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RESUMEN

Debido a la problemitica de enfermedades que actualmente enfrenta la camaronicultura se ha
creado la necesidad de explorar todas las vias posibles para su control. Uno de los caminos mas
factibles es profundizar el conocimiento de la bioquimica y fisiologia de los mecanismos de
defensa de los camarones. La presente investigacion tuvo como objetivo conocer los efectos de
dietas con B - glucanos (BG), sobre las respuestas fisioldgicas e inmunolégicas de juveniles de
camaroén blanco Litopenacus vannamei. mantenidos en condiciones de laboratorio y estanques
externos. El estudio experimental se realizé en dos partes: Dietas con BG elaboradas en el
laboratorio y dietas comerciales con BG. En referente a la primera parte, a una dieta base
(control: C; 40 % de proteinas) se le adicionaron BG a razén de 2000 mg kg ~' de dieta. Con
estas dietas se diseflaron tres tratamientos: camarones alimentados con dietas con BG
permanentes (BGP), camarones alimentados 7 dias con la dieta BG y 7 dias con la dieta C
(BGC), y camarones alimentados permanentemente con la dieta Control (C) sin BG, Cada dieta
conté con tres tanques de 90 L. Para la evaluacidon de la cinética inmunoldgica de los
organismos se utilizaron las mismas dietas y tanques de 500 L (un tanque / tratamiento). La
segunda parte consistié de tres experimentos: a) Uno de 115 dias a nivel de estanques externos,
se evalud el efecto de dietas comerciales con BG sobre el crecimiento y la sobrevivencia. b) El
segundo en determinar el efecto de un cambio brusco de salinidad (35 %o — 15 %), c) y el
tercero en evaluar el efecto de una disminucién de oxigeno disuclto (S mg L' —2 mg L™"). En
este caso se utilizaron dos tipos dec dietas los cuales fucron clasificados como: T1, es una dieta
base a la que se le adicionaron BG a razén de 2000 mg kg ~' de dieta y T2 la dieta control (C)
sin BG. Se utilizaron 6 tanques dc 20 m® (3 estanques / tratamiento). Los resultados obtenidos
de crecimiento y la sobrevivencia en condiciones de laboratorio y estanques externos, mostraron
que las dietas con o sin BG no afectaron el % coeficiente diario de crecimiento (% CDC) y la
sobrevivencia de los camarones. En referencia a la primera parte del estudio los resultados de la
LB de la glucosa, el lactato y las células sanguineas presentaron alteraciones por el efecto de la
dieta, obteniendo valores mas altos de la glucosa y el lactato en los camarones alimentados con
la dieta C. La baja concentracion de glucosa podria indicar que los BG estimularon la
asimilacién de los carbohidratos (CBH) los cuales fueron dirigidos a la producciéon de energia
metabdlica y ademas los BG de ser degradados por las glucanasas o laminarinasas estimularon
el uso de la glucosa para la formacion de glucégeno. Por otro lado los BG presentes en la

glandula digestiva (GD) estimularon a las células sanguineas posiblemente por ¢l efecto directo
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al tejido hematopoyético, lo que se refleja en el aumento de las células. En contraste cuando los
camarones fueron retados con un cambio brusco de salinidad los acilglicéridos y el colesterol
fueron reducidos indicando la movilizacién de reservas como compensacion para reducir los
efectos de la dilucién. Al evaluar la parte inmune se observé una reduccion de la relacién proPO
/ Células Granulares en los camarones alimentados con la dieta BGP, demostrando que cstos
organismos liberaron el equipo inmunoldgico para responder al estrés de manera continua. Estos
resultados ponen de manifiesto que ademais de provocar fatiga inmunolégica también produce
un agotamiento fisioldogico impidiendo la recuperaciéon del sistema inmune cuando son
expuestos a una concentracién brusca de salinidad, sucediendo lo contrario en los alimentados
con la dieta C. Ademas ¢s notorio observar que en estanques externos los resultados de la LB de
los metabolitos sanguineos presentaron comportamientos similares, pero una vez que los
camarones fueron sometidos al reto salino los indicadores sanguineos e inmune fucron
modificados significativamente, provocando un desequilibrio ionico en ambos tratamientos, por
lo tanto los organismos utilizaron la encrgia disponible para compensar el cambio en su medio,
la que provino de los acilglicéridos y el colesterol los que fueron reducidos significativamente.
Sin embargo cuando se les expuso a un reto de oxigeno disuelto tampoco se observo que las
dietas con BG promovieran una mejor condiciéon nutricional que los del grupo C. Asi mismo al
evaluar la capacidad inmunolégica de estos organismos a través de las variaciones de la proPO
se observd que en ambos casos, reto salino y reto de oxigeno, los camarones alimentados con la
dieta BG no fueron capaces de mantener elevados los niveles de esta molécula, la cual es un
efector central de la respuesta inmune. Aunque en condiciones de laboratorio las dietas con BG
efectivamente promovieron la respuesta inmune de los camarones y mejoraron aparentemente la
condicion nutricional general, cuando sc les aplicé a los camarones en estanques externos
sucedio lo contrario. Es evidente de los resultados obtenidos ahora, que las dictas con BG en los
camarones cultivados cn los estanques no cumplen con estos requisitos y reducen aun la
capacidad de los organismos de tolerar contingencias ambientales. Al mismo tiempo los
resultados pusieron en evidencia que dietas bien disefiadas y que cubren con los requerimientos
nutricionales de los animales son suficientes para mantener el sistema inmunolégico en alerta y

proporcionar a los organismos las moléculas y la energia suficientes para tolerar cambios

ambientales extremos.
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L. Introducciéon

El aprovechamiento masivo de los recursos naturales del mar es una de las actividades que
se realizan a gran escala por la poblacion mundial que juegan un papel importante en la
economia internacional. En México, el camarén es el recurso marino que mas divisas
aporta. De las especies nativas en México, el camarén blanco del pacifico Litopenaeus
vannamei Boone, 1931 es una de las especies preferidas para el cultivo en el hemisferio
occidental debido a su rapido crecimiento, resistencia y adaptabilidad en condiciones de
cultivo (W.S.F, 1998).

El incremento de la produccion camaronicola ha causado el deterioro de las condiciones
ambientales dentro y fuera de las granjas, lo cual ha provocado la incidencia de
enfermedades que han afectado negativamente a la produccion. El deterioro ambiental y las
condiciones de cultivo son factores responsables del estrés de los camarones lo cual
provoca al aumento en la susceptibilidad a los patogenos (Bédier er a/ 1998). Las epidemias
son trasmitidas de una granja a otra, debido a los efluentes y también por otros vectores
como los humanos, los depredadores, los equipos compartidos ctc (Bédier er a/ 1998).
Entre las bacterias mas importantes que afectan a la industria camaronicola se encuentran
las del género Vibrio, las cuales han afectado seriamente la industria por varios afios (Le
Moullac er al., 1998a) . El cultivo del camardn es una actividad de alto riesgo debido,
fundamentalmente a la aparicion y diseminaciéon de enfermedades que llegan a afectar
seriamente a la produccién. Aunque se ha avanzado en el conocimiento de los factores
ambientales 6ptimos para el cultivo y en la identificaciéon de organismos patogenos que
afectan a los camarones, la presencia de padecimientos infecciosos sigue siendo un
problema en acuacultura, debido a la ausencia de metodologias en el diagndstico temprano
y de tratamientos especificos, lo que favorece alta mortalidad y por ende cuantiosas
perdidas (Vargas-Albores et al., 1996).

La aparicion de enfermedades esta relacionada con el rompimiento del equilibrio entre el
medio ambiente, la fisiologia del hospedero y las estrategias invasoras del parasito. Aunque
algunas bacteriosis pueden ser controladas por medio de tratamientos antibidticos, es dificil
asegurar que todos los organismos seran tratados por los quimicos incorporados a las

dietas, en adicion a esto, existe la posibilidad de generar resistencia por parte del patogeno,
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lo cual representa una desventaja para ésta (Le Moullac et a/., 1998a). La vacunacion
ofrece la mejor prevenciéon contra enfermedades especificas, pero todavia no existen
vacunas efectivas contra un gran numero de patégenos bacterianos de importancia
comercial para la camaronicultura. Aunado a esto, la vacunacién no es aplicable a los
camarones debido a que poseen un sistema inmune poco desarrollado y dependen de un
sistema inmune no especifico. En la actualidad se han descrito varios factores que forman
parte del sistema inmunc de los crusticeos: Proteinas séricas como las aglutinas (Vargas-
Albores er al., 1992), procesos celulares ejecutados por los hemocitos, como fagocitosis,
adhesion y encapsulaciéon (Sorderhall, 1982; Sorderhall er al., 1990; Vargas-Albores,
1995); sistemas multiméricos como la coagulacion y el sistema profenoloxidasa (ProPO)

entre otros (Sorderhill, 1992; Guzman-Murillo er al., 1993; Vargas —Albores et al., 1997).

El sistema proPO es una compleja cascada enzimatica que se encuentra en el interior de los
granulos de los hemocitos y puede ser liberado por estimulacion con B-glucanos (BG)
derivados de hongos o lipopolisacaridos (LPS) de bacterias. Una vez liberado el contenido
granular, la proPO es activada por una proteinasa y convertida en fenoloxidasa (FO), la cual
es responsable de la oxidacion de fenoles a quinonas que finalmente se convierten en
melanina (Ashida er al., 1984). El sistema proPO al activarse genera algunos factores que
estimulan a los hemocitos a eliminar el material extraitio (Soderhall er a/., 1984; Sorderhall
et al., 1998).

Tomando en cuenta estas caracteristicas del sistema inmune, la industria del cultivo ha
planteado el uso de inmunoestimulantes, los cuales han sido aplicados en las dictas para
simular infecciones bacterianas o fungicas y provocar asi el aumento de la respuesta
inmune. Con este fin diversos componentes activos son extraidos de las paredes de
bacterias como son los lipolisacaridos(LPS), lipopeptidos y levaduras (8-glucanos), entre
otros (Itami et a/., 1998; Chan et al., 2000; Le Moullac ¢z a/., 1998a). Tomando en cuenta
esto Vargas-Albores, (1993), evalué la capacidad de aglutinaciéon con Penaeus
californiensis, demostrando que la aglutinina sérica del camaron café al ligarse con los LPS
fue capaz de aglutinar tres especies diferente de Vibrio (V. vulnificus, V. fischeri y V.

haemolyticus), ademas de activar el sistema proPO.
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En este mismo sentido Itami er «l.,(1998), demostré que la administracion oral de
peptidoglucanos (PG) derivados de Bafidobacterium thermophilum a través de la dieta
(2000 mg kg ') incrementé la resistencia de enfermedades del camarén (Penaeus
Japonicus), cuando fueron sometidos a un rcto con V. penaecida. De igual forma Merchie et
al.,(1998), reporté que postlarvas de Penaeus monodon alimentadas con una dieta
combinada con astanxantina (810 mg AX kg ~') y una sobre dosis de vitamina C (1700 mg
AA Kg ~"), mostraron alta resistencia a una infeccién con V. harveyi y a un reto salino. Por
otro lado Rengpipat er al., (2000), realizé un estudio con las mismas especies de camarén y
patégeno y observé el aumento de la respuesta inmune asociado con la presencia de una
bacteria probionte, mostrando que los camarones tratados con Bacillus S11 después de 10
dias del reto con V. Ziarveyi obtuvieron una sobrevivencia del 54 % en comparacién con la
obtenida en los organismos no tratados (35 %). De igual manera en otro estudio realizado
en camardn tigre Penaeus monodon se observé la eficacia de la inclusién de 2.0 g kg ~! de
BG derivados de Schizophyllum commune en la dieta, mostrando que la sobrevivencia,
fagocitosis y produccion del anién super oxido fue significativamente mayor en los
camarones alimentados con BG, en contraste con los del grupo control sin BG (Chang et
al., 2000).

Otro de los aditivos utilizados como inmunoestimulantes son las vitaminas. En un estudio
dec postlarvas de P. indicus alimentadas con una dieta estandar para larvas (Lansy ZM
INVE Bélgica) y suplementada o no con una mezcla de vitamina C y E se observé que al
ser inoculadas con V. harveyi, los camarones mostraron que la mortalidad de las larvas
infectadas se redujo a 46 % en comparaciéon al 87 % observado en las larvas alimentadas
con la dieta control. Segiin un cstudio reciente realizado en Ecuador con 15 diferentes
combinaciones de vitaminas C y E con o sin BG adicionados en la dieta, se encontré que
Litopenaeus vannamei alimentados con la mezcla : 150:500, 450:250 sin BG y 50:50,
150:500, 450:100 con BG presentaron mejor estado de salud y respuesta inmunitaria que el
observado en otros tratamientos. De estas 5 dietas, dos presentaron la menor tasa de
mortalidad cuando fueron desafiados contra ¢l sindrome de la mancha blanca (WSSV)

(50:50 con BG y 150:500 sin BG) (Molina et al., 2002).
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Por esta razén, diversos grupos de investigacion en varias parte del mundo se han dedicado
a la busqueda de indicadores del estado nutricional e inmunolégico de los camarones para
poder tener herramientas de diagnéstico. Racotta et al., (1998), estudioé las variables
metabdlicas en la hemolinfa, en respuesta por manipulacion de estrés y la inyeccion de
Serotonina en camarones Penaceus vannamel, los resultados demostraron que después de la
inyeccion isoténica salina y de la 5 hydroxytryptamine serotonina (5 HT) los niveles de
glucosa sanguinea aumentaron en ambos tratamientos, mientras que los niveles de lactato
aumentaron en el grupo 5 HT, concluyendo que ambos metabolitos son indicadores de
estrés.

Estudios recientes han demostrado que diversos metabolitos sanguineos pueden ser usados
como herramientas de diagndsticos del estado de salud de los camarones. Cuando estos
resultados se acoplan al crecimiento y sobrevivencia es posible entender los mecanismos
fisiologicos involucrados en respuesta a condiciones nutricionales (Rosas et al., 2000). Se
ha observado que la glucosa sanguinea esta intimamente relacionada con el metabolismo de
las proteinas a través de la formacion de glucdgeno por vias gluconcogénicas (Rosas er al.,
2002). Otros estudios han permitido observar que la hemocianina, acoplada con la proteinas
de la sangre son un buen indicador del estado nutricional de los camarones, ya que los
camarones la utilizan como una bio molécula almacenadora de proteinas (Cuzon, 1971;
Rosas et al., 2001).

Asi mismo los estudios de Le Moullac er al., (1998), demostraron que el estrés debido a la
hipoxia (1 mg OD L ~') en presencia de V. alginolyticus, alteran el sistema inmune del
camaron Penaeus stvlirostris, causando disminucion en las células totales y un aumento en
la actividad de la proPO, concluyendo que una disminucién de oxigeno disuelto incrementa
la sensibilidad al Vibrio.

Desde los inicios del cultivo del camardn, la Spirulina ha sido reconocida como un
alimento adecuado para la nutricion de crusticeos. En Penaeus japonicus se ha utilizado
con éxito hasta con 8% de inclusion en la dieta tanto por su alto nivel de proteinas (58.6%)
como de¢ acidos grasos totales (22.7%) (Cuzon et al/ .,1981). Por su parte Meyers, (1997),
sefialé que la Spirulina como fuente de B carotenos podria cumplir una doble funcion: la de
reduccion del estrés y la de mejorar la nutricion, debido a que los carotenoides de esta alga

tienen propiedades antioxidantes, y funcionan como una reserva de oxigeno intracelular
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ayudando a mantener ¢l metabolismo aerobio por encima del anaerobio. En un trabajo
reciente Cruz-Suarez et al., (2000), encontré que los juveniles de Litopenaeus vannamei
alimentados con harina de Macrosystis pirifera incluida en la dieta en un 8 %, crecieron
entre un 17 y 68 % dependiendo del origen del alga mas que los camarones alimentados

con una dieta sin harina de AMacrosystis.

La nutricion es el elemento primordial para ¢l control de enfermedades, ya que organismos
con deficiencias nutricionales estin mas propensos a enfermedades por la ausencia de
factores necesarios para el sistema de defensa. De acuerdo a Bachere, (2000) la respuesta
inmune necesita ser analizada bajo una condicion de estrés en camarones en cultivo. Por tal
motivo y dada la importancia comercial que tiene Litopenaeus vannamei y 1os retos que
enfrenta la industria camaronicola resulté de gran interés investigar si dietas con BG
ayudan a mantener en alerta fisiolégica a los camarones, y al mismo tiempo este aditivo

mejora la condicidon nutricional y por ende el estado fisioldgico de los camarones.

