmente en machos adultos C.
caementarius alimentados durante 30 dias, siendo significativamente (p<0,05)
mayor con 1,5 g kg de EMS (93,167 x10° cél. mL™t); menor con 1,0y 2,0 g kg
1 de EMS (36, 563 y 76,521 x10°cél. mL™).

La concentracion de 1,5 g kg de EMS ocasiona mayor resistencia de C.
caementarius en relacion al niamero de bacterias, incremento de NTH y NDH,

supervivencia y la actividad PO.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio con diferentes estadios de muda en adultos de C.
caementarius para determinar los momentos de mayor efectividad del EMS ante

la infeccidén con Aeromonas sp.

Evaluar el efecto del extracto metandlico con otras especies de macroalgas del
litoral de Ancash, determinando el NTH, NDH, actividad fenoloxidasa y la
mortalidad de C. caementarius bajo parametros similares al presente trabajo de

investigacion.
Emplear extracto metandlico de Spatoglossum sp suplementado en dietas con

otros estados del desarrollo de C. caementarius y evaluar diversos pardmetros

inmunoldgicos.
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VIIl. ANEXOS
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Anexo 1. Transporte de C. caementarius en envases de plastico dentro de Cajas y

Bidones

Anexo 2. Aclimatacion de C. caementarius en el laboratorio de Acuaristica de la UNS.

Anexo 3. Seleccidn de adultos de C. caementarius.
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Anexo 4. Siembra de camarones adultos de C. caementarius asignados a los diferentes

tratamientos.

Anexo 6. Macroalgas recolectadas en playa Tortugas.
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Anexo 8. Peletizacion del alimento balanceado.
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Anexo 9. Secado del alimento balanceado a temperatura ambiente.

Anexo 10. Toma de muestra de hemolinfa del seno ventral en la base del quinto
periépodo de C. caementarius.
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Se adiciond a un microtubo conteniendo
80 pL de solucién Alsever

Se utilizé una cdmara de Neubauer y un microscopio Leica DM LS2

Anexo 11. Flujograma del procedimiento para la determinacion hemocitos.

Anexo 12. Evaluacion de la concentracion minima letal de bacterias.
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Anexo 13. Activacion de la bacteria Aeromonas sp.

Anexo 15. Sistema de cultivo individual durante la infeccion.
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Anexo 16. Inoculacion de la suspension de células viables de Aeromonas sp.

Anexo 17. Siembra de la hemolinfa en placas de agar TSA.
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Anexo 18. Hemocitos de machos adultos de C. caementarius. Microscopia de Luz
convencional de contraste de fases. Hemocitos granulosos (G), hemocitos
semigranulosos (SG) y hemocitos hialinos (H). 40X.

Anexo 19. Colonias de bacterias en agar TSA a 12 h de la infeccién. A: 0 (Control),
B:1,0gkg?, C:1,5gkg?, D: 2,09 kg™
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Anexo 20. Colonias de bacterias en agar TSA a 24 h de la infeccion. A: 0 (Control),
B:1,0gkg? C:159gkg? D:2,0gkg

Anexo 21. Colonias de bacterias en agar TSA a 48 h de la infeccion. A: 0 (Control),
B:1,0gkg?, C:1,5gkg?, D:2,0g kg™
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Anexo 22. Colonias de bacterias en agar TSA a 72 h de la infeccién. A: 0 (Control),
B:1,0gkg?, C:15gkg?, D: 2,09 kg™
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Anexo 23. Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos de machos adultos
de C. caementarius alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de

