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El uso adecuado de microorganismos aislados del ambiente natural puede
mejorar las condiciones de cultivo en los sistemas acuicolas, asi como la ca-
pacidad de respuesta inmune y antioxidante de los organismos cultivados.
En este estudio se analizo la respuesta inmunoquimica y la expresion génica
de juveniles de Litopenaeus vannamei al ser expuestos a microorganismos
aislados de sedimento marino previa caracterizacion in vitro por sus propie-
dades probidticas. Se emplearon dos levaduras y una bacteria por el método
de inmersién (48 a 216 h) a una concentracién de 1 x 105 CFU/mL con los
tratamientos siguientes: (1) control sin probidticos; (2) control positivo, inmu-
noestimulante comercial (laminarina; p-1, 3, glucano); (3) Candida maris,
cepa Al; (4) Geotrichum candidum, cepa A3; (5) Curtobacterium sp., cepa
S13. Los camarones tratados con microorganismos y con inmunoestimulante
comercial mostraron un incremento significativo (P < 0.0500) en el conteni-
do de proteina soluble en hemocitos respecto al grupo control. A las 72 h pos-
texposicion (hpe), los tratamientos con G. candidum, Curtobacterium sp. 'y
laminarina mostraron un incremento significativo (P < 0.0500) en la actividad
de superdxido de desmutasa (SOD) respecto al grupo control. La expresion
génica de la enzima SOD mostrd incremento significativo (P < 0.0500) en
los camarones tratados con los tres microorganismos desde las 48 hpe. Los
resultados obtenidos mostraron que el uso de tres microorganismos aislados
del medio marino tiene la capacidad de estimular el contenido de proteina en
hemocitos circulantes, actividad antioxidante y expresion génica en juveniles
de L. vannamei.
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Contribucién al estudio

El cultivo de camaron es importante al generar productos de alto valor nutricional
y econdmicos en diferentes paises. Esta industria estd en constante crecimiento
en diferentes temas como la fisiologfa, nutricion, adaptabilidad, sistema inmune,
estrés, resistencia a patdgenos, etc. Sin embargo, poco se entienden los cambios
inmunoldgicos de este organismo cuando se expone a inmunoestimulantes. Este
estudio estd centrado en el uso de C. maris, G. candidum y Curtobacterium sp.
como activadores del sistema inmune de L. vannamei, y evaluar su respuesta
inmune (hemocitos, proteinas totales y expresién génica) ante este estimulo. Los
resultados mostraron que los microorganismos marinos pueden estimular el con-
tenido de proteina en hemocitos circulantes, actividad antioxidante y expresion
génica. Esta informacion puede ayudar a los camaronicultores a tener un mejor
control de patdgenos y enfermedades que afectan la produccion.

Introduccién
El camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei es una de las especies de
crustdceos mas cultivadas mundialmente con una produccion global en 2022 de
11 237 016 (1 y 270 807 t en 2021 en México, ademas de ser una fuente
importante de délares americanos para México.?) Por la continua demanda de
este producto, la camaronicultura se ha convertido en una actividad econémica-
mente importante, la cual no estad ajena a problemas nutrimentales, estrés, medio
ambiente, salud, etc,, fuertemente asociados a diferentes factores que afectan el
crecimiento de los camarones.® %) Estos problemas en la acuacultura del cama-
rén, propicia que los principales objetivos de esta industria sean la generacién de
estrategias que favorezcan el crecimiento de los organismos, la salud y la deteccion
temprana de enfermedades para disminuir las pérdidas en la produccion, vy la re-
duccién del impacto ambiental.(!: )

Los problemas generados por los agentes patdgenos en el camarédn (bacterias
y virus) han incrementado las investigaciones sobre el sistema inmunoldgico en
estos organismos, empleando estudios a nivel celular, proteico, protedmico, expre-
sion de genes, entre otras.(>) Una alternativa para el control de enfermedades
es la de activar o fortalecer el sistema inmune del camarén con el uso de mi-
crorganismos, subproductos o fracciones celulares de los mismos que mejoren la
resistencia hacia los patégenos.(®) Algunos microorganismos marinos contribuyen
en la prevencién de problemas de salud que afecta a los camarones al tener un
excelente nivel nutricional, ademds de propiedades funcionales como las probioti-
cas y/o inmunoestimulantes, adhesion a la mucosa intestinal, antagonismo frente
a patogenos, eliminacion de materia organica, etc.(911)