Hipétesis:

Aunque los 8 -glucanos estimulan la respuesta inmune de los camarones, en dosis elevadas
pueden llegar a producir sobreestimulacion. Entonces si los B -glucanos son utilizados de
forma intermitente, la repuesta inmunoldgica sera estimulada a un nivel de alerta el cual

debera ser el apropiado para responder a condiciones de estrés ambiental.

I1. Objetivos

2.1 Objetivo General.
Determinar el efecto de la frecuencia de aplicacion de dietas experimentales y comerciales

con f- glucanos sobre ¢l estado fisiologico e inmunologico de juveniles de camarén blanco

TESIS CON
LA DE QRIGEN

del pacifico Litopenaeus i (Boone, 1931).

2.2 Objetivos Especificos.
a) Evaluar el efecto de la frecuencia de aplicacion de B- glucanos en dietas experimentales
sobre el crecimiento y la sobrevivencia de camarones juveniles Litopenaeus vannamei

(Boone, 1931) mantenidos en condiciones controladas.
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b) Determinar de qué manera la frecuencia de aplicacion de dietas experimentales con 3-

glucanos afectan la resistencia de juveniles de camardn a las alteraciones producidas por

un cambio brusco de salinidad.

c) Conocer la forma en que los camarones ajustan algunas respuestas inmunologicas como
la actividad de la proPO, células granulares y estallido respiratorio durante la aplicaciéon de

diferentes frecuencias de alimentacion con dietas experimentales con B- glucanos.

d) Evaluar el efecto de dietas comerciales con 3 - glucanos sobre el estado nutricional e
i (Boone, 1931) cultivados en estanques

inmunolégico de juveniles Liroy s vann

que simulan un sistema de cultivo intensivo industrial.
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II1. Materiales y Métodos.

3.1 Origen de los Organismos.

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron postlarvas de camarones Litopenaeus
vannamei procedentes del Laboratorio de produccion de postlarvas de Industrias Pecis, S. A.
en el estado de Yucatin. Una vez en el laboratorio los organismos fueron aclimatados en
estanques externos durante el tiempo necesario para que alcanzaran el peso inicial deseado en
cada parte del estudio.

3.2 Diseiio Experimental.

El estudio se realizd en dos partes : a) Evaluacion de dietas con - glucanos stanguard de
origen japonés a nivel experimental elaboradas en el Laboratorio de Ecologia y Biologia
Marina Experimental de la UNAM ubicado en Cd. del Carmen, Campeche. Esta primera parte
consistié de tres experimentos: a) Uno de 40 dias a nivel de laboratorio en tanques de 90 L,
donde se evalué el efecto de B- glucanos (BG) incluidos en la dieta, sobre el crecimiento y la
sobrevivencia (Fig. 1). b) Asi mismo se determind el efecto de un cambio brusco de salinidad
(35 - 0 %), en la sobrevivencia después del reto, la glucosa sanguinea, el lactato, los
acilglicéridos, cl colesterol, las proteinas, la presién osmética, glucogeno en la glandula
digestiva (GD), la concentraciéon de hemocianina en hemolinfa, la actividad de 1la
profenoloxidasa (proPO) y el conteo de cé¢lulas sanguineas, utilizando las técnicas que se
describiran posteriormente 2) y otro de 20 dias donde se determind el efecto de BG en la
cinética de la respucsta inmune de los camarones asociada con la dosis de aplicacion de estas
dietas a nivel de laboratorio en tanques de 500 L (Fig. 2; Tabla 1).

b) Evaluacion de dietas comerciales con B- glucanos stanguard de origen italiano de la
empresa Malta Texo SA de CV de Hermosillo, Sinaloa. Esta segunda parte del estudio
consistié de tres experimentos: 1) uno de 115 dias a nivel de estanques externos de 20 m>, en
donde se evalué el crecimiento, y la sobrevivencia. 2) otro de 48 h donde se evalud el efecto de
un cambio brusco de salinidad en tanques de 90 L 3) y por ultimo el efecto de un reto de
oxigeno disuelto en tanques de 90 L y de 500 L . En ambos retos, ademas de la sobrevivencia

se evaluaron las mediciones de los metabolitos sanguincos y algunos indicadores de la

TEqw cO
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respuesta inmune (Tabla 2).




Tabla. I Disesio Experimental de camarones juveniles L. iali dos con di experi 2

elaboradas en el laboratorio con BG.

Disciio Expcrimentos Respuestas Evaluaciones

Completamente aleatorizado 1. Partc: Dietas Con BG claboradas
en ¢l laboratorio.
Duracién.

40 dias. a) Efccto de la dieta. Nutricional
Crecimiento

Sobrevivencia

Bioquimico - Fisiolégicos
Presién osmética
Niveles en la Hemolinfa:
Glucosa
Lactato
Acilglicéridos
Colesterol
Protcinas
Concentracién de
glucégeno cn la GD

Inmunolégicos
Actividad de la proPO
Contco de:
Células totales
Células granulares
Células semi-granulares
Células hialinas

48 h b) Reto salino (35 — 0 %), Nutricional
Sobrevivencin.

Bioquimico — fisiolégicos
Niveles en la Hemolinfa:
Glucosa
Lactato
Acilglicéridos
Colestcrol
Protcinas
Concentracion de
glucégeno en la GD

Inmunoldgicos
Actividad de la proPO
Contco de:
Células Totales
Células granulares
Células semi-granulares
Células Hialinas

20 dias ¢) Cinética inmunoldgica Bioquimicos
Proteinas

Inmunolégicas
Estallido respiratorio
Actividad de¢ la proPO
Contco de:
Células totales
Células granulares
Células semi-granularcs
Células hialinas
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Tabla. 2 Diseiio Experimental de camarones juveniles L.

con BG.

iali tade

con dietas comerciales

Diseiio

Experimentos

Respuestas

Evaluaciones

Completamente aleatorizado

Duracion
115 dias

48 h

48 h

1. Parte: Dictas comerciales con BG

a) Efccto de la dicta.

b) Reto salino (35 — 15 %).

¢) Reto de oxigeno disuclto (5~0 mgl ).

Nutricional

Bioquimico - Fisiolégicos

Inmunologicos

Nutricional

Bioquimico - Fisiologico

Inmunolégicos

Nutricional

Bioquimico - Fisiolégico

Inmunolégicos

Crecimicnto
Sobrevivencia

Presion osmética
Niveles en la Hemolinfa:
Glucosa

Lactato

Acilglicéridos
Colestcrol

Proteinas

Concentracién de
glucdgeno en la GD

Actividad de la proPO

sobrevivencia

Presidn osmotica
Niveles en la hemolinfa:
Gilucosa

Lactato

Acilglicéridos
Colesterol

Proteinas
Concentrucidn de
glucégeno en la GD

Actividad de la proPO

Sobrevivencia

Presién osmética
Niveles en la hemolinfa:
Glucosa

Lactato

Acilglicéridos
Colesterol

Protcinas
Concentracion de
glucégeno en la GD

Actividad de la proPO.

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON

Nelda Urania Lopez Moya



3.2.1 Efectos de dietas con B- glucanos en condiciones de laboratorio: Se utilizaron dos
tipos de alimentos elaborados en el Laboratorio. A una dieta base (control), se le adicionaron

B-glucanos (BG) al 0.2 % de la dieta, nivel de inclusién propuesto por el fabricante de alimento

(Tabla 3).

Tabla. 3. Dietas wrilizadas en este estudio.

Materia Seca Diecta Base o Control (g kg ~') Dieta con BG (z kg )
Harina de Pescado Chilena 450 450
Harina de Soya Semillina 180 180
Harina de Trigo Sol de Oro 233 233
Lecitina de Soya Drogueria Cosmopolita, S.A De CV 20 20
Aceite de Higado de B, 1ao Drogueria C polita, S.A 80 80
DeCV
Premezcla Minerales Donanda por Agribrands Purina, S. A 8 8
DeC.V.
P In Vi i sin Vi ina C Donada por 17 17
Agribrands Purina, S. A De C.V.
Colesterol Sigma C - 8503 2 2
B- glucanos Stanguards, Japén o
Rovimix Stay — C 35 Roché 0.286 0.286
Celulosa Sigma C - 5013 9.7 7.8
Anilisis Quimico Préximal Yo Yo
Materia Seca 90 90
Humedad 10 10
P.C. (Nitrdgeno 6.25) 39,22 39.47
Extracto Etéreo 13.86 14.43
Cenizas 8.69 8.60
Fibra Cruda 1.49 1.21
Extracto Libre de Nitréogeno 26.74 26.28
T.N. D. 82.30 83.09
E.D. Keal Kg ' (Aprox). 3732.26 3663.55

3060.13 3003.80

E.M. Keal Kg ' (Aprox).

Con estas dictas se disefiaron 3 tratamientos: 1) camarones alimentados con B- glucanos
durante todo ¢l experimento (BGP), 2) alimentados 7 dias con B- glucanos y 7 dias con la dieta
control, este tratamiento fue denominado B-glucanos combinados (BGC) y 3) organismos
alimentados solo con la dieta Control (C),. Las dietas experimentales se elaboraron con los

ingredientes que se presentan en la Tabla 3. Las harinas fueron mezcladas con aceite hasta

10 Nelda Urania Lépez Moya




obtener una pasta la cual fue pasada a través de un molino en el que la pasta es convertida en
pellet tipo espagueti. Los espaguetis fueron secados en una estufa a 60 °C por 24 h,
posteriormente fueron partidos a un tamaiio conveniente y almacenados en refrigeracion (4 °C)
hasta su uso.

Se utilizaron 12 tanques de 90 L (4 tanques /tratamientos), los cuales fueron distribuidos al azar
y abastecidos con agua de mar en flujo continuo y mantenidos en temperatura de 28 °C,
salinidad de 35 %o, pH de 8.1 = 0.01 y el amonio disuelto en valores < 0.02 mg—l‘. La densidad
de siembra fue de 10 camarones por tanque con cuatro repeticiones por tratamiento, lo que
correspondi® a un total de 120 juveniles con un peso inicial promedio de 2 g + 0.05. Los
camarones fueron alimentados a razén del 20% de su biomasa inicial, con una frecuencia de
tres veces al dia, a las 08, 14 y 20 h y se utilizé un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de oscuridad.
La cantidad de alimento fue ajustada semanalmente de acuerdo con la biomasa ganada por los
camarones y siguiendo las dosis descritas anteriormente. Todos los dias y antes de suministrar

cada toma, el alimento remanente y las exubias fueron retiradas por siféon .

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 1 T« E imentales de 90 L

£ 4 »

3.2.1.1 Crecimiento y sobrevivencia.

El crecimiento se obtuvo cada 10 dias, utilizando una muestra de 10 camarones de cada
tratamiento los cuales fueron pesados en una balanza granataria digital (+ 0.05g) (OHAUS,
ARA 520). Con el fin de reducir el estrés producido por la manipulacion durante el pesaje, en
cada muestreo se seleccioné un tanque diferente de cada tratamiento para mantener la
independencia del muestreo.

Los calculos para obtener el coeficiente diario de crecimiento (IDGC) se hicieron a partir de la
siguiente ecuacién (Bureau er a/ 2000): DGC = 100 *(FBW '? _ IBW '? )/ D, donde: FBW '

es el peso final en g, IBW ' es el peso inicial en g y D, el nimero de dias. Al finalizar el
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experimento los camarones fueron contados y pesados con la finalidad de obtener
sobrevivencia y biomasa total producida.

3.2.1.2 Reto Salino.
Después de evaluar el crecimiento y la sobrevivencia, los camarones se colocaron nuevamente

en sus respectivos tanques de 90 L donde permanecieron por 5 dias en las mismas condiciones
experimentales y de alimentaciéon, con el proposito de que se recuperaran de la manipulaciéon
provocada durante el pesaje del Gltimo muestrco de crecimiento. Posteriormente del periodo de
recuperaciéon se llevé acabo un muestreo de 5 camarones por tratamiento para realizar las
respectivas mediciones de los metabolitos sanguincos y algunos indicadores de la respuesta
inmune (Tabla 1).

Los resultados de estas primeras evaluaciones fueron consideradas la linea base del
experimento (LB) o ticmpo 0, como valores de referencia para compararlos con los datos
obtenidos en el reto salino. Después de obtener la LB un tanque de cada tratamiento se
mantuvo en la salinidad inicial (35%0), ¥y fue denominado control. Los camarones de los tres
tanques restantes de cada tratamiento fueron expuestos a un cambio brusco de salinidad 35 - O
%6o.

Para disminuir la salinidad se procedié a bajar el nivel del agua hasta la mitad del volumen
total de los tanques (45 L) de cada tratamiento. Posteriormente se elevo el nivel de agua en
ambos grupos con agua dulce municipal sin cloro para los animales expuestos a baja salinidad
y con agua de mar natural para los grupos control. En el caso de los camarones expuestos a 0
%o, el agua dulce se dejo correr hasta que el agua de mar fue totalmente sustituida. El tiempo
requerido para los ajustes de salinidad fue de 24 min.

Después de obtener la salinidad deseada se consideroé el inicio del experimento y se procedio a
muestrear 10 camarones por tratamiento a las 4, 24 y 48 h para realizar las evaluaciones
mencionadas anteriormente (Tabla 4).

La resistencia de estrés fue calculado por el rango del indice de estrés acumulativo, como el
valor promedio obtenido de la replica del tratamiento, donde la suma individual de la
mortalidad acumulativa es dividida en los intervalos de tiempo consecutivo al que estuvieron

retados los organismos (Merchie ef al., 1995).
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Tabla.4 Diseiio Experimental para a evaluar el efecto de un cambio brusco de salinidad en la sobrevivencia

¥ el estado fisiologico e i logico de c ones L.
Salinidad | Dieta con B-glucanos Dieta control sin Bglucanos
(%a)
as 1 tanque de 90 L 1 tanque de 90 L
[ 1 tanque de 90 L 1 tanque de 90 L

3.2.1.3 Cinética inmunolégica.

Este experimento consistié en conocer la forma en que los camarones ajustan algunas
respuestas inmunologicas durante la aplicacion de diferentes frecuencias de alimentacién con
dietas experimentales con BG. La procedencia de los organismos para realizar este estudio fue
de un estanque externo de 20 m”® mantenidos desde postlarva hasta alcanzar la talla de 7 g =+
0.05. Posteriormente los camarones se transportaron a 3 tanques de 500 L (un tanque por
tratamiento), distribuidos al azar y abastecidos con agua de mar en flujo continuo a 28 ° C,
salinidad a 35 %o, pH de 8.1 *+ 0.01 y amonio disuelto en valores < 0.02 mg "' L (Fig. 2). La

densidad de siembra fue de 200 camarones por tanque.

Fiy. 2 Tanques Exper les de 500 1

Con el propésito de dar un tiempo considerado de recuperacion para controlar el estrés
producido por la captura del estanque y la transportaciéon al laboratorio, los organismos
permanecieron sin manipulacién por un tiempo de 5 dias. Una vez transcurrido este tiempo de

recuperacion se tomdé una muestra de 15 organismos por tratamiento. Las propiedades del
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sistema inmune de estos camarones fueron consideradas a partir de la condicién inicial antes de
la aplicacion de las dietas comerciales. Posteriormente los camarones fueron alimentados
siguiendo el mismo disefio aplicado en el primer experimento: BGP, BGC y C. El efecto de
estas dietas fue evaluado cada 2 dias por un periodo de 20 dias en todos los tratamientos. En
esta parte del estudio se midieron algunos indicadores de la respuesta inmune: Actividad de la
proPO, estallido respiratorio, y la concentracion de las células sanguineas. Adicionalmente se
midieron los niveles de proteinas de la hemolinfa (Tabla 2). Los detalles de estas técnicas se
describiran a continuacion.

3.2.2 Dietas comerciales con B- glucanos en estanques externos.

Se utilizaron dos tipos de alimentos e¢laborados en la Empresa “Malta Clayton S.A.,
clasificados como: T1 y T2 donde, T1 es una dicta base a la que se le adicion6 BG y T2 es la
dieta control sin BG. Se utilizaron 6 tanques de 20 m® (3 estanques por tratamiento),
abastecidos con agua de mar natural, aireacion constantes, temperatura ambiente, salinidad de

35 %o, pH 8.1 + 0.01, amonio disuelto en valores < 0.02 mg ~' L y un recambio de agua del 10

% diario (Fig.3).

Fig. 3 Tangues Externos de 20 m’

Los tratamientos experimentales fueron distribuido al azar, y la densidad de siembra fue de 40
camarones /m° lo que correspondié a un total de 4,800 juveniles tempranos con un peso inicial
promedio de 1 g. Diariamente se registraron las variaciones de temperatura, salinidad, oxigeno
disuelto, pH y una vez a la semana se midieron las concentraciones de amonio. Los camarones

fueron alimentados de acuerdo a la tabla proporcionada por la empresa, con una frecuencia

alimenticia de dos veces al dia, a las 8 y 20 h (Tabla 5).

i
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Tabla. 5. Tabla de alimentacion para el cultivo de camarones Malta Clayton Hermosillo, Sonora.