EMS.
H-llf-ll\lzg(g'llz'o EMS (g kg-l) 0 - 1[5)IAS 30

CONTROL (0) 6,979 #0,320° 5,000 +0,657° 5,875 +1,126%
1,0 6,979 +0,320° 5,146 +0,644" 6,167 +1,060%

© 15 6,979 £0,320° 10,708 +1,036° 12,104 +1,1712

2,0 6,979 £0,320° 9,000 +0,932? 5,750 +0,894°

CONTROL (0) 19,125 +0,536° 21,875+0,908% 21,438 +1,565

G 1,0 19,125 +0,536° 30,688 +1,224° 36,563 +0,879°

15 19,125 +0,536° 68,563 +#1,030° 93,167 +1,855°

2,0 19,125 +0,536° 49,583 +2,238° 76,521 +1,026°

CONTROL (0)  1,688+0,282% 1,313 +0,190? 1,896 +0,668°

1,0 1,688 £0,282% 1,458 +0,323% 1,167 +£0,129°
: 15 1,688 £0,282° 2,708 +1,002? 2,208 +0,065%

2,0 1,688 +0,282° 3,729 +1,008? 1,125 +0,112°

CONTROL (0) 27,792 +0,631° 28,188 +0,710% 29,208 +1,1282

- 1,0 27,792 +0,631°¢ 37,292 +0,828° 43,896 +1,426°

15 27,792 +0,631° 81,979 +#1,880° 107,479 +2,322?

2,0 27,792 +0,631° 62,313 +1,262° 83,396 +1,833?

Promedio * desviacion estandar
Las diferentes letras por fila denotan diferencia significativa (p<0,05)
G: Granulocitos; SG: Semigranulocitos; H: Hialinos; NTH: Numero total de hemocitos
Diferencias significativas de las concentraciones en relacion a los dias
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Anexo 24. Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos de C. caementarius
alimentados durante 30 dias con diferentes concentraciones de EMS, a las 12; 24; 48 y
72 h después de la infeccion con Aeromonas sp.

TIPODE s k) N HORAS
HEMOCITO 12 24 48 72
CONTROL (0) 1,042 +0,0722° 1,000 £0,000° 1,083 +0,072% 1,167 +0,072?
1,0 1,000 0,125 1,083 £0,191%° 1,042 +0,072° 1,417 +0,1442
G 15 1,042 +0,072° 1,208 +0,072° 2,292 +0,072° 4,375 +0,125
2,0 1,000 £0,000° 1,167 +0,191° 1,833 +0,072° 2,875 +0,000?
CONTROL (0) 1,417 +0,1912 1,375 +0,217% 1,250 +0,125° 1,750 +0,000?
1,0 1,250 £0,000° 1,417 £0,072° 1,750 +£0,000° 2,500 +0,2172
36 15 2,125 +0,250° 2,458 +0,591°¢ 6,333 +0,191° 16,000 +0,250?
2,0 1,375 +0,125° 1,583 +0,144° 4,625 +0,125° 8,292 +0,191?
CONTROL (0) 1,083 +0,144% 1,000 £0,000® 1,083 +0,072% 1,167 0,072
1,0 1,042 £0,072% 1,083 £0,072% 1,125+0,125* 1,167 0,072
: 15 1,042 £0,072° 1,167 +0,191° 1,417 £0,260° 2,292 +0,260?
2,0 1,125 +0,125° 1,208 +0,144° 1,292 +0,072° 1,708 +0,1442
CONTROL (0) 3,542 +0,191b 3,375 +0,217° 3,417 +0,191° 4,083 +0,1442
- 1,0 3,292 +0,144° 3,583 £0,144" 3,917 +0,144"° 5,083 +0,260?
15 4,208 +0,315° 4,833 +0,564° 10,042 +0,144" 22,667 +0,5917
2,0 3,500 +£0,250° 3,958 +0,260° 7,750 +0,125" 12,875 +0,3312

Promedio * desviacion estandar
Las diferentes letras por fila denotan diferencia significativa (p<0,05)
G: Granulocitos; SG: Semigranulocitos; H: Hialinos; NTH: Numero total de hemocitos
Diferencias significativas entre las horas en relacion a las horas
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Anexo 25. Longitud total (cm), peso (g), observacion de los estados de muda, Promedio
y desviacion estandar, de C. caementarius — grupo control (0).