Diferentes microorganismos marinos son fuente de p-glucanos, lipopolisacéri-
dos y nucledtidos, que se utilizan como inmunoestimulantes en L. vannamei y
le proporcionan resistencia contra patégenos bacterianos y virales, 12 también
generan la activacion de genes de diferentes factores inmunes como péptido an-
timicrobiano, factor antilipopolisacérido, penaeidina, profenoloxidasa (ProPO) y
SOD.(13) Cepas de microorganismos como Candida maris, Geotrichum candidum
y Curtobacterium sp. han sido usadas como medida profiléctica en contra de agen-
tes patogenos del camarén.(14-16)
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Ochoa('”) y Ochoa et al.('® reportaron una respuesta significativa en los he-
mocitos de L. vannamei cultivados y expuestos a G. candidum. Este microorganis-
mo ha sido usado ademéas como agente probidtico en peces, donde se encontrd
un incremento en la respuesta inmunolégica y productiva.('% 29) El objetivo de la
investigacion fue evaluar la respuesta inmune celular, el contenido de proteina y la
expresion de genes en juveniles de camaron del Pacifico (L. vannamei) expuestos
a C. maris, G. candidum y Curtobacterium sp., aislados del medio marino.

Materiales y métodos

Declaracidn ética

Los protocolos de experimentacién con animales fueron cuidadosamente revisa-
dos y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CI-
CUAL-CIBNOR, No. de aprobacion institucional CIBNOR-CEI-2023-04), basados en
las normas establecidas por el Consejo de la Unién Europea (2010/63/EU) vy el
gobierno mexicano (NOM-062-ZOO- 1999) para el cultivo, cuidado y uso de los
animales experimentales.

Cepas de microorganismos

Las cepas experimentales empleadas fueron Candida maris (A1), Geotrichum
candidum (A3) y Curtobacterium sp. (513), aisladas del suelo en zona de manglar
en la bahfa de La Paz, Baja California Sur, México (24°14’59.80" N, 110°18'47.12" O)
y caracterizadas in vitro e in vivo en el Laboratorio Himedo de Cultivo de Crus-
taceos y Laboratorio de Inmunogendmica Marina del CIBNOR, La Paz, Baja Cali-
fornia Sur, México.(21) Las cepas experimentales fueron cultivadas en caldo YPD
(Peptona-Dextrosa para levaduras)+ 2.5 % NaCl con 50 pg/mL de cloranfenicol
a 30 °C por 24 h. Se determind previamente la capacidad no hemolitica de las
cepas (hemdlisis tipo Gamma) mediante la prueba de hemodlisis en placas de
agar sangre + 2.5 % NaCl + 10 % de plasma de conejo, utilizando la técnica de
picadura (6 mm de didmetro aprox.) e incubadas a 35 °C por 24 h.??) La dosis
control se generd al cultivar las cepas en agar YPD + 2.5 % NaCl a 30 °C por 24 h.
Las colonias obtenidas fueron suspendidas en una solucion estéril al 2.5 % NaCl
hasta alcanzar una absorbancia de 1 a 540 nm (dosis final de 1 x 106 CFU/mL.(2%)

Bioensayo

El bioensayo se realizé con juveniles de camardn blanco del Pacifico, Litopenaeus
vannamei (14.25 = 1.50 g) en el laboratorio de aclimatacion y cultivo de organis-
mos acudticos del CIBNOR. El bioensayo se llevo a cabo en tanques de fibra de
vidrio con 30 L de agua de mar filtrada (1 pm), a 28 £1 °C, 37 £2 ups, y aireacion
continua (oxigeno disuelto de 5.02 0.5 mg/mL). Los camarones fueron distri-
buidos al azar por triplicado a una densidad de 15 organismos/tanque y fueron
expuestos a cinco tratamientos durante 216 h: (1) camarones alimentados con
dieta comercial para camaron (PIASA, 35 % de proteina) como control negativo
por no tener microrganismos (TCN); (2) camarones expuestos a laminarina (B-1,3
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glucano; SIGMA) como control positivo (TCP); (3) camarones expuestos a Candida
maris (TCM); (4) camarones expuestos a Geotrichum candidum (TGC) y (5) ca-
marones expuestos a Curtobacterium sp. (TCS). Las réplicas de cada tratamiento
fueron acomodadas en tres bloques de cinco tanques, donde cada bloque tenia un
tratamiento distribuido también al azar.