PROGRAMA DE ALIMENTACION API-CAMARON

FASE | PRODUCTO SEMANA PESO / PROM. | SOBREVIVENCIA | BIOMASA % DENSIDAD (m 7)
API 1 0.02 100 18 250
CAMARON 1 2 0.14 85 15 212
-
= 40%
= (40%%) 3 0.35 80 14 200
< MIGAJA
= 4 0.70 75 13 188
5 1.0 100 12 180
6 23 95 10 171
7 3.1 90 8 162
8 4.2 88 6.4 156
9 4.8 88 4.8 156
API 10 6.1 88 a 156
CAMARON 2 11 7 8s 32 153
(35%) 12 8.5 8S 2.8 153
MIGAJA 13 9.2 85 2.6 153
14 10.1 8s 2.4 153
15 1.5 84 22 151
-
S 16 122 84 2.1 151
2 17 13 84 2 151
k< 18 14.13 84 1.9 151
19 15 83 1.9 149
APL
20 16.3 83 1.8 149
CAMARON 3
21 17.1 82 1.7 148
(30%)
22 18.0 82 1.6 148
MIGAJA -
23 - 18.8 82 1.5 148
AP1 24 19.6 81 1.4 146
CAMARON 4 25 20.9 81 1.3 146
(25%) 26 22 80 1.2 144
MIGAJA 27 23 80 1.0 144
S
N
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3.2.2.1 Crecimiento y sobrevivencia.

El crecimiento se obtuvo cada 10 dias, utilizando una muestra de 150 camarones por dieta (50
por estanque), los cuales fueron individualmente pesados para calcular el coeficiente diario de
crecimiento (CDC) utilizando la ecuacién descrita anteriormente. La cantidad de alimento fue
ajustada semanalmente de acuerdo a la biomasa ganada por los animales.

Antes de finalizar con el periodo de cultivo se realizé un muestreo de 24 camarones por dieta (
8 por estanque). A estos animales se les evaluaron los componentes de la sangre: glucosa,
lactato, acilglicéridos, colesterol, proteinas, presion osmotica, concentracion de hemocianina en
hemolinfa y la actividad de la proPO. Al finalizar el experimento los camarones de los
estanques fueron contados con la finalidad de obtener sobrevivencia y biomasa total producida.
3.2. 2.2 Reto Salino.

Para evaluar el efecto de un cambio brusco de salinidad se utilizaron 90 camarones juveniles de
5 g = 0.05 por dicta , provenientes de los estanques externos en los que se cultivaron los
camarones con dietas comerciales. Los organismos fueron colocados en 4 tanques de 500 L a
razén de 45 camarones por tanque (Tabla 6). Los tanques tuvieron un flujo continuo de agua de
mar conectados a un sistema de recirculacion, el cual a su vez se¢ acoplo a un filtro de arena de
20 uwm, una columna des proteinizadora y luz ultravioleta. Ademas cada tanque conté con un
filtro rapido (1200 L “'h), acondicionado con fragmentos de ceramica y hule espuma.

Un periodo de¢ 5 dias se considerd para reducir el estrés de captura y transporte entre los
estanques externos y los tanques de 500 L. Durante este periodo los camarones fueron
alimentados a saciedad con las mismas dietas experimentales. La salinidad, temperatura, OD
mg ™' L, pH, fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de oscuridad fueron similares a los obtenidos en los
estanques externos .

Una vez cumplido con el periodo de recuperacion una muestra de 15 camarones por dieta fue
tomada con el fin de evaluar los componentes sanguineos y las respuestas inmunoldgicas
mencionadas anteriormente. A estas evaluaciones se les consideré como tiempo 0. La mitad de
los organismos de cada dieta fueron expuestos a un cambio brusco de salinidad (35 - 15 %) ¥
la otra mitad de camarones se mantuvieron en la salinidad original (35 %), la cual fue

considerada como control del experimento. Para disminuir la salinidad se utilizé6 el mismo
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mecanismo descrito anteriormente, con la diferencia que el tiempo requerido para los ajustes de
la salinidad fue de 1 hora.

Despucés del cambio de salinidad 7 camarones por tanque fueron muestreados a las 4, 24 y 48 h.
De estos animales se determinaron los componentes sanguineos como glucosa, lactato,
acilglicéridos, colesterol, proteinas, concentracion de hemocianina, presién osmética y la
actividad de la proPO. Al mismo tiempo se evalué la sobrevivencia en el resto de los animales

(Tabla 2).

Tabla.6. Diserio Experimental para a evaluar el e¢fecto de un cambio brusco de salinidad en la sobrevivencia

vel {o fi. Tet e inm logico de ones L.
Salinidad Dieta con B-glucanos Dieta control sin B glucanos
(%60)
35 1 tanque de 500 L 1 tanquec de 500 L
15 1 tanque de S00 L 1 tanque de 500 L

3.2.2.3 Reto de Oxigeno.

Para evaluar el efecto de la disminucién del oxigeno disuelto, de igual manera se utilizaron
camarones de 5 g + 0.05 provenientes de los estanques externos. Este experimento se dividio
en dos etapas: En la primera se evalud el efecto de la disminucion del oxigeno disuelto en las
respuestas fisioldgicas e inmunolégicas. En este caso se utilizaron 4 tanques de 500 L a razén
de 45 camarones por tratamiento (Tabla 7). La mitad de los tanques fueron abastecidos con
agua de mar filtrada, a estos tanques se les denomino grupo control.

La otra mitad también fueron abastecidos con agua de mar con la diferencia que el agua filtrada
fue depositada primeramente a un tanque inferior desde el cual fue bombeada a los tanques
experimentales (Fig. 4). En estos tanques se midioé el efecto de la disminucion del oxigeno
disuelto en el estado fisiologico e inmunoldgico de los camarones.

La segunda etapa consistié en determinar la sobrevivencia después de exponer a los camarones

a bajas concentraciones de oxigeno disuelto. Se utilizaron 8 tanques de 90 L ( 4 tanques por
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tratamiento) (Tabla 7), en una densidad de siembra de 10 camarones por tanque. El suministro

de agua a los tanques experimentales fue similar al descrito anteriormente (Fig. 4).

Tabla.7. Diserio Experimental para a evaluar el efecto de la disminucion del oxigeno dl.ulelto en la

sobrevivencia y el estado fisiologico e inmunoldgico de ones L. 1
Oxigeno Disuelto Dieta con f-glucanoes | Dieta control sin B-glucanes
(g L")
1 tanque de 500 L 1 tanque de S00 L
SmglL’! 2 tanques de 90 L 2 tanques de 90 L
1 tanque dec 500 L 1 tanquc dc 500 L
2mg L 2 tanques de 90 L 2 tanques de 90 L

Para el periodo de recuperaciéon de los camarones y la obtencion de la LB de los componentes
de las sangre se siguieron los procedimientos descritos anteriormente en el experimento reto
salino. Posteriormente de concluido el periodo de recuperacion de S dias se procedié a reducir
el oxigeno disuelto en la mitad de los tanques de 500 L y en la mitad de los tanques de 90 L. Se
utilizé gas nitrégeno el cual fue inyectado a una tasa de 4 L 'h a un tanque de 1100 L que
sirvié como columna de intercambio de gases.

El agua con baja concentracion de oxigeno fue bombeada a los tanques correspondientes y cada
uno de los cuales fue cubierto con una lamina de plastico para evitar que el oxigeno se
intercambiara con la atmosfera y de esta manera evitar alterar la concentracion de oxigeno
disuelto deseada. El tiempo de reduccion del oxigeno disueltode Smg '1a2mg ' 1 fuede 8 h
(Fig. 4).

Una vez obtenido el OD de 2 mg L! se considero el inicio del experimento. Se muestrearon 7
camarones por tanque a las 4, 24 y 48 h para realizar las evaluaciones de los componentes
sanguineos (glucosa, lactato, acilglicéridos, colesterol proteinas, presion osmdtica,
hemocianina) y la actividad de la proPO. Al mismo tiempo se evaluo la sobrevivencia en los

tanques de 90 L (Tabla 2; Figura 4).
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500 L

= 500 L

500 L
Tanque de
Nitrégeno
Figura .4 Dispositivo Experimental para a evaluar el ¢fecto de la dismi ion del 18 di: ito en la sobrevivencia y el
des fisiodéwd, i, logico de ones L. "

3.3 Técnicas para la evaluaciéon de metabolitos sanguineos y respuestas inmuneolégicas.

El manejo de los animales antes de la toma de muestras de sangre es un aspecto crucial en este
tipo de analisis. Esto se debe a que la manipulacién en si misma puede alterar, de manera
significativa, los componentes sanguineos. Por esta razon, previo a la extraccion de la sangre
(hemolinfa), los camarones fueron introducidos en un baiio frio (5 °C por debajo de la
temperatura inicial) para disminuir su metabolismo. Esta medida previene el que algunos de los

metabolitos plasmaticos, como la glucosa y el lactato, sean alterados rapidamente por la

manipulacion (Racota er al., 1998). TFng CON’
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3.3.1 Transporte de organismos.

El recipiente para transportar los organismos al laboratorio para el respectivo muestreo fue una
hiclera de 5 L, se lleno a la mitad con agua en la que fueron mantenidos los camarones, y se
midié la temperatura. Posteriormente se afiadié el hielo en una bolsa sellada manteniéndolo
hasta que la temperatura haya disminuido 5 °C por decbajo del registro inicial. Los camarones
fueron capturados con la red de mango, tratando de cvitar una manipulacién excesiva. Después

de cinco minutos de permanencia en este recipiente, se realizé la extraccion de la sangre.

3.3.2 Obtenciéon de Hemolinfa.
Pasados los cinco minutos, es decir, una vez que los camarones fueron acondicionados al

ambiente de baja temperatura y de luz ambiental, se tomaron las muestras de sangre, los
organismo fucron sccados para evitar un posible contacto entre la hemolinfa y el agua.

Para extraer la sangre se utilizé una jeringa hipodérmica (de 1 ml! con aguja ultrafina de 29 G x
13 mm para juveniles menores de 4 g, y con aguja 25 G x 16 mm para mayores de 4 g). La
jeringa contenia aproximadamente 100 pL de solucién isoténica para camarén (8 °C): (SIC-
EDTA): 450 mM NaCl, 10 mM KCIl, 10 mM EDTA.Na;, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm
Kg ' (Vargas-Albores et al., 1993). Antes de la extraccién de sangre, la solucién
anticoagulante se descarté completamente. La hemolinfa se extrajo del seno ventro lateral del
abdomen con ayuda de la jeringa. La aguja se inserté suavemente a través de la membrana
artrodial de la quinta pata, para tener acceso al seno. Lentamente se deslizé la aguja y, al
mismo tiempo, se retiré suavemente el émbolo de la jeringa, de tal forma que al momento en
que la aguja entré en contacto con la sangre ésta pudiera fluir hacia la jeringa. Esta accion
permitié que no se formaran burbujas en la hemolinfa, evitando asi que se acelere el proceso de
coagulacion y con ello, la alteraciéon de los componentes sanguineos.

Inmediatamente después de ser extraida la hemolinfa, se deposité sobre un trozo de parafilm
nuevo, el cual estaba colocado sobre un recipiente plano frio (hiclo sdlido embolsado, placa
congelante). El volumen total de hemolinfa fue de 180 uL y fue separado de la siguiente
manera: 1) 10 pL para el analisis de la hemocianina, 2) 20 uL para presion osmdtica, 3) 20 pLL
para hemocitos, 4) estallido respiratorio, 5) 80 puL para el analisis de los cinco metabolitos

sanguineos: glucosa, lactato, colesterol, acilglicéridos y proteinas y la proPO.
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3.3.2.1 Hemocianina.

En una cubeta ultravioleta de 1 ml con 990 nLL de agua destilada se colocaron 10 uL de la
muestra de hemolinfa con una micropipeta, posteriormente se leyo la absorbancia a una
longitud de onda de 335 nm en un espectrofotometro (Spectronic modelo 21 D) ( Chen et al.,
1993).

Calculo
La concentracion de hemocianina (Hc) se calcul6 utilizando el coeficiente de extinciéon =17.26.

Hc = (DO/17.26)*FD = mmol/L ,donde FD es el factor de dilucién. Si se utilizaron 10 puL en
990 uL entonces 1000/10 =100.

3.3.2.2 Presion Osmética.

La presion osmoética se determind en 20 uL. de hemolinfa, en un microosmémetro (Osmete, 20
plus). La capacidad osmética se calculd a partir de la diferencia entre la presion osmética de la
hemolinfa y la del agua del medio (Lignot ef al., 1999).

3.3.2.3 Conteo de Hemocitos.

Se tomoé una muestra de 20 pul de hemolinfa directamente y se mezcld en tres volimenes de
soluciéon Alsever-Formol 10 % ( 113mM glucosa, 27.2 mM citrato de sodio, 2.8 mM acido
citrico, 71.9 mM Na Cl y formol 10 %) (Le Moullac et al., 1997). Posteriormente se guardo en
refrigeracidon hasta su analisis. El conteo y la caracterizacion de los hemocitos se realizaron en
la camara de Malassez de 0.01 mm® de acuerdo a Le Moullac er al., (1997) , en base al
tamaifio, a forma y el contenido granular se clasificaron como células granulares (CG),
semigranulares (CSG) y hialinas (CH). Se tomaron al azar cuatro cuadros los cuales fueron
contados individualmente.

3.3.2.4 Estallido Respiratorio.
Este oxigeno radical es cuantificado por la técnica NBT, de acuerdo al protocolo optimizado

por (Muiioz er al., 2000). La tasa de produccion de oxigeno es obtenida por la division del
valor de la absorbancia de la muestra estimulada por el valor de la absorbancia de la muestra
sin estimulacion.

En una microplaca se colocaron 50 ul de una soluciéon salina de Hanks modificada (MHSBS.3)

(Ca ™ 12 mM; Mg " 26 mM) y posteriormente se adicioné 50 ul de hemolinfa, la cual se

incubo6 30 min. ' TESTS CON
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Después de la incubaciéon se desecho el sobrenadante y se adiciond 50 ul de una solucién
salina de Hanks modificada (MHBSS.2) (Ca ™" 6 mM; Mg ™ 13 mM) cuidadosamente en todos
los pozos de la placa.

En las muestras para evaluar la actividad basica se agregd 50 pl de la solucion (MHSBS.3), v
en las muestras para evaluar la células estimuladas se agregé 50 ul de zimosan diluido en
solucién salina de Hank.

Posteriormente a todas las muestras se les agregd 50 nl de NBT y se incubaron por dos horas
protegidas de la luz. Después de la incubacion se descartd el sobrenadante y se lavaron las
muestras con 200 ul de metanol al 100 % y se descarto el sobrenadante.

Se adicioné 200 pl metanol al 70 %, esto se realizd dos veces y nuevamente se procedio a
descartar ¢l sobrenadante . Posteriormente se dejo secar la microplaca por un espacio de 15 min
a temperatura ambiente. Después del tiempo de secado se adicionaron 120 ul de 2 M hidroxido
de potasio (KOH) y 140 ul de dimetil sulfoxido (DMSO). Posteriormente las muestras se
leyeron a 630 nm. Calculo. A/B x 1000000 / CT , donde : A = Muestras estimulada, B =

Muestras sin estimular y CT = Células Totales.

3.3.3. Obtencion del plasma.

Los metabolitos sanguineos no se evalian directamente en la hemolinfa, sino que fue necesario
diluirla en una solucién anticoagulante (SIC-EDTA): por cada volumen de hemolinfa se
requieren dos de SIC-EDTA. Se tomaron 80 uL de la muestra de hemolinfa y se mezclaron en
160 pL con el anticoagulante contenido en el tubo eppendorf. Ya con la hemolinfa diluida, los
tubos se centrifugaron a 2500 rpm , por 3 min a4 °C .

Después de centrifugar se retiré el sobrenadante (plasma + SIC-EDTA) de los tubos,
introduciendo lentamente la punta de la micropipeta sin tocar el fondo, donde fue posible
observar el paquete celular. El sobrenadante se deposité en tubos Eppendorf nuevos y
marcados con la misma secuencia de numeros que se siguioé para las muestras de sangre .los
tubos con el plasma se mantuvieron a una temperatura de 2 — 8 °C hasta su respectivo analisis.
El tubo con el paquete celular se utilizé para medir la proPO.