CONTROL (0)
N° de N° de Longitud  Peso Total Estado de Observaciones
Repeticiones Organismos total (cm) (9) Muda
1 5.4 4.4 C Color caramelo y con dos
quelas
5 5.3 48 C Color caramelo y con dos
quelas
3 48 40 C Color caramelo y con dos
quelas
Rl Color caramelo y con dos
4 52 43 C y
quelas
5 5.9 51 Dy Color caramelo y con dos
quelas
Color caramelo y con dos
6 55 6,6 Do quelas
7 5.2 43 c Color caramelo y con dos
quelas
8 5.4 5.2 Dy Color caramelo y con dos
quelas
9 5.6 6.6 c Color caramelo y con dos
quelas
R2 Color caramelo y con dos
10 6.3 6,8 Dy’ y
quelas
11 6.5 71 Dy Color caramelo y con dos
quelas
12 6.8 72 Dy Color caramelo y con dos
quelas
PROMEDIO 564+056 553+1,22
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Anexo 26. Longitud total (cm), peso (g), observacion de los estados de muda, Promedio
y desviacion estandar, de C. caementarius — T1.

T1(1,0)
N° de N° de Longitud  Peso Total Estado de Observaciones
Repeticiones Organismos total (cm) (9) Muda
1 55 53 Dy Color caramelo y con dos
quelas
2 5.6 5.4 c Color caramelo y con dos
quelas
3 5.3 48 Dy Color caramelo y con dos
quelas
R Color caramelo y con dos
4 53 46 c y
quelas
5 6.1 51 C Color caramelo y con dos
quelas
6 5.6 5.4 C Color caramelo y con dos
quelas
7 53 46 Dy Color caramelo y con dos
quelas
8 6.1 6.9 Dy Color caramelo y con dos
quelas
9 5.6 5.0 Dy Color caramelo y con dos
R? quelas
10 6.4 6.9 c Color caramelo y con dos
quelas
1 6.2 6.8 c Color caramelo y con dos
quelas
12 55 6.2 C Color caramelo y con dos
quelas
PROMEDIO 568+0,37 5,64+091
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Anexo 27. Longitud total (cm), peso (g), observacion de los estados de muda, Promedio
y desviacion estandar, de C. caementarius — T2.

T2 (1,5)
N° de N° de Longitud Estado de )
Repeticiones Organismos total Peso Total Muda Observaciones
1 49 4,6 Dy Color caramelo y con dos
quelas
2 53 4.4 Dy’ Color caramelo y con dos
quelas
3 5,9 6.1 c Color caramelo y con dos
R1 quelas
4 57 56 C Color caramelo y con dos
quelas
5 6,0 6.8 C Color caramelo y con dos
quelas
6 5,2 43 c Color caramelo y con dos
quelas
7 5,6 43 Dy Color caramelo y con dos
quelas
8 5,4 48 D Color caramelo y con dos
quelas
9 56 49 Dy Color caramelo y con dos
quelas
" Color caramelo y con dos
10 53 46 Dy’ y
quelas
11 6,6 48 Dy Color caramelo y con dos
quelas
12 5,8 43 c Color caramelo y con dos
quelas
PROMEDIO 561+044 515+0,62
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Anexo 28. Longitud total (cm), peso (g), observacion de los estados de muda, Promedio
y desviacion estandar, de C. caementarius — T3.

T3(2,0)
N° de N° de Longitud Estado de )
Repeticiones Organismos total Peso Total Muda Observaciones
1 57 5.3 c Color caramelo y con dos
quelas
2 50 4.9 c Color caramelo y con dos
quelas
3 50 4,6 c Color caramelo y con dos
R1 quelas
4 5,2 43 C Color caramelo y con dos
quelas
5 5,8 6.2 C Color caramelo y con dos
quelas
6 5,6 58 C Color caramelo y con dos
quelas
7 5,6 45 C Color caramelo y con dos
quelas
8 54 58 Do Color caramelo y con dos
quelas
9 5,3 42 c Color caramelo y con dos
quelas
" Color caramelo y con dos
10 54 4.4 D/ y
quelas
11 5,7 4,7 Dy Color caramelo y con dos
quelas
12 5,5 4.4 Dy’ Color caramelo y con dos
quelas
PROMEDIO 543+0,27 4,82+0,64
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