Los microorganismos fueron aplicados a los tratamientos correspondientes
(TCM, TGC, TCS) mediante inmersién con dosis de 1 x 106 CFU/mL a los respecti-
vos tanques experimentales.(?3) La dosis TCP se baso en el trabajo de Campa-Cor-
dova et al.?®) con el uso de laminarina (Laminaria digitata, Sigma, L-9634) a una
concentracion final de 0.5 mg/mL. Al tratamiento TCN Unicamente se le agregd
alimento comercial. La dosis de cada tratamiento fue aplicada a las 0, 48, 96, 144,
192 h. Durante el bioensayo, el mantenimiento diario se realizé en las mafianas.
Consistio en la eliminacién de mudas, camarones muertos, sifoneo de alimentos
residuales y heces fecales de cada tanque. Ademds, diariamente se recambid el
15 % del volumen total del agua marina. La alimentacién de los camarones fue
ad libitum con la dieta comercial (PIASA, 35 % de proteina) dos veces al dia
(09:00y 15:00 h) a 1.9 9% de la biomasa total.

Toma de muestras

La hemolinfa de tres camarones seleccionados al azar, uno de cada replica, fue
colectada a las 24, 48, 72 y 216 h para evaluar el Conteo de hemocitos totales
(CHT), proteinas totales (PT) y andlisis de la expresion génica. Los camarones se-
leccionados se sacrificaron colocandolos en agua de mar filtrada a 8 °C por 30 min,
se diseccionaron 2 g de musculo de cada camardn y fueron almacenados a -80 °C
para determinar la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD).

Para la toma de muestra de hemolinfa, se preparé una solucion isotdnica para
camarén con EDTA como anticoagulante, SIC-EDTA (450 mM NacCl, 10 mM Kdl,
10 mM EDTA-Na2, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm/kg se usd para obtener
la muestra de hemolinfa.(24) La hemolinfa fue obtenida del saco hemolinfatico
ventral ubicado en la base del pledpodo del primer segmento abdominal cerca del
poro genital, con una jeringa de 5 mL (22 x 32, 23 G) + 500 pL de SIC-EDTA a
4 °C (dependiendo del volumen de la hemolinfa colectada se calculo el factor de
dilucion).

La hemolinfa extraida (1 mL aproximadamente) fue depositada en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL (retirando la aguja para no romper las células) enfriados
en una cama de hielo.(?% 25 Se usaron 50 pL de hemolinfa colectada para el con-
teo total de hemocitos y el andlisis de proteinas. El resto de la muestra colectada
se uso para la expresion génica, esta se centrifugd a 3000 g por 3 min a 4 °C.
El sobrenadante fue removido, aplicando 500 pL de una solucién de ARNlater
(Invitrogen™. ntimero de catalogo, AM7021) al paquete celular®) para su conser-
vacién a 4 °C por 24 h y posterior almacenamiento a -80 °C, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Conteo de hemocitos totales
El conteo de los hemocitos totales (CHT) se realizdé conforme lo describen Cam-
pa-Cordova et al.(?4) y Pacheco et al.(?>) en donde a 50 pL de hemolinfa se le afia-
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dieron 200 mL de formaldehido al 10 %. La muestra de hemolinfa fue evaluada
en una camara de Neubauer para determinar la cantidad de hemocitos mediante
un microscopio optico binocular (CX-21) a 10x. El nimero de hemocitos fue eva-
luado en células por mililitro de acuerdo con la formula:

. N° de celulas Factor de dilucion con Factor de dilucién con
No.de hemocitos = (10000) o - .
N° de cuadrantes solucion fijadora solucion anticuagulante

Cuantificacion de proteinas

La evaluacién de la PT (mg/mL)en hemocitos y musculo fue mediante una modi-
ficacion de Bradford,(2®) leyendo la muestra en microplaca a 595 nm. Se calculd
una concentracién homogénea de hemocitos para la determinacién de proteinas
(1 x 10° células/mL) y se utilizé albimina sérica bovina (BSA) como estandar
mediante diluciones seriadas para establecer una curva estandar.(13 25)