3.3.4 Paquete celular.
El sistema profenoloxidasa (proPO) se encuentra compartamentalizado principalmente en las
células granulares, el degranulado de hemocitos ha sido utilizado como fuente de fenoloxidasa
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(Hernandez-Lopez et al .,1996). Para e¢llo, después de separar el plasma, al paquete celular se le
agregd SIC-EDTA, un volumen similar a la suma de hemolinfa mas anticoagulante, la muestra
se centrifugd a 800 g por 3 min. a 4 °C en una centrifuga (CENTRA MP 4 R) , el sobrenadante
fue desechado y el paquete celular se resuspendié dos o tres veces con amortiguador de
cacodilatos (100 mM de cacodilatos, 10 mM Ca Cl,, pH 7) de tal manera que se observd como
el paquete celular se desagrega generindose una soluciéon turbia (el volumen empleado de
cacodilatos correspondié a la mitad del volumen de hemolinfa mas SIC-EDTA, esta solucién

estaba en 8 ° C y se centrifugd a 14000 rpm por 2 min. a4 °C,

3.3.5 Cuaantificacién de metabolitos en el plasma

La determinacién de los metabolitos sanguineos se evalué utilizando Kits comerciales con los
que, a partir de las reacciones enzimaticas, se producen cambios de color diferencial en
respuesta a la concentracion de cada metabolito. La densidad éptica de las concentraciones se
leyeron en ¢l lector de microplacas (BIO-RAD Modelo 550), de acuerdo a Hernandez-Loépez
(1996).

Los calculos se realizaron con los valores del intercepto y la pendiente de la regresion lineal
obtenida de una curva patrdn, los cuales fueron sustituidos en una ecuacion de la recta:

y = a + bx, donde: a = intercepto; b = pendiente; x = concentracién (mg ml ~'); y = Densidad
optica de la muestra (DOm), entonces x = ((DOmM — DO del blanco) — (a)/ b) * FD. El factor de
dilucién (FD) = 3 ( la muestra de hemolinfa se diluyé en dos volimenes de SIC-EDTA), este
calculo es para glucosa, lactato, acilglicéridos, colesterol. Para proteinas es €l mismo calculo lo
que cambia es el FD = 300 ( 3 x 100, ¢l volumen de la muestra de plasma se diluyé 100 veces
en agua esteril).

Determinacion de glu

El principio de esta determinacién se basa en que la glucosa presente en la hemolinfa, es

transformada por la glucosa oxidasa , en dacido glucénico y peroxido de hidrogeno (H205); éste
altimo en presencia de peroxidasa, oxida el sistema cromégeno (4-aminofenazona / fenol)
convirtiéndolo en un compuesto de color rosa (Buwrrin ef al., 1985).

Para ello, se colocaron 10 nl de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 ul de una
solucidn reactiva provista por el kit comercial (Bayer Sera-Pack, Cat. 6634). La reaccion se

incubé a temperatura ambiente durante 30 min. y se registré6 la absorbancia a 540 nm.
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Determinaciéon de lactato.

El acido lactico es convertido a piruvato y peroxido por la lactato oxidasa. En presencia del
H>0- formado, la peroxidasa cataliza la condensacién oxidativa de cromoégenos que producen
un color violeta (Marbach er al., 1967).

Se colocaron 10 ul de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 ul de una solucion
reactiva provista por el kit comercial Sigma, Cat. 710-10. La reaccioén se incubd a temperatura
ambiente durante 30 min. y se registré la absorbancia a 540 nm.

Determinacion de los acilglicéridos.

El glicerol liberado en la hidrolisis de los triacilglicéridos, por la accién dela lipoproteina lipasa
se convierte mediante la glicerol-quinasa en glicerol — 3 fosfato, que se oxida por la glicerol —
fosfato oxidasa en dihidroxiacetona y perdxidasa de hidrégeno. En presencia de peroxidasa el
H>0: oxida al cromoégeno (4 — aminoantiripina / p — clorofenol) en un compuesto de color
violeta (Fossati et al.,1982).

Se colocaron 10 ul de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 ul de una solucién
reactiva provista por el kit comercial Bayer Sera-Pack Cat. 6684. La reaccion se incubé a
temperatura ambiente durante 10 min. y se registré6 la absorbancia a 540 nm.

Determinacion del colesterol.

Los ésteres de colesterol son hidrolizados por la colesterol éster hidrolasa para liberar
colesterol y acidos grasos. El colestrol libre existente junto con el producido por esta reaccion,
se oxida por la colesterol oxidasa en A 4 — colestenona y peroxido de hidrégeno. Este ultimo en
presencia de peroxidasa oxida el sistema cromogeno (4 — aminoantiripina / fenol) en un
compuesto de color rosa (Allain, 1974).

Se colocaron 10 ul de plasma en una microplaca y se adicionaron 200 ul de una solucion
reactiva provista por el kit comercial Bayer Sera-Pack Cat. 6670. La reaccion se incubd a
temperatura ambiente durante 15 min. y se registré la absorbancia a 540 nm

Determinacion de las proteinas.

Se determina la concentracion de proteina solubilizada a través de la acciéon de una soluciéon
acidica de color azul Coomassie G- 250, el cual se liga a los aminoacidos primariamente

basicos y aromaticos, especialmente la argina.
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Para la evaluacion de las proteinas se tomo 10 ul de plasma y se diluyeron en 1000 pul de agua
destilada. Posteriormente se coloco 10 ul del plasma diluido en una microplaca y se
adicionaron 200 ul de una solucién reactiva provista por el kit comercial BIO-RAD Cat. 500-
0006 (Bradford, 1976). La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. y se
registro la absorbancia a 595 nm. La concentracion de las proteinas (mg/ml) se calculé con una
curva patron a partir de diluciones de una menor a mayor concentraciéon de la solucién estandar
de las poroteinas.

3.3.6 Determinacién del glucégeno en la glindula digestiva.

La cantidad de glucégeno sec determiné de acuerdo a Dubois et al.,(1965). Se extrajo un corte
del tejido (0.025 — 0.050 g ) y sc pesd en una balanza analitica OHAUS E 011440, se
homogeneizd en 200 ul de acido tricloroacético (5 %), después se centrifugd a 7000 rpm en
una centrifuga Eppendorf 5415 C durante 6 min. Se utilizé 100 pul del sobrenadante y se le
afiadié 500 ul de ctanol (95 %6). Se incubd durante 3 h a 37°C y se centrifugd a 7000 rpm por
15 min. Posteriormente se descartd el sobrenadante y el precipitado se disolvié con 20 ul de
agua hirviendo y se agregé 1 ml de acido sulfarico , 200 ul de fenol (5%). A continuacion se

colocaron 200 ul de la muestra en microplacas y sc registrd la absorbancia a 490 nm.

IV. Analisis Estadistico.

Se utilizd el Analisis de Varianza de dos vias para evaluar la tasa de crecimiento de los
camarones alimentados con los diferentes tipos de dietas en los diferentes dias experimentales.
Una ANOVA de una via con replica para el andlisis de los efectos de los diferentes tipos de
alimentos suministrados sobre cada uno de los indicadores fisiologicos e inmune utilizados.
Ademads se aplico la Prueba de Duncan para establecer diferencias especificas entre los

tratamientos (p< 0.05).
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V. Resultados.

5.1 Evaluacion de las dietas con o sin sin B- glucanos elaboradas en el laboratorio.
5.1.1 Crecimiento.

Los resultados obtenidos mostraron que las dietas con o sin BG no afectaron
significativamente el % coeficiente diario de crecimiento (2% CDC) (P > 0.05). Un valor

promedio de 1.9 + 0.07 fue obtenido como % CDC dc los camarones alimentados con las

tres dietas (Tabla 8).

Tabla. 8 24 Cocficicnte diario de crecimiento de camarones juveniles L. vannamei alimentados con tres
Dictas experimentales elaboradas en ¢l laboratorio.

Dictas % Coecficiente Diario de Crecimiento
BGP 1.9+ 009
BGC 2.0+0.02
c 1.8 +0.10

5.1.2 Sobrevivencia antes del reto.
El analisis de varianza indico que no existen diferencias significativas entre los tratamientos

(P> 0.05), mostrando una sobrevivencia promedio 78 + 7.0 .

Tabla. 9 Sobrevivencia de camarones ju iles I i ali dos con tres
Dictas experimentales claboradas en el laboratorio.

Dictas Sobrevivencia
BGP 83.4+ 6.64
BGC 63.3+ 10.9

c 85.4 + 4.60

5.1.3 Sobrevivencia después del reto salino.

Se observé que los animales alimentados con la diecta BGP presentaron la mayor
sobrevivencia con un resultado final del 70 %. El tratamiento BGC registré un valor del
68%, mientras que en el grupo control fue del 62 %. Es notorio observar que la evaluacion
del indice de estrés acumulativo en los camarones alimentados con la dieta BGP y BGC

presentaron una mayor tendencia a la resistencia, en contraste con los camarones de la dieta
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C, pero estadisticamente no fue significativo (P > 0.05; Fig. 5).
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Figura 5. Variaciones del indice de estrés acumulativo de camarones juveniles L. va i despaés de ser exy al

cambio salino. Valores dados en promedio.

5.2 Evaluaciones Bioquimico Fisiolégicas.

5.2.1 Presion Osmética.

El ANOVA recalizado a los resultados de la presion osmética mostré un efecto significativo
del tipo de dieta, del periodo experimental y su interaccion (P < 0.05; Tabla 10). Una
reduccidn significativa fuec observada a las 48 h del reto en todas las dietas experimentales.
Los valores observados resultaron ser 673, 542, 476 mOsm kg ~! de los valores observados

en el tiempo 0, respectivamente (P < 0.05 , Fig. 6).
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Figura 6. Variaciones de los niveles de la presion osmotica de camarones L. lespués de ser exy a un

reto salino. Valores dados cn promedio + Error Estandar.

5.2.2 Glucdégeno en la glandula digestiva.

Veinticuatro horas después del reto salino un aumento significativo del glucégeno se
observé en los tratamientos BGP y C (P< 0.05; Tabla 10) estos valores resultaron ser 161 y
172 % mayores que los registrados antes del reto salino. Sin embargo a las 48 h del cambio

salino se observd claramente que los camarones alimentados con las dietas BGP y BGC
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mostraron una reduccidn significativa del 43 y 64 % respectivamente. Mientras que los

camarones alimentados con la dieta C regresaron a sus valores iniciales (P > 0.05 ; Fig. 7).
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Figura 7. Variaciones de los niveles de glucégeno en la glandula digestiva de c.
expuestos a un reto salino. Valores dados en pr lio + Error E:

5.2.3 Glucosa.
La frecuencia de aplicacién de las dietas con BG afecté de manera distinta a los ajustes de

la glucosa sanguineca llevados a cabo por los camarones expuestos a un reto salino (P <
0.05; Tabla 10). Un aumento significativo del 65 % de la glucosa fue obscrvada después de
4 h del cambio de salinidad en los camarones alimentados con BGP. En contraste, una
reduccién del 372 de la glucosa fue detectada después del reto salino a las 48 h en los
camarones alimentados con la dieta C (P < 0.05). Los camarones alimentados con dietas

BGC no mostraron un cambio significativo en los niveles de glucosa después de haber sido

sometidos al reto salino (P > 0.05; Fig. 8).
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Figura 8. Variaciones de los niveles de glucosa sanguinea de camarones L. i después de ser exp a un
reto salino. Valores dados en pro dio + Error Estandar.
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5.2.4 Lactato.
Una reduccién significativa del lactato sanguineo fue observada como consecuencia del

cambio de salinidad (P < 0.05; Tabla 10) . Es notorio que a las 48 h de haber cambiado la

salinidad los niveles de lactato fueron 89.8, 8.7 y 6.7 % de los valores observados antes del

reto (P< 0.05; Fig.9).
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Figura 9. Variaciones de los niveles de lactato en sangre de camarones L. i después de ser exp a un reto
salino. Valores dados en pr dio + Error Estdnd.

5.2.5 Acilglicéridos.
Una reduccién del 57 % de acilglicéridos fue observada después de las 48 h del cambio

salino en los camarones alimentados con la dieta C (P < 0.05; Tabla 11). En contraste, un
decremento paulatino se mostré en los alimentados con las dietas BGP y BGC mostrando

una reduccién final del 35 % y 26 % de acilglicéridos con respecto a los valores iniciales

(P<0.05; Fig.10).
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Figura 10. Variaciones de los niveles de Acilglicéridos en sangre de ones L. i después de ser exp a

un reto salino. Valores dados en promedio + Error Estandar.,
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Tabla 10. Metabolitos sanguil de juveniles de L. Vannamei alimentados con dos dietas elaboradas en el laboratorio

¥ expuestos a un cambio brusco de salinidad. Valores como promedio + Error Estandar.

Metabolitos BGP BGC C

Presion Osmética, mOsm kg '

871.0* + 20.80 884.0 4 + 2874 886.0° =+ 10.09
4 694.4 4 + 20.74 660.0"° + 4930 631.0° x 1252
24 691.0* + 11.52 633.0° + 16.56 7042°% + 832
48 673.4° + 24.87 542.2°¢ + 3381 4760° *  8.56
Glucégeno, mg g ™' :
[ 8.744 + 11.90* + 0.439 5.39° + 159
4 10.25* + ‘13.69* + 0723 10.70* * 1.62
24 14.08* * 6.477* + 0912 930" *+ 274
48 502" “4307% .+  1.605 535° + 058
Glucosa, mg ml ™! B ‘: c
4} 0.320 %4, 0430 4+  0.060 0.600* + 0.060
4 0.530 *ved 0.380% ~ + 0.100 0.590° + 0.080
24 0.450 =4 S 0.450%4 4 0.060 0.380%*¢ + 0.020
48 0.340%4 . - .-k 0.400™! +  0.050 0380 + 0.030
Lactato, mg mi - i )
o 0.056 ** + 0.027 0.092 % +  0.041 0.140** + 0.065
4 0.055 *= * 0.029 0.015 ™ +  0.011 0203 + 0.098
24 0.054 * & 0.029 0.031"  + 0021 0.017* + 0.007
48 0.050% + 0.024 0.008 ™= + 0.002 0015° + 0.008

Promedios seguidos de lctras diferentes en cada metabolito indica diferencias significativa (P < 0.05).

5.2.6 Colesterol.

El ANOVA aplicado mostré que los niveles de colesterol fueron afectados por el tiempo de
exposiciéon (P < 0.05; Tabla 11). Después de las 4 h del reto salino un aumento significativo
del 85 % fue observado en los camarones alimentados con BGC y del 25 % en los
alimentados con la dieta C. Sin embargo los valores a las 48 h resultaron ser 47, 49 y 29 %
de los obtenidos antes de aplicar el reto salino, BGP, BGC, C, respectivamente (P < 0.05;
Fig. 11).
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JSigura 11. Variaciones de los niveles de colesterol en sangre de -ones L. i despuéds de ser exy a un
reto salino. Valores dados en pr dio *+ Error Estandar.
Tabla 11. Mciabolii 7 de ju iles de L. ¥ i ali. los con dos dictas elaboradas en el laboratorio y expuestos a
un cambio brusco de salinidad. Valores como pr {io + Error Estindar.
Metabolitos BGP CBG C
Acilglicéridos, g mil !
[ 0.30* * 0.06 0.25* * 0.04 0.32¢ * 0.02
4 0.25* + 0.03 0.23* * 0.06 0.26* * 0.02
24 021°* + 0.02 0.22* + 0.04 0.33* * 0.04
48 0.20* * 0.02 0.18°* % 0.01 0.14% . &£ 001 -
Colesterol, mg mil ! B SO e
[¢] 0.30** + 0.04 0.23% + 0.02 036" "1 & 1007
4 0.29 *** + 0.03 .. . . . 0.43% * 0.04 L 027" o 40,03
24 0,274 + -0.03: Sl 027 & 0.03 0430 ek 70.05
a8 0.14% + 0,027 L g2 4 0.03 ~o.a0* + 0.01
Promedios seguidos de letras diferentes en cada bolito indica di ias significativa (P < 0.05).

TESIS CON
FALLA DE GRIGEN

5.2.7 Proteinas.
Como resultado de la prueba de estrés salino se observé que la frecuencia de aplicacion de

las dietas no arrojoé diferencias significativamente en los ajustes de proteinas en sangre (P <
0.05; Tabla 12). Los valores observados de las proteinas sanguineas en todos los
tratamientos mostraron un incremento significativo en los dos primeros tiempos de

exposicidon al cambio salino. En contraste, a las 48 h del reto salino se observé que las
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proteinas regresaron a sus valores iniciales, excepto los camarones alimentados con BGC

que presentaron un aumento significativo del 17 % (P < 0.0S5; Fig. 12).
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Sigura 12. Variaciones de los niveles de proteina en sangre de ones L. i después de ser exy a un
reto salino. Valores dados en promedio + E.S

5.2.8 Hemocianina.
Las variaciones de hemocianina no mostraron diferencias significativas por el tipo de dicta

y ni por el cambio salino (P > 0.05 ; Tabla 12, Fig. 13) .
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Figura 13. Variaciones de los niveles de hemocianina en sangre de c rones L. i después de ser
expuestos a un reto salino. Valores dados en promedio + Error Estandar.
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‘Tabla 12, Mciaboli § de j iles de L. ¥ i ali con tres dictas elat en el io y exp aun
cambio brusco de salinidad. Valores como pr fio + Error Estindar,
Metabolitos BGP CBG C
Proteinas, mg ml !
0 104,26 * 6.54 103.26" + 4.49 81.92* + 6.83
4 128.55* + 5.64 116.36 " * 23.53 142,27 + 3.28
24 126.13"* + 7.75 109.06* + 16.62 126.23* + 4.47
48 102.97* + 2.10 96.16™ + 4.35 104.20™ * 5.86
Hemoclanina, mmol 17
[ 1.88% + 0.19 1.75* * 0.25 1.95* + 0.15
4 2.09* + 0.14 2.08*% + 0.41 2.33* + 0.19
24 2.03* + 0.10 2.06* * 0.12 1.99* * 0.18
48 2.06"° * 0.06 1.89* + 0.26 2.19*° + 0.03
1<
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5.3 Evaluaciones inmunolégicas.

5.3.1 profenoloxidasa (proPO).
La actividad de la proPO fue afectada significativamente por la interaccion Dieta - Tiempo.

No obstante, se observé que 4 h después del reto los resultados de la proPO de los
camaronecs alimentados con la dieta BGP fue significativamente mayor que la observada en

los demas tratamientos. En contraste, a las 48 h se observé una reduccién significativa del

19 % (P< 0.05; Tabla 13; Fig. 14). Mientras que, en el tratamiento BGC mostré una
disminucion de la proPO a las 4 h decl reto y posteriormente incremento sus niveles. Sin

embargo los camarones alimentados con la dieta C mostraron un decremento significativo

de la actividad de la proPO a las 24 h del reto del 59 % (P < 0.05).
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Figura 14. Variaciones de los niveles de proPO de c ones L. i después de ser exp a un reto salino.

Valores dados en promedio + Error Estandar.

5.3.2 Células Granulares.
El ANOVA aplicado mostré que los niveles de CG no fueron afectados significativamente

por la interaccién Dieta - Tiempo (P > 0.05 , Tabla 13). Cabe mencionar que los camarones
alimentados con la dieta BGP registraron concentraciones mayores a las observadas antes
del rcto, mientras que los camarones alimentados con BGC mostraron una reduccion a las

4 h del cambio salino del 21 2% de su valor inicial respectivamente (P > 0.05; Fig.15).
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Figura 15. Variaciones de los niveles de la células granulares de camaroncs L. i despuds de ser exp a un
reto salino. Valores dados en pr dio + Error Estand.

5.3.3 Células Totales.
Las dietas suministradas no produjeron diferencias significativas en los niveles de células

totales de los camarones expuestos a un cambio salino (P > 0.05; Tabla 13).Aunque el
tratamiento BGC mostré una concentracién menor de células totales del 14 % a las 4 h de

ser expuestos al cambio salino, pero estadisticamente no fue significativo. ( P > 0.05 ; Fig.

16).
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Figura 16. Variaciones de los niveles de la células t1otales de camarones I.. 1 i después de ser exy aun reto
salino. Valores dados en pr lio + Error Estandar.

5.3.4 Relaciéon proPO/Células Granulares.
Una reduccién significativa del 75 % de los niveles de la relacion proPO/CG fue observada

a las 24 h como consecuencia del cambio de salinidad en los camarones alimentados con la
dieta BGC (P < 0.05; Fig 17). Ademas es notorio observar que los camarones alimentados
con la dieta BGP mostraron una disminucién continua de la razén proPO/CG después de

las 4 h del reto salino del 15 y 48 % respectivamente (Fig. 17; P < 0.05). En contraste, en
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los camarones alimentados con la dieta C se observé un aumento significativo de la

relacién proPQ/CG, durante el cambio brusco de salinidad (P < 0.05; Fig 17).
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Figura 17. Variaciones de los niveles de la Relacion proPO / Células granulares de camarones L. vannamei después de

ser expuestos a un reto salil Valores dados en pr dio & Error Estdndar.
Tabla.13 Indicadores inmunologi de la resp i de juveniles de Litop i alir dos con dos dictas
claboradas cen ¢l lat io y exp aun bio brusco de salinidad. Valores promedio + Error Estindar.
Metabolitos BGP CcBG C
proPO, 490 nm
o 0.634°% + 0.90 0.466" * 0.13 ‘ 0.712* &+ 0.04
4 1.119* + 0.3 0393 & 0.33 0.768* =+ 0.02
24 0.734* + 0.2 0.675°  * . 0.9 0.294° + 0.05
48 0.511* + 0.2 0.573 " * 0.17 0.712* =+ 0.04
Cél. Totales, cel mm®
o 13600.0* '+ 2180.0 12160.0* * 3103.6 10666.7* + 17828
4 197333 *  + 8279.5 10400.0* +* 5600.0 137333 * £ 1804.5
24 213333*° * 62557 - 17300.0* + 3823.6 16853.3 * = 40515
48 205333 & 3892.7- ; 137067 % 2941.3 11866.6" + 968.80
Cél. Granulares, ced mm * o 1
o 8066.60% "+  1057.6% . 7946.6* + 1697.9 6613.3¢ + 981.24
4 11882.2* + 43664" 6266.6* + 25333 7533.3" + 689.60
24 10933.3* + 3244.1* 7766.6* + 1674.5 10880* *+ 2568.0
48 12426.6* + 2525.0° 8480.0* 24634 72266° + 918.35

Promedios seguidos de letras diferentes en cada respuesta inmunc indican diferencias significativas (P< 0.05).
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5.4 Cinética Inmunolédgica.

5.4.1. Proteinas.

El ANOVA mostré quc las dietas experimentales produjeron variaciones significativas de
los niveles de proteinas sanguineas de los camarones durante el periodo experimental
(Tabla 14; P < 0.05). En los camaroncs alimentados con BGP una reduccién del 31 %6 de
las proteinas fue observada al dia 6 , mientras que ¢n los organismos alimentados con BGC
y la dieta C se observé un aumento significativo 14 dias después de haber iniciado el

experimento del 180 y 182 % respectivamente (Fig 18; P < 0. 05).

nGe BGC C

% Relativo al Tiempo 0
Proteinas
588

Figura 18. Variaciones de las proteinas sanguii de ju iles L. v i durante la aplicacion de diferentes
Jrecuencia de alimentacion. Valores dados en promedio + Error Estandar.

5.4.2 Estallido Respiratorio.

La frecuencia de aplicacion de las dietas no afecté de manera significativa al estallido
respiratorio (P > 0.05 ; Tabla 14). Los camarones alimentados con la dieta BG y la dieta C
mostraron comportamientos similares con intervalos de variacién entre 87 % - 164 %, y 82
% - 169 % (P > 0.05). En contraste, los animales alimentados con la dieta BGC presentaron
una disminucién a los 8 dias experimentales del 39 % con respecto a sus valores iniciales y

del 229 % al dia 16 (P > 0.05 ; Fig. 19).
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Figura 19. Variaciones del Esla/llrlo respiratorio de _,uvemles L. vannamei durante la aplicacién de diferentes frecuencia

de Valores dados en pr dio + Error Estandar.
Tabla. 14. Vari s de las pr { i respiratorio, de juveniles Li i di idén de
diferentes (v ias de ali i6n con las dictas claboradas en ¢l laboratorio. Valores dados en promedio + Error Estandar.
Repuesta Inmune BGP BGC C
Proteinas mg/ ml

o 172.66%¢ + 7.91 172.66%¢ + 7.91 172.66%4 + 7.91
2 189.08 = + 21.67 219.03° 3 15.29 222.87"% * 21.78
4 167.02%¢ + 9.90 176.48 =4 + 5.94 171.92%d + 10.10
6 177.17 « * 30.19 166.82%4 + 26.89 158.03%¢ + 1.2
8 186.67 * + 5.97 196.76 > + 12.05 202.22 % + 23.85
10 21499 * + 13.35 220.34 ° + 7.99 217.20° * 9.78
14 240.66 * * 5579 31044 + 9.34 313.99* + 11.47
16 207.15% + 8.75 181.48 & +* 12.96 204.19 + 6.15
18 224.48 %4 + 10.17 201.27 %> + 17.69 21246 + 7.85
20 183.99 b4 + 3.65 . 186.77"* + 524 173.38 %4 + 30.82

Estallido Respiratorio

(Cel 10%)
o 13.75 % + + 4.16 13.75% + 4.16
2 19.09 *= + + 5.75 11.24% + 247
4 13.03 &= + + 6.95 14.45%< + 0.94
6 13,73 + + 6.08 16.74 " + 4.58
8 19.33 = + * 1.24 14.07% + 3.14
10 16.67 ** * 7. * 7.78 16.11% * 3.75
14 18.47 < s 15.18 + 3.6 23.27% + 2.00
16 22.60 % i 31.61° + 4.24 11.88% + 1.69
18 20,28 %% il 18.01 %< + 4.93 21.54% * 5.63
20 11.96:% i 16.18= + 217 18.72%¢ + 6.47
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5.4.3. Células Granulares.

Los resultados obtenidos mostraron que las CG fueron afectadas por el tiempo
experimental. ( P < 0.05 ; Tabla 15). En los camarones alimentados con BGP y BGC un
aumento de las CG fueron observadas al dia 4, 18 y 20 por arriba del 200 %, mientras que

en los organismos alimentados con la dieta C ese incremento sec observé continuo.

(Fig. 20; P < 0.05).
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Figura 20. Variaciones de Ia_s cclulaa ranulares de juveniles L. vannamei durante la aplicacion de diferentes
& 4 J P
Srec de i Valores dados en pri lio + Error E:

5.4.4.Células Totales.
El ANOVA aplicado mostré que las CT no fuecron afectadas significativamente por las

dietas experimentales y ni por el tiempo de aplicaciéon (P > 0.05 ; Tabla 15; Fig. 21).

5.4.5 proPO.

La actividad de la proPO fue afectada por la forma de aplicacion de la dieta y por el tiempo
de aplicacién (P < 0.05 ; Tabla 15). En los camarones alimentados con la dieta BGP se
observé un aumento significativo al dia 4, 16 de experimento y una reducciéon en los dias
14 y 18 (P < 0.05). En los camarones alimentados con la dieta BGC se observé un aumento
al dia 10,16 de experimento y una disminucién al dia 6, 8 y 18 (P < 0.05). Sin embargo en
los camarones alimentados con la dieta C se produjo un aumento significativo al dia 8,16 y

20, una disminucioén significativa de la proPO al dia 18 ( Fig. 22; P < 0.05).
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Figura 22
alimentacion. Valores dados en promedio + Error Estandar.

5.4.6 Relacion ProPO/Células Granulares.

Un decremento significativo de los niveles de la relacion proPO/CG fue observado en los
camarones alimentados con la dieta BGP y la dieta C. En contraste, los camarones

alimentados con BGC presentaron un incremento al dia 16 de experimento del 120 % (P <

0.05 ; Fig. 23).
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Figura 23. Variaciones de los niveles de la Rclac:on prol’O/ Células granulares de camarones L. vannamei durante la
aplicacion de diferentes frec de Valores dados en pr dio + Error Estandar.
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iles L { durante

41

Tabla. I5. Variacii de lax células g lares ,células totales y la actividad de la proPO, de j 7
la aplicacién de diferentes fr de ali dn con las dietas elaboradas en el laboratorio. Valores dados en promedio + Error
Eseindar.
Respuesta inmune BGP BGC C
C. Granularcs
Cél mm®
[} 1152% + 333 1152 819 1076" + 756
2 987° + 429 2080* £ 1481 1840° + 1233
4 2667* + 484 3173*  + 2184 1600" + 1087
6 1733+ 614 1573 % 1077 2347* + 1905
8 2083* + 808 1786" -+ ' 1285- 2880° + 1592
10 1867 # 590 2240* 4+ . 1443 2827* .+ 2211
14 1867 + 558 2587" & 1586 . 3173 % 1514
16 2133* * 404 1227%  +. . 952 3307° & 2897
18 3040° -+ 466 3253* & 2149 2960* + 2151
20 3280* -+ 653 3120° & 2811 3173* &+ 2407
C. Totales
Cél mm?
o 11762* #3151 . 10978 * 10978° + 3036
2 8613 * -+ 2540 112053 * 14160° + 4895
4 20747*  + 4079 17467 12587° + 2891
6 11653*%  + ' 5622 19280 " 16960* 4+ 4195
8 15067°% . +:° 6189 21813* + 9007
10 11680° "+ - 3384 19307 6084
14 10933 .+ .0 4147 -'13840* + 6096
16 11360* '+ . 2514 ) . 20480° + 4771
18 14827%.. + . :.4657 716267 - S 14107+ 5697
20 18640* -+ . 3897 13093 % 16507 & - 5152
proPO : G % g ey .
o 0.82% "+ 00300 0828 I x 082"+ 013
2 0.60° .+ : 0.27 ‘090" i 083" % . 0.42
a 1227 % T0.41 0.84" 4 0.88° '+ 0.10
6 0.89"% "% . 0.42 0.54° + 0.71* + 029
8 0.60% - + 0.16 062" + 1.33* '+ 027
10 0.60°* + 0.26 0.97* &+ 1.23* & o030
14 0.45° + 020 094" =+ 0.86" + 028
16 1.15*  *+ 024 1.05*  + 1.82° + 015
18 0.290° + 0.08 067" =+ 0.43° + 0.14
20 085" % 025 086" + 1.50* + 029
Pr '] idos de letrus en cada y resp indi di significativa (P <0.05)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Nelda Urania l6pez Moya




5.5 Evaluacion de dietas comerciales con ( T 1) o sin BG (T2) en estanques externos.
5.5.1 Crecimiento.

Los resultados obtenidos mostraron que las dietas T1 y T2 no afectaron significativamente
el coeficiente diario de crecimiento(% CDC) (P > 0.05). Un valor promediode 1.2 + 0.04 y
1.13 * 0.05 fue obtenido como % CDC en los camarones alimentados con las dos dietas
respectivamente.

5.5.2 Sobrevivencia antes del reto.
El analisis de varianza no mostré diferencias significativas entre los tratamientos (P

>0.05). Una sobrevivencia promedio del 85 + 0.05 % y 84.3 + 0.04 % fue obtenida en los
tratamientos T1 y T2 respectivamente.

5.5.3 Sobrevivencia después del reto.

Se observé que los camarones alimentados con el tratamiento T1 presentaron la mayor
sobrevivencia a las 48 h de ser sometidos al reto salino, con un valor final del 84 %. En
contraste el tratamiento T2 presentd una sobrevivencia final del 66 %. Es notorio observar
que la evaluacion del indice de estrés acumulativo en los camarones alimentados con la
dieta T1 presentaron una mayor tendencia a la resistencia, en contraste con los camarones

de la dieta T2, pero estadisticamente no fue significativo (P > 0.05; Fig. 24).

Reto Salino

i8] TRSIS CON
. - FALLA DE_ORIGEN

Figura 24 Variaciones del indice de estrés acumulative de camarones ju
cambio salino. Valores dados en promedio.

5.5.4 Evaluaciones Bioquimico — Fisioldgicas.
5.5.4.1 Presion Osmotica.

La presidon osmdética se vio afectada significativamente por el tipo de dictas suministradas y
por el tiempo de exposiciéon al cambio salino (P < 0.05; Tabla 16). Los camarones

alimentados con la dieta T1 presentaron una disminucion del 16 % de los valores obtenidos
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antes de ser expuestos al reto salino. En contraste, los camarones alimentados con la dieta

T2 fueron mas tolerantes al cambio salino presentando un decremento del 7 %% (P < 0.05 ;

Fig. 25).
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Figura 25. Variaciones de los niveles de presion osmética en sangre de juveniles L. i después de ser
dio + Error Estdnd:

a un reto salino. Valores dados cn pr

5.5.4.2 Glucégeno en la glindula digestiva (GD).
Los resultados de la concentracion del glucégeno en la GD presentaron diferencias
significativas (P < 0.05; Tabla 16). No obstante, a las 4 h del cambio salino los camarones

alimentados con la dieta Tl aumentaron el 51 % de su valor inicial, mientras que los

camarones alimentados con la dieta T2 se observo una disminucion del 21 % ( P < 0.05

B

Fig. 26).
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Figura 26. Variuciones de los niveles de gluco, en la glindula digestiva de ju L. i después de ser
dio + Error Estdnd.
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5.5.4.3 Glucosa.