Evaluacion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa

en musculo

Las muestras de musculo fueron descongeladas y analizadas individualmente para
SOD, donde 100 mg de tejido de cada muestra fueron macerados y homogeniza-
dos manualmente con un pistilo de plastico estéril en 0.5 mL de buffer de fosfatos
(50 mM, pH 7.8) y centrifugados a 14 000 rpm por 10 min a 4 °C.(2% 27) E| so-
brenadante fue colocado en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL enfriados en una
cama de hielo para su andlisis. La actividad de la SOD fue evaluada de acuerdo con
Suzuki®®) usando el sistema xantina/xantina oxidasa como generador constante
del radical superdxido, el cual reduce el nitroazul de tetrazolio a formazan. Este se
evallia cada 30 s por 5 min a una absorbancia de 560 nm. La actividad de SOD se
definié como la cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50 % de dismutacién
del radical superoxido. Los resultados de actividad SOD se expresaron en U/mg de
proteina en musculo.

Evaluacion de la expresion de genes de respuesta inmune en
hemaocitos (extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario)
Para determinar la expresién génica, a cada muestra de hemocitos se adicionaron
500 pL de RNAlater Stabilization Solution (Ambion). El ARN total se obtuvo utilizan-
do el reactivo Trizol (Sigma-Aldrich®) conforme las instrucciones del fabricante. El
ARN fue cuantificado por espectrofotometria entre 260/280 nm. (829 La sintesis de
la cadena complementaria (ADNc) fue obtenida utilizando el protocolo Improm I
(Promega®) ajustando las muestras a una concentracion de 10 pg de ARN y alma-
cenando las muestras obtenidas (30 pL) a -20 °C.

La expresion del gen superoxido dismutasa (MnSOD) fue analizada por Re-
accion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR), utilizando el Sistema
gPCR CFX96 (Bio-Rad), asi como el reactivo EvaGreen Sso-fast super mix (Bio-Rad)
y cebadores para genes especificos.(3% 3) El programa de PCR se realizé de la
siguiente forma: desnaturalizacién a 95 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C
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Cuadro 1. Cebadores usados para la expresion del gen MnSOD por qPCR después de los retos(3 1 32)

Nombre de L Eficiencia Tamaio

Proteina ribosomal S12 S12-F S12-R GTGGAAGGAGACGTTGGTGT 2.00 150 pb
AGAGCCTTGACCGCTTCAT

Ubiquitina UBI-F GGGAAGACCATCACCCTTG 1.98 146 pb
UBI-R TCAGACAGAGTGCGACCATC

Proteina ribosomal L8 L8-F L8-F GCCTAAGGTGCGTGGTGT 2.00 181 pb
ATTCTGCCTTGGGTCCTTCT

Manganeso superdxido MnSOD-F ATTGGGTGAGGAACGAGGTG 2.10 113 pb
dismutasa (MnSOD) MnSOD-R GGTGATGCTTTGTGTGGTGG

por 20 s, 60 °C por 20 sy 72 °C por 20 s, donde se evalud la fluorescencia. Una
curva de desnaturalizacién se realizé al final de la reaccion de PCR para observar la
especificidad de los fragmentos y la ausencia de formacién de artefactos.

Los cebadores utilizados para la amplificacién de los genes se muestran en el
Cuadro 1. Después del andlisis de estabilidad, se seleccionaron los genes ubiquitina
y RpL8 para normalizar los datos obtenidos con cMnSOD. La expresion relativa
(ER) de los transcritos del gen cMnSOD en hemocitos de L. vannamei se calculd
partiendo de la relacién entre las cantidades relativas (CR) de cada muestra con
la ecuaciéon ER = CRt/CRnf, donde ¢ es el gen de referencia y nf es el factor de
normalizacién obtenido de la media geométrica calculada a partir de las CRs de los
genes de referencia mas estables (512 y RPL8).(32 33)

gen de referencia
Cantidades relativas (CR) = .
factor de normalizacién

Analisis de los datos

Se determind la homocedasticidad y homogeneidad de los datos con las prue-
bas de Kolmogorov-Smirnov y Bartlett. Se aplicd un andlisis de varianza de una
via (ANOVA) usando la prueba F para analizar las diferencias entre tratamientos
y grupos control. Los valores de P<0.05 se consideraron diferentes significativa-
mente y se les aplicd la prueba de Tukey (HSD) para identificar la naturaleza de
estas diferencias (P<<0.05). Todos los datos fueron evaluados usando el software
STATISTICA (version 2.0).