Se observo que la salinidad y el tipo de dicta afectaron significativamente los niveles de
glucosa sanguinea de los camarones alimentados con la dieta T1 y la dieta T2 (P< 0.05;
Tabla 16).Una reduccion significativa del 42 y 28 % de la glucosa sanguinea fue observada
después de 4 horas del cambio de salinidad en los organismos alimentados con las dos
dietas suministradas, T1 y T2 respectivamente. En contraste un aumento significativo del
5% de la glucosa sanguinea fue detectada a las 48 h de ser expuestos al cambio salino en
los camarones alimentados con la dieta T2 (P < 0.05; Fig. 27). A las 4 h del reto salino los
camarones alimentados con la dieta T2 mostraron un valor del 33 % de su valor inicial (P <

0.05).
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Figura 27 . Variaciones de los niveles de glucosa i de ju iles L. i después de ser exp a un reto
salino. Valores dados en pr Jio + Error Estdnd.

5.5.4.4 Lactato.

Una reduccion significativa del lactato sanguineo fue observada en los camarones
alimentados con la dieta T1 y T2 por el ticmpo de exposicion al cambio salino y la dieta
suministrada (P < 0.05; Tabla 16). La dieta T1 afectd de manera muy marcada el
metabolismo del lactato produciendo un decremento de su concentracion del 78 y 77 % a
las 4, 48 h respectivamente del cambio salino, en comparacién con los valores observados
antes del reto. En contraste los camarones alimentados con la dieta T2 presentaron una
mayor tolerancia al cambio salino, ya que a pesar de haber una reduccion significativa del
62 % de los niveles de lactato a las 24 horas, este metabolito aumento posteriormente a las

48 h del reto salino, presentando una concentracion final del 70 % (P < 0.05; Fig. 28).
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Tabla 16. Mectaboli dej Litoy
Metabolitos T1 T2
Presién Osmética, mOm kg ™!
o 839 * + 3.80 B8S7 * * 12.0
4 756 = * 8.0 803 ™~ * 24.0
24 745 ¢ * 6.70 786 ™ * 16.0
48 701 * + 16.0 798 ™ +* 17.0
Glucégeno, my g *
o 25" + 0.22 3.14™ + 0.29
4 38" + 0.26 247 * + 0.32
24 27" + 0.33 3.25% +* 0.22
48 23° + 0.15 280" + 0.15
Glucosa, mg ml -1 . o
[ 0.27 * + 0.02 0.26 * * 0.02
4 0.16% - 0.02 0.19 = + 0.02
24 0.17"™ + 0.03 0.22 "= + 0.02
48 0.18%, * 0.03 0.27 * * 0.02
Lactato, mg ml -1
/] 0.20* + 0.02 0.26 * + 0.03
a4 0.04™ + 0.01 022 * * 0.03
24 0.09 ™ +* 0.03 o.10 ™ + 0.01
a8 0.05% + 0.02 0.19 % + 0.04
P dj idos de letras di en cada ‘H significativa (P <0.05).

5.5.4.5 Acilglicéridos.

Los resultados de los acilglicéridos fueron afectados por el tiempo de exposicion al cambio

salino. Después de 4 h del reto salino los camarones alimentados con la dieta Tl y T2
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presentaron un aumento significativo de los acilglicéridos del 8 y 7 %26 respectivamente (P<
0.05; Tabla 17). En contraste, a las 48 h mostraron una reduccién de los acilglicéridos del

44 % en la dieta T1 y del 20 % en la dieta T2 (P < 0.05 ; Fig. 29).
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Figura 29. Variaciones de los niveles de acilglicéridos en sangre de ju iles L. v i o ts de ser exp a un

reto salino. Valores dados en pr lio + Error E.

5.5.4.6 Colesterol.
Los resultados del ANOVA mostraron que los niveles de colesterol en sangre fueron

afectados por el tiempo de exposiciéon al cambio salino (P < 0.05 ; Tabla 17). Se observo
en las dos ultimas horas de exposicion al reto salino una reduccion del colesterol en los
camarones alimentados con la dieta T1 del 14 y 43 %%. En contraste, en los camarones
alimentados con la dieta T2 presentaron un aumento del 117 y 127 % de los niveles de

colesterol (P < 0.05; Fig. 30).

% Relativo al Tiempo 0
Colesterol
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Figura 30. Variaciones de los niveles de colesterol en sangre de ju iles L. i después de ser exp a un
reto salino. Valores dados en pr dio *+ Error Estdnd.
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5.5.4.7 Proteinas.
Los niveles de proteinas en sangre fueron afectados significativamente por el tipo de dieta

y por el tiempo de exposicion al cambio salino (P < 0.05; Tabla 17). Una reduccién
significativa del 30 % de las proteinas de la sangre fue observada en los camarones
alimentados con la dieta T1 a las 48 h del reto salino. En contraste, los camarones

alimentados con la dieta T2 presentaron una concentracion final de las proteinas sanguineas

del 105 % (P < 0.05; Fig. 31).

Proteinas
3

% Relativo al Tlempo 0
X

Hora

Figura 31. Variaciones de los niveles de proteinas en sangre de ju iles L. i o ¢y de ser exp a un
reto salino. Valores dados en pr lio + Error E.

5.5.4.8 Hemocianina.
El ANOVA aplicado mostré que la hemocianina se vio afectada por la interaccion Dieta —

Tiempo (P < 0.05). En los camarones alimentados con la dieta T1 se puede apreciar un
incremento del 14 % de la hemocianina a las 4 h del reto, mientras que en los alimentados
con la dieta T2 se observo un decremento del 16 % ( P < 0.05 ; Tabla 17). En contraste, a
las 48 h de ser expuestos a un cambio salino los camarones alimentados con la dieta BG
presentaron una mayor reduccion de la concentracion de hemocianina que la observada en

los alimentados con la dieta control (P < 0.05 ; Fig. 32).
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Figura 32. Variaciones de los niveles de hemocianina en sangre de ju iles L. i después de ser exp

5.5.4.9 proPO.

un reto salino. Valores dados en promedio + E.S.

En los camarones alimentados con la dieta T2 la actividad de la proPO se mantuvo

constante, excepto a la 48 h presentd un incremento significativo del 22 % de su valor

inicial (P < 0.05 ; Tabla 17). En contraste, en los camarones alimentados con la dieta T1

,» mostraron un decremento paulatino hasta las 24 h del 47 %, posteriormente a las 48 h se

observd un aumento del 87 % muy cerca de su valor inicial (P <0.05 ; Fig. 33).
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Tabla 17. Metabolitos sanguineos y la actividad de la proPO de juveniles L. vannamei alimentados con dietas comerciales y sometidos

a_un cambio brusco de salinidad. Valores dados en promedio + Error Estandar.

Metabolitos T1 T2
Aciliglicéridos, mg mi !

[} 0.60 ** * 0.05 0.50 ! + 0.06

E 0.64* + 0.06 0.53 % + 0.05

24 0.46 ™4 + 0.02 0.44 ™ + 0.02

48 0.33%4 + 0.06 0.40 ™ * 0.03
Colesterol, mg mil !

o 0.26° + 0.02 023" * 0.02

4 0.28* + 0.02 0.27* + 0.03

24 0.22* + 0.01 0.29* + 0.04

48 0.15"* + 002 0.24* + 0.02

Proteinas, mg ml ' e

[ 169 0 3.50" 165* + 6.40

4 190 + 78070 177° + 1.0

24 139~ R T T 161t + 7.70

a8 st TR OB T-X R D T £ L + 5.60

Hemocianina, mmol 1 N

0 0.60 " + 008 ; 0.50 ™ * 0.06

4 0.64* s 0.06 0.53™ * 0.05

24 0.46™ + 0.02 0.44 ™ + 0.02

a8 0334 + 0.06 0.40 "™ + 0.03
Respuesta inmunc

ProPO, 490 nm

o 0.41* * 0.06 041 ™ + 0.06

4 0.39* + 0.07 0.39* + 0.07

24 038" + 0.06 0.38 % + 0.06

48 0.50™ + 0.03 0.50" + 0.03

Promedios scguidos de Ietras di en cada Yy P indi di ias significativa (P <0.05
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5.6 Reto Oxigeno disuelto.

5.6.1. Sobrevivencia después del reto.

Se observé que los camarones alimentados con el tratamiento TI1 presenté una
sobrevivencia del 75 %. En contraste, los camarones alimentados con el tratamiento T2
mostraron una sobrevivencia del 69 %. No obstante, al evaluar el indice de estrés
acumulativo en los camarones alimentados con ambas dietas no presentaron diferencias
significativas, un valor promedio de 0.8 + 0.04 y de 0.9 + 0.04 fue observado en la dieta T1

y T2 (P > 0.05 ; Fig. 34).

Reto de Oxigeno Disuclto

Indice de estrés

Dicta

Figura34. Variaciones del indice de estrés acumulativo de camarones ju iles L. i después de ser exp al
cambio salino. Valores dados en promedio.

5.6.2. Presion Osmética.
El ANOVA aplicado no mostré un efecto significativo en la presién osmoética de los

camarones experimentales después de ser expuesto a una disminuciéon de oxigeno disuelto

(P > 0.05 ; Tabla 18).

5.6.3 Glucégeno.

El glucégeno en la GD presenté un efecto significativo por la Dieta y el Tiempo de
exposicion al reto salino (P < 0.05). Los camarones alimentados con la dieta T1 presentaron
un incremento del glucogeno del 114 % a las 24 h del reto y una disminucion del 5 % a las
48 h. En contraste, los camarones alimentados con la dieta T2 mostraron una disminucién
del 10 % del glucégeno en las primeras 4 h y posteriormente en los dos altimos tiempos de
exposiciéon al reto se observé un incremento significativo del 138 y 128 % de los valores

iniciales observados en el tiempo O (P <0.05 ; Tabla 18 ; Fig. 35).
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Los resultados de la glucosa sanguinea presentaron un efecto significativo por el tiempo de

exposicion a la baja concentracion de oxigeno disuelto (P < 0.05). En los camarones

alimentados con la dieta T1 la glucosa incrementé 11 % y en un 61 % en los organismos

alimentados con la dieta T2, 24 h después del reto. A si mismo se observé que 48 h después

del reto la glucosa regreso a sus valores iniciales en los camarones alimentados con la dieta
T2 . En contraste, en los alimentados con la dieta T1 la glucosa disminuyo 20 % de los

valores observados en el tiempo O ( P < 0.05 ; Tabla 18 ; Fig. 36).
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Figura 36. Variaciones de los niveles de g de ju iles L. i de és de ser exp
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5.6.5 Lactato.

Los resultados del lactato en sangre de los camarones alimentados con el tratamientos T1 y

T2 no presentaron diferencias significativas por el cambio de la concentracién de oxigeno
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disuelto (P > 0.05 ). Aunque una disminucion progresiva del lactato en ambos tratamientos

fue observada en relacién al tiempo de exposicion al reto ( P > 0.05 ; Tabla 18).

‘Tabla 18. Mectabolitos sanguincos dc juveniles L. vannamel alimentados con dos dictas comerciales y cxpucstos a una
disminucion de oxigeno disuclto. Valores dados en promedio + Error Estindar.

Mpctabolitos T1 T2
Presién Osmética mOsm kg ™!
836.7° + 43 833.8* + 4.9
o 837.4° + 14 8233 + 5.8
4 827.0° * 6.6 847.8* * 12,9
24 850.3* + 8.7 829.4° x 115
48
Glucégenomg g ="
2.49°" + 0.14 2.67"% + 0.17
[} 2.58"% * 0.31 2.41° + 0.31
4 2.84™ * 0.28 3.70" + 0.08
24 2.37" + 0.27 3.42* * 0.18
a8
Glucosa mg ml ™!
0.24* + 0.02 0.23° + 0.02
o 030" * 0.04 022" * 0.02
4 0.27* * 0.04 . 037" + 0.01
24 0.19* + 0.04 0.24* * 0.04
48 :
Lactato mg ml ™ :
T 0.16" * 0.18 0.18* + 0.02
0 2 0.15°% o+ " 0.02 0.14* + 0.02
T . 0.2 *> 0.009 0.11* * 0.01
c24 .0.09* * 0.010 0.14* * 0.02
48 :
Acilglicéridos mg ml -1
0.54" + 0.04 0.54* + 0.03
[} 0.63* * 0.06 0.68* * 0.05
4 0.59 * + 0.04 0.57"* * 0.06
24 0.51* + 0.05 0.52* + 0.05
48
Colesterol mg mi ~*
0.24™ + 0.01 0.2s5* + 0.01
o 029 * x 0.02 030" * 0.01
4 0.25* + 0.01 020" + 0.02
24 0.23* * 0.02 0.28 " * 0.03
48
Promedios seguidos de letras diferentes en cada bolito y resy i indi. diferencias significativa (P <0.05)

5.6.6 Acilglicéridos.
Los acilglicéridos en sangre no fueron afectados significativamente por el tipo de dieta y

ni por el cambio de la concentracion de oxigeno disuelto (P > 0.05 ; Tabla 18).
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5.6.7 Colesterol.

Los resultados del ANOVA mostraron un efecto significativo del colesterol por la baja
concentracion de oxigeno disuelto en los camarones alimentados con la dieta T1 y la dieta
T2 ( P < 0.05 ; Tabla 18). Un aumento significativo fue observado a las 4 h del reto en
ambos tratamientos del 123 y 120 % respectivamente. Sin embargo, a las 24 h del reto los
camarones alimentados con la dieta T2 mostraron una disminucién del 18 % del colesterol

(P < 0.05; Fig. 37).
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Figura 37. Variaciones de los niveles de colesterol en sangre de ju iles L. i d is de ser exy a una

concentracion baja de OD mg 1~ Valores dados en promedio + Error Eslandar

5.6.8 Proteinas.

Las proteinas en sangre mostraron diferencias significativas en los dos tratamientos por el
cambio de concentracion de oxigeno disuelto (P < 0.05; Tabla 19). Una disminucién
significativa del 10 % fue observado en los camarones alimentados con la dieta Tl y del 15

% en los alimentados con la dieta T2, 48 h después del reto (P < 0.05; Fig.38).
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Figura 38. Variaciones de los niveles de proteinas en sangre de ju iles L. el és de ser exp a una
concentracién baja de OD mg 1 *! Valores dados en pr dio + Error Estdand.
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5.6.9 Hemocianina.
La concentracién de hemocianina sanguinea en los camarones alimentados con ambos

tratamientos no mostrd diferencias significativas al ser expuestos al reto de oxigeno

disuelto (P > 0.05 ; Tabla 19),

5.6.10 proPO.
La actividad de la proPO fue afectada significativamente por el tiempo experimental y por

el tipo de dieta suministrada. (P < 0.05 ; Tabla 19). La concentraciéon de la proPO en los
camarones alimentados con la dieta T1 disminuyd significativamente en un 93 % 4 h
después del reto. Sin embargo, a las 24 y 48 h los niveles de proPO aumentaron
significativamente registrando un valor final del 139 % mayor que el observado en el
tiempo 0. En contraste, los camarones alimentados con la dieta T1 mantuvieron sus valores

de proPO por arriba de su concentracién inicial antes de ser expuestos al reto (P < 0.05 ;

Fig. 39).
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Figura 39. Variaciones de los niveles del sistema proPO de ju iles L. después de ser exp a una
concentracién baja de OD mg | ' Valores dados en pr dio * Error E: dar.




dio + Error

Tabla 19. Mctabolitos sanguincos y la actividad de la proPO de juveniles L. vannamei alimentados con dos dictas comercinles, Valores

dndos en pr

Mctabolitos TI1 T2

Proteinas mg mi ™' R
[ 160* + 4.4 163 + 3.0
4 167" * 6.9 168 + 33
24 171* + 3.7 159% T+ 6.9
48 144" + 6.6 139% + 12

Hemocianinas mmol L'

'] 1.49* + 0.07 1.55° + " 0.07
4 1.76 + 0.12 1.73* T 0.08
24 1.84* + 0.04 1.66* + 0.13
48 1.54* * ‘0,14 7 * 0.14

Respuestna inmune

proPO, 490 nm
[ 0.50* + 0.030 0.51 + 0.02
4 035" + 0.006 0.57* + 0.12
24 o.51" + 0.066 0.57* * 0.05
48 0.70* * 0.035 0.68° * 0.06
[ di idos dc letrns en cada y i difi significativa (P <0.05)
)
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VI. Discusién.
6.1 Linea Base de camarones en condiciones experimentales.

En los organismos acudticos la magnitud del crecimiento ha sido considerado un
indicador de amplio cspectro, ya que depende en gran medida de la capacidad de los
organismos para responder a las condiciones ambientales, incluido el alimento (Bureau
et al., 2000). En la presente investigacion se elabordé una dieta base a la que se le
adiciondé un inmunoestimulante derivado de parcdes de hongos (3-1,3 glucanos a razén
de 2000 mg Kg ' de dieta). Al comparar los resultados del crecimiento se observé
claramente que los organismos experimentales no prescntaron diferencias significativas
ni en ¢l crecimiento, ni en la sobrevivencia. Estos resultados concuerdan con los
observados por Rengpipat ¢r a/ (2000), quienes no observaron diferencias significativas
en los crecimientos de P. monodon alimentados con una dicta tratada con Bacillus S11
y una dieta control sin Bacillus S1. De igual manera Itami ¢t a/, (1998) reporté que en P.
Japonicus alimentados con una dieta a la que le adicionaron Peptidoglucanos (PG) a
razén de 2000 mg kg ™' de dicta y una dieta alternada 7 dias con PG y 7 dias con una
dieta control sin PG los camarones no presentaron diferencias significativa en el
crecimiento y sobrevivencia. La razén por la cual las dietas con inmunoestimulantes no
mejoran el crecimiento de los camarones es debido a que déstos aportan muy poca
energia a la dicta. Aunque los camarones estan bien equipados con glucanasas
(Laminarinasas) y puede digerir muy bien diferentes tipos de los glucanos (Wiggleworth
y Grifith 1994), estudios recientes han demostrado que el aporte de los carbohidratos al
crecimiento de los camarones es poco importante (Rosas et al., 2002). Por esa razon las
dietas actualmente utilizadas no afectaron el crecimiento de los camarones aun cuando

éstos pudieran haber digerido parte de los glucanos suministrados.

Otros de los elementos evaluados en este primer experimento fueron los metabolitos
sanguineos y la respuesta inmune de los camarones. Estas mediciones se llevaron a cabo
después de 40 dias de experimento con el fin de obtener la linea base (Tiempo 0) cuyos
valores fueron usados como referencia de camarones antes de ser expuestos al reto

salino. Como se puede apreciar de los resultados obtenidos, la glucosa, el lactato, las
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células granulares y las células totales experimentaron alteraciones por ¢l efecto de la
dieta mostrando los valores mas altos de glucosa y lactato en los camarones alimentados
con la dieta control. Mientras que, en los resultados de las concentraciones de las células
granulares y células totales se observé una menor concentracion.

De acuerdo con Rosas er al/ (2000), las variaciones de la glucosa y el lactato en la
hemolinfa han sido identificados como indicadores del metabolismo de carbohidratos
(CBH) en crustdceos, ya que s¢ ha observado que el lactato puede ser utilizado como
fuente de carbono para la sintesis de CBH. Asi las diferencias de los niveles de glucosa
¥y lactato sanguinea entre los camarones alimentados con las diferentes dietas mostraron
que cada dieta jugo un papel nutricional diferente.

Los alimentos con - glucanos mostraron valores menores a los observados con la dieta
control, indicando que la inclusién de glucanos pudiera alterar la absorcién de glucosa
en la glindula digestiva, alterando también la produccién de lactato en miusculo. De
acuerdo con los resultados de los niveles de glucégeno de la GD de los camarones, es
posible asumir que la mayor cficiencia de degradacién de CBH promovida por los -
glucanos fue dirigida a la sintesis de glucégeno. El glucégeno es la molécula de
almacenamiento de CBH en los crustiaceos decapodos, y el sitio de acumulacién es en la
glandula digestiva (GD) (Gibson, 1979; Loret, 1993). Su funcién principalmente es
como materia prima para la formacién de la quitina (Abdel-Rahman, 1979; Loret, 1993;
Omondi and Stark, 1996 Rosas ¢er al., 1995, Sanchez A, 1991, Van Handel, 1965;
Shiau, 1992).

En un estudio previo (Wiggleworth y Grifith 1994), se observé que aunque los
camarones estdn bien equipados enzimadticamente para la degradacion de CBH,
incluidos los B-glucanos, este proceso es limitado, debido a la reducida capacidad de la
o amilasa para degradar altas concentraciones de almidéon dietético. No obstante esta
limitacién la presencia de B-glucanos en las dietas experimentales al parecer promovio
una mayor conversion de almidén en energia al estimular a la maquinaria enzimatica de
ta GD a procesar con mayor eficiencia los CBH dietéticos. Estudios llevados acabo en

L. vannamei han demostrado que los componentes de la dieta pueden modular la
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capacidad Enzimatica de los camarones activando 6 desactivando genes involucrados en
la sintesis de estas enzimas (Le Chevalier and Van wormhoudt., 1998; Le Moullac
1998). Aunque no se tiene evidencias directas de que estos mecanismos regulatorios
operaron en los camarones, la baja concentracion de glucosa en sangre observada ahora
podria estar indicando que los PB-glucanos estimularon la asimilaciéon de los CBH
dietéticos los cuales fueron dirigidos a la produccién de energia metabdlica. Asi es
posible concluir que en el presente estudio los B - 1,3 glucanos de ser degradados por las

B -glucanasas, estimularon el uso de la glucosa para la formacion de glucégeno.

Estudios recientes han demostrado que se requiere de una poca cantidad de B - 1,3
glucanos (picogramos) para estimular el sistema inmune de los camarones (Soderhall,
1982; Chang et al., 2000). Por lo tanto los B - glucanos que no formaron parte del
glucdgeno, es decir los que no se degradaron completamente pudicron pasar al interior
de las células y fueron suficientes para inmunoestimular el sistema inmune de los
camarones experimentales, estimulando directamente al tejido hematopoyético. Esto
ultimo fue observado a partir del aumento de células sanguineas observado en los
animales inmuno estimulados. Segun Johansson er a/ (2000) el tejido hematopoyético es
el organo de produccién y el lugar donde se diferencian las células sanguineas. En
muchos crustidceos el tejido hematopoyético esta situado como una hoja que cubre la
parte dorsal y dorsolateral del estomago y la GD.

Estudios posteriores han demostrado que el tejido hematopoyético sintetiza las células
pero que el contenido celular es producto del metabolismo de las propias células
sanguineas (Johansson er a/., 2000). Esto se observé a partir de la observacion de que el
sistema proPO aparece en las células sanguineas después de la sintesis de éstas en el
tejido hematopoyético. Asi es posible proponer que después de la ingestion de los B-
glucanos dietéticos la estimulacién recayé sobre la sintesis celular en el tejido
hematopoyético aumentando la produccion de células sanguineas, sin afectar la sintesis
de proPO. De acuerdo con Vargas-Albores et al., (1993a); Perazzolo and Barraco,
(1997), Johanson et al., (2000) la sintesis celular del sistema proPO en camarones

peneidos es expresado en los hemocitos circulantes, es decir estan localizados en las
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células granulares y semi-granulares. Esto concuerda con Sritunyalucsana er al .,
(1999a). quién en un estudio reciente con P. monodon mostré que solamente en los
hemocitos circulantes que contenian proPO es expresado un RNAm.

6.2 Reto salino en condiciones de laboratorio.

Los organismos acuadticos frecuentemente afrontan retos debido a cambios ambientales
lo que viene a generar situaciones de estrés desencadenando una series de respuestas
fisiolégicas e inmunolédgicas. El indice de estrés acumulativo utilizado para este estudio
(Merchie er al 1995) mostré que el tipo de dieta no afecté la mortalidad de los
camarones (P < 0.05), indicando que una dieta con o sin glucanos, siempre y cuando
cubra adecuadamente los requerimientos nutricionales de los camarones, puede hacer
que la respuesta de los camarones a una condicion adversa de esta naturaleza sea
adecuada. Itami er al., (1998) reportaron que en camarones P. japonicus retados con V.
penacicida 'y V. baculovirus de la mancha blanca, la tasa de sobrevivencia fue
significativamente mads alta en camarones alimentados con Peptidoglucanos (PG)
(63.4% y 82 % respectivamente), en comparacion con los camarones alimentados con la
dieta control sin PG (25 %, 20 %). En el mismo sentido, Chang ¢r a/ (2000) seiialaron
que cn P. monodon alimentados con dietas con B -1.3 glucanos presentaron una mayor
resistencia a una infeccion bacterial, con una sobrevivencia del 70 %, en contraste al

35.5 % observado en camarones alimentados con la dieta sin 3-1,3 glucanos.

Por otro lado Rengpipat er al/ (2000) en un estudio con P. monodon y dictas formuladas
con Bacillus S11, demostraron que la sobrevivencia después de ser expuesto a un reto
bacteriano (V. harveyi) fue del 54. 3 2% en los camarones alimentados con la dieta
experimental, en comparacion el 35. 526 observado en camarones alimentados con la
dieta control. Dichos resultados demuestran que el uso pB-glucanos en la dieta favorece
la sobrevivencia de los camarones cuando son expuestos a patégenos, hecho que no
pudo observarse cuando son expuestos a un estrés salino.

Como era de esperar el cambio brusco de salinidad modificé significativamente la
presion osmoatica , el glucdgeno de la GD, los metabolitos sanguineos y los indicadores

de la respuesta inmune de los organismos. Bajo estas condiciones los camarones
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tuvieron que desviar parte de la energia metabdlica para responder al cambio salino.
Cuando los camarones experimentales fueron expuestos a un cambio brusco de
salinidad de 35 %o a O %0 la presion osmoatica se redujo significativamente, provocando
un desequilibrio osmético en todos los tratamientos.

Los acilglicéridos y el colesterol fueron reducidos significativamente después del
cambio de salinidad indicando la movilizacion de reservas. Estudios realizados en
diferentes especies dc crustidccos han demostrado que entre los mecanismos de
regulacion osmodtica se encuentran los relacionados con el cambio de la permeabilidad
de los membranas y por ende con los acilglicéridos, los cuales en ultima instancia
formaran parte de los lipidos que conforman las membranas de las branquias donde se
realiza el intercambio de agua (Lignot, ¢r g/ 2000). L.os cambios de la permeabilidad al
agua implican cambios en e! contendido de lipidos de las células branquiales
haciéndolas mas hidrofobas lo que permite reducir la entrada de agua (Rosas ef dl.,
2000). Al mismo tiempo una fuerte movilizacién de aminodcidos desde el muisculo y un
aumento de la captacion de iones dan lugar al proceso de regulacion osmotica (Rosas ez
al., 2000). Asi la desaparicion de acilglicéridos y colesterol de la sangre de los
camarones en el presente estudio pudiera estar asociada con la movilizacién de estos
para modificar los lipidos de las membranas o como fuente de energia para responder a

las necesidades generadas por los mecanismos de regulacion (Teshima er al., 1998;

Angus, 1989).

Las proteinas estan estrechamente vinculadas con la capacidad para tolerar los cambios
de salinidad en crusticeos (Chen e¢r a/.,1994). Los resultados del presente estudio
demuestran que las proteinas sanguineas participan de manera importante en la
regulacion del medio interno. Se observé que después de un cambio de salinidad el nivel
de proteinas aumento significativamente en las primeras horas (4 - 24 h), para después
regresar a los niveles iniciales 48 h después del reto (Fig. 12).

Estos resultados ejemplifican el proceso de regulaciéon osmotica descrito anteriormente
para L. vannamei (Rosas et al 2002). Para regular el volumen celular los organismos
estan obligados a transformar iones y aminoacidos desde las células a la sangre. Los

iones normalmente se pierden a través de las branquias y los aminodcidos son
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degradados hasta amonio. No obstante si el estrés salino es extremo como en el
experimento 1 el movimiento de aminoacidos es permanente provocando una carga
osmotica adicional a la sangre. Para compensar esto los camarones almacenan los
aminoacidos como hemocianina ahorrando recursos y aumentando su capacidad
respiratoria. Dado que en la sangre entre el 60 y 90 % de las protecinas es hemocianina,
un cambio en la concentracion de proteinas sanguineas pudiera reflejar un cambio
también en la hemocianina. Asi el aumento de las proteinas observado después del
cambio de salinidad puedec estar asociado con ¢l aumento de hemocianina como
consecuencia del ahorro de aminodcidos tal como ha sido observado en otros estudios
(Rosas e¢r al., 2001b). Este mecanismo puecde tener ventajas inmunoldgicas ya que se
ha observado que la hemocianina tiene funciones fungistaticos (Destoumieux-Garzon er

al., 2001).

Un aumento de la glucosa sanguinea fue observada después del cambio brusco de
salinidad en los camarones alimentados con BGP en contraste con la reduccion
observada en los animales alimentados con la dieta C. Valores intermedios fueron
observados en los camarones alimentados con BGC. Estos resultados ponen en
evidencia cl papel nutricional de los B- glucanos en la reserva de CBH dietéticos, los
cuales favorecieron la acumulacién de glucogeno y su posterior utilizacion como fuente
de energia y moléculas durante el estrés salino. Los camarones aumentaron Jla
concentracion de glucosa en sangre debido a un estrés inmediato a las primeras 4 horas
del reto, utilizaron las reservas acumuladas en la GD para prepararse y enfrentarse a una
condicién adversa (Fig. 8).

Estudios recientes han demostrado que los niveles de glucosa sanguinea pueden ser
utilizados como indicadores de estrés (Racotta y Palacios, 1998), debido a que la
glucosa es utilizada como fuente de energia primaria cuando los camarones son
expuestos a cambios ambientales bruscos. Asi mismo la glucosa es utilizada como base
para la formacion de glucosamina la cual participa en la formacién de la quitina (Rosas
et al., 2002). Esto pone de manifiesto que los camarones alimentados con la dieta con 8

glucanos respondieron mejor fisiolégicamente al estrés producido por la salinidad.
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Asociado al metabolismo de CBH se encuentra el metabolismo del lactato, el cual es
producto de la degradacion de glucosa. De acuerdo con Vinagre and Dasilva (1992), el
lactato puede ser una fuente de carbono para la sintesis de glucégeno y glucosa en
crustdceos el cual puede ser usado en condiciones extremas cuando la primera ctapa de
la glucdlisis es saturada como piruvato. Tomando en cuenta esto se podria pensar que
los camarones expuestos al estrés salino utilizaron el lactato disponible como fuente de
energia. Sobre todo en aquellos camarones que fueron alimentados con dietas
combinadas con BG y con la dieta control. Asi aunque ¢l lactato se ha considerado
como un metabolito indicador de estrés, debido a que es un producto del metabolismo
anacrobio (Rivonker et al 1997; Paterson, 1993), evidencias recientes han demostrado
que los camarones podrian estar muy bien adaptados para aprovechar la carga de lactato

sanguinea con fines metabdélicos (Vinagre y Da Silva, 1992).

La actividad de la profenoloxidasa (proPQ) , el conteo y la caracterizacion de las células
sanguineas han sido utilizados para evaluar el potencial inmune de los peneidos. La
proPO es una enzima clave en los mecanismos de defensa de los crustiaceos (Le Moullac
et al 1998). Después del reto salino el aumento de la relaciéon proPO/células granulares
en los organismos alimentados con la dieta BGC, indicé que estos camarones
aumentaron mas rapido los componentes del sistema inmune de los camarones. En
contraste la reduccion de la relacion proPO/células granulares en los camarones
alimentados con la dicta BGP, demostré que los camarones alimentados
permanentemente con glucanos liberaron el equipo inmunolégico para responder al

estrés de manera continua.

Estos resultados ponen de manifiesto que ademas de provocar una fatiga inmunolégica
a los organismos también les produce un agotamiento fisiolégico impidiendo la
recuperacion del sistema inmune cuando son expuestos a una concentracion brusca de
salinidad. En el caso de los camarones alimentados con la dieta sin BG se observé que
estos camarones utilizaron la maquinaria inmunolégica durante cambio salino, pudiendo
recuperar sus niveles 48 h después del reto salino. Una vez mas esto demuestra que

dietas formuladas con todos los requerimientos nutricionales pueden mantener en buen

62 Nelda Urania 16pez Moya




estado de salud a los camarones, lo cual ayudan a responder de manera adecuada cuando
los organismos son expuestos a un cambio adverso de su medio. Asi estos resultados
indican que el uso de inmunoestimulantes puede llegar a producir fatiga inmunolédgica la
cual fue compensada a través del uso de la energia metabdlica la que se observo a partir
de las variaciones de los metabdlitos sanguineos los que jugaron un papel fundamental

en la regulacion de la respuestas inmundlogicas de los organismos.