Resultados

No se registrd un incremento significativo en el contenido de CHT en ninguno
de los tratamientos utilizados. Sin embargo, el mayor valor promedio de CHT se
detectd a las 72 h posexposicion con los tratamientos con C. maris y laminarina
respecto al grupo control y otros tratamientos (Figura 1a). El tratamiento con lami-
narina mostro valores promedio de CHT maés altos que cualquier otro tratamiento
en casi todos los muestreos a excepcion de las 48 h posexposicion (Figura 1a).
Candida maris y G. candidum mostraron actividad de CHT bajo solo a las 24 h
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posexposicidn, a partir de ahi sus valores promedio se incrementaron de un 100 a
300 9%, destacd C. maris por estos valores (Figura 1a).

El contenido de PT en hemocitos se muestra en la Figura 1b. A las 24 h posex-
posicion, se observé un incremento significativo (P=0.0136) en los camarones tra-
tados con Curtobacterium sp. y a las 48 h posexposicion en los juveniles tratados
con laminarina (P=0.0418 y G. candidum (P=0.0375) respecto al grupo control.
A las 72 h posexposicién, todos los tratamientos poseen valores promedio supe-
riores de PT comparados con el grupo control. Sin embargo, a las 126 h posexpo-
sicién todos los tratamientos registraron valores similares al control (camarones no
tratados, Figura 1b).

Los camarones tratados con laminarina mostraron incremento significativo en
la actividad promedio de SOD en musculo a las 24 (P=0.0435) y 72 h posex-
posicion (P=0.0463) respecto al grupo control (Figura Ic). Candida maris registrd
valores promedio de actividad SOD superiores a las 24, 48, 216 h posexposicién
comparada con el grupo control, revelando el mayor incremento a las 48 h res-
pecto al control y otros tratamientos. A las 72 h, G. candidum y Curtobacterium sp.
también registraron un incremento significativo (P < 0.0500) en los valores prome-
dio de actividad de SOD respecto al grupo control (Figuralc). Alas 216 h posexposi-
cion, todos los tratamientos registraron valores similares al grupo control (Figura 1b).

LaFigura? presenta la expresion génica de MnSOD en los hemocitos del camaron
(L. vannamei) donde se observa una disminucion significativa en la expresién a las
24 h posexposicion en todos los tratamientos respecto al grupo control. A las 48 h
posexposicidn, se observd un incremento significativo en la expresién génica de
los camarones tratados con laminarina (P=0.0273), C. maris (P=0.0187), y
Curtobacterium sp. (P=0.0331), es al menos el doble de expresion con respec-
to al grupo control. A las 72 h posexposicidn se ve este incremento significativo
(P=0.0357) solo en los camarones expuestos a G. candidum y a las 216 h posex-
posicién con camarones expuestos a C. maris (P=0.0431). En ambos casos (72
y 216 h postexposicion), la expresién génica de los hemocitos de los camarones
expuestos a estos dos tratamientos mostré valores al menos dos veces superiores
comparados con el grupo control. La expresion génica de MnSOD en los hemocitos
de los camarones expuestos a G. candidum mostraron una tendencia a incremen-
tarse hasta las 72 h posexposicién, disminuyendo posteriormente.

Discusién

Diferentes moléculas acttian de forma natural para estimular los mecanismos de de-
fensa de los organismos (inmunoestimulantes), evitando asf la entrada, invasiény co-
lonizacién de los agentes patégenos.(8 1 3%) Estas moléculas inmunoestimulantes
provienen de diferentes fuentes (virus, bacterias, hongos, etc.) y pueden ser adminis-
tradas regularmente a los camarones por diferentes vias dependiendo del volumen
de agua, la densidad o el estadio de los organismos en cultivo: por inmersién directa
al agua de cultivo (poslarvas), por inclusion en la dieta (juveniles) o por inyeccion
intramuscular (adultos), favoreciendo la resistencia a enfermedades potenciales
(sin provocar la resistencia microbiana que generan los antibiéticos) y mejoran-
do la sobrevivencia de los organismos ante estrés ambiental o nutrimental.(5> 56)
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Figura 1. Conteo de hemocitos y proteina total en hemocitos, ademés de la actividad de SOD en musculo en juveniles de
camaron blanco L. vannamei expuestos a los tratamientos de grupo control (sin tratamiento), laminarina (0.5 mg/L),
Candida maris, Geotrichum candidum y Curtobacterium sp. a 1 x 10 CFU/mL cada una. *Significancia (P < 0.0500)
comparado con el grupo control en cada periodo.
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Figura 2. Expresion génica relativa de MnSOD en hemocitos de camarén blanco juvenil (L. vannamer) expuestos a los
tratamientos del grupo control (sin tratamiento), laminarina (0.5mg/L), Candida maris, Geotrichum candidum y
Curtobacterium sp. a 1 x 108 CFU/mL cada una. *Significancia (P < 0.0500) comparada con el grupo control en cada
periodo.

En el presente estudio, juveniles de camarén del Pacifico se expusieron via in-
mersidn a concentraciones de 1 x 109 CFU/mL con inmunoestimulantes micro-
bianos aislados de suelo marino, y a un inmunoestimulante comercial (0.5 mg/L).
Se encontrd que los tratamientos microbianos incrementaron el sistema antioxidan-
te y el contenido de proteina en hemocitos. Cesefia et al.(>!) reportaron incremen-
to en la respuesta inmune, antioxidante vy resistencia a infecciones experimentales
con Vibrio parahaemolyticus en juveniles de L. vannamei al exponer a los camaro-
nes a microorganismos inmunoestimulantes incluidos en la dieta y por inmersién.

La utilizacion adecuada de inmunoestimulantes como la concentracion (dosis),
frecuencia y via de administracion son relevantes para obtener resultados favorables
en la activacion del sistema inmune del camarén, esto con el propdsito de evitar
inmunodepresion causada por un gasto energético excesivo en el organismo (estrés
oxidativo) o efectos nulos por no hacer llegar un tratamiento especifico en la concen-
tracion, via de administracion o frecuencia de administracion adecuadas. (2% 26, 37)

Los resultados de este estudio muestran que la aplicacion de C. maris, G. cand/-
dum y Curtobacterium sp. generaron resultados significativos en diferentes periodos,
tanto en el contenido de proteinas totales en hemocitos, como en la actividad de
SOD en el musculo. También se observé un contenido promedio alto de hemocitos
alas 72y 216 h en comparacion con otros utilizados (24 y 48 h) de esta investiga-
cion. Los inmunoestimulantes activan las respuestas inmunitarias de los camarones
desde la etapa poslarvaria y desarrollan la inmunidad innata de estos crustaceos,
creando un ambiente hostil para los patégenos potenciales, y promoviendo su elimi-
nacién oportuna.(!1, 34 38, 39)

Apines-Amar & Amar(“9) muestran que al ser detectados los inmunoestimu-
lantes por los hemocitos, inician una cadena de eventos fisioldgicos que preparan
y refuerzan el sistema inmunitario del organismo contra los agentes patdgenos.
Esta cadena de eventos fisioldgicos del camardn genera la union con péptidos an-
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tibacterianos, fagocitosis por hemocitos, encapsulacién de la molécula detectada,
melanizacién, y activacion del sistema ProPO.(16 24 37) Esto produce y libera por
exocitosis diferentes proteinas de los hemocitos hacia la hemolinfa, como la profe-
noloxidasa, proteinasa serina, peroxinectina, el inhibidor de proteinasas y lisozima
en respuesta a estimulos por la invasion de patégenos,(*!) donde los materiales y
la molécula son destruidos y expulsados a través del sistema excretor a través del
tejido branquial, la gldndula antenal, etcétera.

Los hemocitos son un indicador confiable para determinar y prevenir enferme-
dades, asf como un marcador del estado fisiolégico del animal. Son responsables
de la coagulacion, la liberacion de transglutaminasas y de las trombospondinas;
ademads de la fagocitosis y eliminacién de materiales extrafios que penetran a la
hemolinfa y los tejidos del camardn. La deteccién de una molécula extrafia activa
estas células, y libera diferentes productos extra- e intracelulares asociados a la
respuesta inmune, lo que genera la proliferacién hemocitica y la fagocitosis. Du-
rante este proceso se induce la produccion de proteinas como aglutininas, ProPO,
péptidos antimicrobianos, lisozima, que aumentan el contenido total de proteinas
en los hemocitos y la hemolinfa.(*2) Algunos estudios sugieren que, el incremento
de diferentes inmunoproteinas en los hemocitos es inducido por la exposicion a
inmunoestimulantes. (42-44)

Las tres cepas experimentales aqui empleadas (C. maris, G. candidum o
Curtobacterium sp.) mostraron actividad inmunoestimulante en el camarén
(L. vannamei) al modificar la concentracion de PT en hemocitos a diferente
tiempo posexposicion (Figura 1). Esto induce incrementos significativos en la pro-
tefna a las 48 y 72 h posexposicion comparado con los grupos control. Varios
autores('3 38 45) observaron cambios similares e incrementos en el nivel de he-
mocitos y proteinas al exponer a L. vannamei a inmunoestimulantes. Los resulta-
dos de este estudio sugieren que las cepas experimentales utilizadas aqui podrian
mejorar la respuesta inmune y la resistencia a enfermedades del camarén blanco.

Una respuesta inmunitaria significativa de los hemocitos es la fagocitosis, que
elimina agentes extrafos, pero durante este proceso se producen moléculas re-
activas de oxigeno (ROS) que deben ser neutralizadas.(®) Esta neutralizacion se
lleva a cabo por las enzimas antioxidantes, principalmente por la enzima SOD, que
convierte al ROS en moléculas de oxigeno y perdxido de hidrogeno. Esta Ultima
molécula es convertida en agua y oxigeno por la enzima catalasa, neutralizando asi
al ROS y regulando la homeostasis celular. Los resultados muestran un aumento
significativo en la SOD al usar laminarina G. candidum y Curtobacterium sp. a las
72 h en comparacién con el grupo control.

Las enzimas SOD requieren un cofactor metélico para la catdlisis, donde el
manganeso es uno de estos metales involucrados en esto, que genera MnSOD. (46)
Garcia-Triana et al.(*7) sefialan que la MnSOD es una enzima antioxidante que
transforma o dismuta el superdxido toxico en perdxido de hidrogeno y oxigeno,
protegiendo a las células del dafio generado por esa molécula. El nivel de trans-
cripcion de MnSOD en hemocitos disminuyé a las 24 h posexposicion con los pro-
ductos probados, comparado con el grupo control, seguido por un incremento a las
48, 72 y 216 h posexposicion (Figura 2). Este decremento en la expresion antioxi-
dante es similar a otros estudios relacionados con el uso de inmunoestimulantes,
el cual se asocia con estrés oxidativo celular causado por la activacion del sistema
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inmune del hospedero durante las primeras horas de exposicion al tratamiento,
que se compensa con un incremento posterior en la respuesta celular.(4348)

El decremento en la respuesta inmune o antioxidante en camarén también
se ha investigado al exponer al camarén a estresores externos como contami-
nantes, infecciones microbianas e hipoxia.(36: 4650) Neves et al.(36) reportaron un
decremento significativo en la actividad de la enzima SOD cuando el camarén (Pa-
laemonetes argentinus) fue infectado con Probopyrus ringueleti. Campa-Cdrdova
et al.(2%) obtuvieron un incremento significativo en la actividad SOD en hemocitos
de camardn L. vannamei a las 6 h postexposicién (inmersién) con p-1, 6 glucano
(0.5 mg/L) y un decremento posterior significativo a las 72 hpe respecto al gru-
po control. En Licona-Jain et al.(3>) hubo incrementos en la actividad de SOD en
hemocitos de juveniles de L. vannamei después de la segunda semana de la
exposicion con levaduras marinas (1.1 % en la dieta). Asi que, se incrementd
la resistencia del camaron al ser infectado posteriormente con V. parahaemolyticus.

Conclusiones

Basandose en los resultados observados para los tres microorganismos obteni-
dos del ambiente marino, se demostrd que los camarones del Pacifico juveniles
(L. vannamei) expuestos a una concentracién de 1 x 108 CFU/mL durante 48 ho-
ras presentan un aumento en el contenido proteico en los hemocitos circulantes,
ademads de un incremento en la actividad enzimatica y la expresion génica de la
superdxido dismutasa. Este estudio resalta la importancia de realizar mds investiga-
ciones para esclarecer este tema.


https://veterinariamexico.fmvz.unam.mx/
https://veterinariamexico.fmvz.unam.mx/

Oa
http://veterinariamexico.fmvz.unam.mx Respuesta inmune de Litopenaeus vannamei expuestos a probidticos Articulo Cientifico W 12

Disponibilidad de los datos

Todos los datos relevantes se incluyen en el manuscrito y los archivos de informa-
cién de respaldo se presentan como material complementario en el sitio web de
la revista.
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