6.3. Cinética Inmunolégica

Establecer el estado de salud de los camarones permite la deteccién de
inmunodeficiencias y consecuentemente reduce la vulnerabilidad de los organismos a
las enfermedades, también contribuye para el control mejoramiento de la calidad
ambiental (Bachere er al., 1995). Para comprender mejor como funcionan los
mecanismos fisiolégicos involucrados en el mantenimiento del estado de salud es
necesario realizar evaluaciones a lo largo del tiempo. siguiendo la cinética del
comportamiento de los indicadores del estado nutricional € inmunolégico. En esta parte
del estudio se realizé un seguimiento del estado de salud de los camarones durante la
aclimatacién a las dietas experimentales. Se utilizé la relacion proPO/células granulares
como un indice que sintetiza la capacidad de los organismos de producir células
sanguineas y de la capacidad de estas de sintetizar los componentes del sistema inmune
a lo largo de 20 dias de seguimiento.

Dado que la proPO, al igual que las demds moléculas tienen un fuerte componente
proteico, se consideré que las variaciones de esta podrian ser utilizadas como un
indicador mas general del metabolismo de las proteinas el cual, en ultima instancia es el
mas importante para los camarones (Rosas er al/., 2000). Utilizando esta relaciéon se
observé que en los camarones alimentados con BG, aumentd la capacidad inmunolégica
con el periodo de aclimataciéon a la dieta experimental hasta alcanzar un maximo
después del cual la respuestas inmune fue disminuida. La reduccién en la capacidad
inmune después del pico maximo fue interpretado como fatiga inmunoldégica, tal y como
ha sido observadas en adultos de Penacus monodon después de 20 dias de haber sido

alimentados con inmunoestimulantes (Chang ez al., 2000).
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El oxigeno es el primer producto liberado durante ¢l estallido respiratorio, la
concentracion de O’> puede ser aceptado como un parametro cuantitativo de la
intensidad del estallido respiratorio (Chang er a/., 2000). En el presente estudio se
observé que los tres tratamientos presentaron tres picos de maxima produccién de
oxigeno. En los camarones alimentados con la dieta BGP se¢ presentdé la maxima
produccion de oxigeno al dia 2, 8 y 16, mientras que en los camarones alimentados con
la dieta BGC fue al dia 2, 10 y 16. En contraste los camarones alimentados con la dieta
control presentaron la maéaxima produccién al dia 6, 14 y 18. Estudios recientes han
demostrado que el estallido respiratorio puede ser usado como un método de diagndstico
de la capacidad inmunolégica de los camarones pues indica la capacidad fagocitica de
los hemocitos (Itami et a/ ., 1998). Asi de los resultados obtenidos en el presente estudio
resulté evidente que la dieta con inmunoestimulantes no produjo diferencias marcadas
en la capacidad fagocitica cuando se le comparo con la dieta control. Nuevamente ha
sido demostrado que una dieta nutricionalmente bien disefiada puede inducir un

adecuado estado inmunoldgico sin la necesidad del uso de aditivos inmunoestimulantes

(Fig.19).

6.4 Experimento en estanques externos: Crecimiento y sobrevivencia.

Cuando los camarones son cultivados en condiciones de laboratorio no es posible
suministrar todos los componentes de la dieta que tendrian en un estanque de cultivo
comercial. Asi cl efecto del tipo de alimento en ambas condiciones debera ser distinto
debido a los aportes del alimento vivo. Por esta razon en el presente estudio diferentes
dietas experimentales fueron probadas en estanques externos, simulando las condiciones
que los camarones experimentaron en condiciones de cultivo comercial. Los camarones
alimentados con los diferentes tratamientos tuvieron un comportamiento similar en el
coeficiente diario de crecimiento y una sobrevivencia del 85 2. Estos resultados indican
que, que al igual que en el estudio de laboratorio, los B-glucanos no estimulan el 2

crecimiento de los camarones.

64 Nelda Urania 16pez Moya




6.5 Rceto salino y de oxigeno disuclto.

Debido a la problemadtica de enfermedades que actualmente esta enfrentando la
camaronicultura, se ha creado la necesidad de buscar alternativas para su posible
control. En ¢l presente estudio después de los 115 dias de cultivo los camarones fueron
sometidos a un estrés salino (35 %o 15 %o0) con la finalidad de conocer los mecanismos
de defensa de los camarones experimentales en los estanques externos. Para tal efecto se
evalud la sobrevivencia después del reto, los metabolitos sanguineos y la proPO. El
indice de estrés acumulativo en este estudio mostré que las dietas experimentales no
afectaron la mortalidad de los organismos indicando nuecvamente que un alimento bien

disefiado con o sin inmunoestimulantes favorece la tolerancia a los cambios ambientales

extremos.

Una vez que los camarones fueron sometidos al reto salino los indicadores sanguineos e
inmune fueron modificados significativamente. Cuando los camarones fueron sometidos
al cambio de salinidad la presion osmética presentd menores concentraciones
provocando un desequilibrio idnico en ambos tratamientos. Por lo tanto los organismos
tuvieron que utilizar la energia disponible para compensar el cambio en su medio.

Los resultados obtenidos indican que la energia para compensar provino de los
acilglicéridos y colesterol los cuales fucron reducidos significativamente después del
cambio salino. De los resultados obtenidos ahora es evidente que después del reto salino
los camarones utilizaron las reservas sanguineas para realizar los ajustes metabodlicos
necesarios para responder al estrés al que fueron sometidos. Estos resultados muestran
que los camarones alimentados con dietas con inmunoestimulantes presentaron una
menor capacidad para regular la concentracion de proteinas del plasma en comparacion
con el observado en los camarones alimentados con la dieta C (Fig. 31).

Aunque ahora no se tiene una explicacion para tal respuesta es posible pensar que
cuando los camarones son inmunoestimulados se modifica el metabolismo de las
proteinas, afectando el posible papel que estos tienen en la regulacion del medio interno.
Asi, nuevamente la inmunoestimulacion pudiera ser una forma de desviar moléculas y
energia del metabolismo de proteinas hacia la produccion de moléculas componentes

del sistema inmune, reduciendo la capacidad de los camarones de responder
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adecuadamente ante un cambio en la salinidad. Asi mismo y tomando en cuenta el papel
fungistatico de la hemocianina (Destoumieux - Garzon ¢f al., 2001) , es evidente que las
dietas con inmunoestimulantes podrian ser adversos cuando los organismos son
expuestos a cambios de salinidad reduciendo contradictoriamente la capacidad
inmunoldgica al impedir una adecuada regulacion de esta molécula ante un cambio de
salinidad.

El presente estudio se realizé considerando que los organismos cultivados en un
estanque externo estuvieron en condiciones similares a la que estarian los camarones en
un estanque de cultivo comercial. Aunque esta es sélo una aproximacion el hecho de
que en los estanques externos los animales tienen acceso al alimento vivo, permite
vislumbrar las variaciones fisiolégicas que experimentan éstos cuando se les alimenta
con una dieta balanceada con inmunoestimulantes en combinacion con el alimento vivo.
Al hacer esto se esperaria ademads, que las dietas con inmunoestimulantes fueran
verdaderamente estimuladoras de la respuesta inmune mejorando integralmente ademas
el estado nutricional y de salud de los animales. De acuerdo con los resultados obtenidos
ahora es evidente que la concentraciéon de BG adicionados en las dietas no mejoraron la

condicién nutricional ya que no ayudaron a los camarones a tolerar adecuadamente el

reto salino.

Cuando se les expuso a un reto bajo de oxigeno disuelto tampoco se observé que las
dietas con BG promovieran una mejor condiciéon nutricional que los camarones del
grupo C. Asi mismo cuando se evalué la capacidad inmunolégica de estos organismos a
través de la evaluacion de las variaciones de la proPO se observé que en ambos casos,
reto salino y el reto de oxigeno, los camarones alimentados con la dieta BG no fueron
capaces de mantener elevados los niveles de esta molécula, la cual es un efector central
de la repuesta inmune (Vargas-Albores ¢ a/ ., 1993 a ; Perazzolo and Barraco, 1997 ;
Johanson et al., 2000).

Aunque en condiciones de laboratorio las dietas con inmunoestimulantes efectivamente
promovieron la respuesta inmune de los camarones y mejoraron aparentemente la
condicién nutricional general, cuando se les aplicé a los organismos un estrés ambiental,

la capacidad de inmunoestimular no s6lo no mejoré la capacidad de los organismos si
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no ademas modificé los patrones metabdlicos reduciendo la capacidad de responder a

retos ambientales tales como la baja de la salinidad o la concentracién de oxigeno

disuelto.

De acuerdo a Seidman and Lawrence, (1985), las variaciones ambientales suelen ser en
las granjas ¢l botén disparador del estrés en los camarones cultivados. Si el estrés es el
primer paso en la cadena de eventos entre un estado de salud deficiente y la
vulnerabilidad a las enfermedades, los alimentos utilizados en tales condiciones
deberian de ser capaces de fortalecer a los camarones para poder tolerar tales situaciones
ambientales. Es cvidente de los recsultados obtenidos ahora, que las dietas con BG
suministradas en los camarones cultivados no cumplen con estos requisitos y
evidentemente reducen aiin la capacidad de los organismos de tolerar contingencias
ambientales.

Al mismo tiempo, los resultados obtenidos ahora pusieron en evidencia que dietas bien
disefiadas y que cubren con los requerimientos nutricionales de los camarones son
suficientes para mantener ¢l sistema inmunoldgico en alerta y proporcionar a los
organismos las moléculas y la cnergia suficiente para tolerar cambios ambientales
extremos. De acuerdo con Bachere, (2000) la profilaxis y la buena nutricién son dos
elementos esenciales para el mantenimiento de una camaronicultura sana y libre de
enfermedades. Ese tipo de estrategias acopladas con un manejo adecuado de los residuos
de las granjas, del agua de desecho y del tipo de alimento conducira al establecimiento
de una industria auto sostenible con proyeccion a futuro capaz de producir camarones en

un esquema ecolégicamente sano y econémicamente viable.
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VII. Conclusiones.

1. Los camarones alimentados con B- glucanos en los experimentos a nivel de

laboratorio y en cstanques externos no estimularon el crecimiento de los camarones.

2. Los camarones alimentados en condiciones de laboratorio con ambas frecuencias de
aplicaciéon de B- glucanos mostraron una resistencia de estrés salino similar a la dieta

control.

3. Los - glucanos favorecieron la formacion de CBH c¢n los organismos experimentales

y fueron utilizados como fuente de energia durante el estrés salino.

4. Las dietas con - glucanos no mejoraron la resistencia de los camarones a un estrés
salino en condiciones de laboratorio, mostrando una respuesta inmune similar a la

observada en los camarones alimentados con la dieta C.

5. La aplicacion de B- glucanos continuo posiblemente provocé fatiga inmunoldgica a
los organismos experimentales. En contraste la dieta C presento la mejor respuesta

inmunoldgica en este experimento.

6. Aunque el uso de inmuncestimulantes en alimentos para camarén puede ayudar en
primera instancia a la resistencia alas condiciones de estrés, en el presente estudio se
observé que una dieta sin inmunoestimulante y que cubra el requerimiento nutricional
de los camarones favorece un estado nutricional mas apropiado que el observado en

camarones alimentados con dosis de BG ya sea en forma permanente o intermitente.
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Abstract

The present paper was aimed at determining the effect of dietary f 1-3 glucan (BG) and a
megadose of vitamin C on the nutrition (growth, and survival, blood glucose, lactate,
acylglycerides, cholesterol, hemocyanin, digestive gland glycogen) and on the
immunological system (blood cells, proPo) in L. vannamei juveniles Each treatment was
run five times.. Nutritional condition and immunological response of shrimp were recorded
after 40 days of feeding, and during 48 h after a salinity shock (35 to 0%0). A significant
greater growth rate was observed in shrimp fed with BG or vitamin C diets than in the
control] group. Higher blood proteins, total blood cells, granular cells, and proPo activity
were recorded in shrimp fed vitamin C as compared to the remainder treatments.
According to these results two different metabolic routes could be involved in growth rate
of shrimp and protein metabolism. The first one could be related to BG degradation in the
digestive gland by B-glucanases to produce energy, permitting the use of more proteins for
growth. The second could be related with the role of vitamin C in animal health, enhancing
general metabolism in shrimp. The salinity stress induced a rapid use of reserves,
acylglycerides and cholesterol were reduced in blood uand probubly used as a source of
energy or synthesis in the digestive gland. The increment in digestive gland glycogen 24 h
after the salinity shock could evidence the usc of these reserves by shrimp fed with any of
the diets. In general, after the salinity shock blood cells increased in shrimp fed with
glucans and decreased in shrimp fed with vitamin C, whereas proPO decreased in ail
shrimp after the salinity shock. It means that after the salinity shock shrimp fed with
glucans could synthesize cells and proPO, whereas in shrimp fed vitamin C, blood cells
were just used to respond to the stress. After the salinity shock, an increment in the
proPO/granular cell ratio was observed in shrimp fed with vitamin C, indicating that these
shrimp could rapidly increase the components of their immune system. In contrast, a
continuous reduction in proPO/granular cell ratio was observed in shrimp fed with glucans,
revealing that, with this type of immunostimulant, shrimp drive their immunological
equipment to respond continuously to the stress. These results could explain why shrimp
fed with immunostimulants present immunological fatigue in contrast to shrimp fed with

additives that improve their nutritional status, like vitamin C.




Introduction

World production of farmed shrimp has been increasing during the last twenty years,
mainly as a result of . an increase in farming areas and due to higher stocking densities.
In the process, environmental conditions have deteriorated both inside and outside these
farms in many regions, inducing increments in disease incindence and, consequently,
affecting production negatively. The environmental stress causedby farms discharges into
estuaries and bays and the stress induced in  ponds by high densities are factors
predisposing the animals to become more receptive to pathogens (Xu et al., 2001).
According to Bachere, (2000) the long-term sustainability of the shrimp industry depends
on the equilibrium among: 1) environmental quality, 2) prevention of diseases by adequate
diagnoses and epidemiological surveys of the pathogens, and 3) the health status of the
shrimp, as well as seclection programs to obtain disease-resistant animals.

To reduce stress, the shrimp industry has been using antibiotics, immunostimulants, and
diverse types of food additives (carotenoids, kelp powder, Spirulina, vitamin E, C, etc.)
trying to offer an adequate diet to maintain the health of cultured shrimp. Bacteriosis can be
controlled by antibiotic treatment, but the use of antibiotics represents environmental
hazards and spreads antibiotic- resistant genes. Additionally, the viral origin of some

epizootics limits the efficiency of this treatment (Alday-Sanz et al., 1998).

Biological compounds, called immunostimulants, are available as alternative treatments,
playing the role of alarm molecules that activate the immune system. B 1-3 glucan has
successfully been used as immunostimulant to enhance resistance of shrimp against
bacterial or viral infections. Itami et al., (1998) reported that dietary administration of the
peptidoglycan (B 1-3 glucan) derived from Bifidobacterium thermophilum increases the
resistance of Fenneropenaeus japonicus against vibriosis. Using a different glucan, g 1-3-1-
6 glucan, extracted from the yeast cell wall, Sung et al., (1998) demonstrated enhanced
resistance of P. monodon to vibriosis and white spot syndrome virus (WSSV) infection.
Chang et al., (2000) showed that B 1-3 glucan enhances hemocyte phagocytic activity, cell

adhesion, and superoxide anion production when added to P. rmonodon diets.




Peptidoglycans are cell wall fragments of micro-organisms that render animals more
resistant to microbial infections. Shrimp fed with peptidoglycans respond to an
immunostimulant in the same manner as to a microbe aggression. Shrimp immune system
has a strong proteinic base. Proteins are involved in recognizing foreign glucans through
lipopolysaccharide binding protein (LPSBP) and B glucan binding protein (BGBP)
(Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000). The clotting protein is involved in
engulfing foreign invading organisms and prevents blood loss upon wounding (Hall et al.,
1999; Montaiio-Pérez et al., 1999). Defense reactions in shrimp are often accompanied by
melanization. ProPO activating system, mediated by hemocytes, is a zymogen of
phenoloxidase (PO) enzyme that catalyzes both o-hydroxylation of monophenols and
oxidation of phenols to quinones leading to the synthesis of melanin (Sritunyalucksana and
Sdderhall, 2000). Conversion of proPO to PO is through a serine protease called
prophenoloxidase activating enzyme (ppA) that is regulated by another protein, the a-2
macroglobulin, a trypsin inhibitor (Perazzolo and Barracco, 1997). The innate immune
response of shrimp also relies upon the production, in hemocytes, of antimicrobial peptides
called penaeidins that are active against a large range of pathogens essentially directed
against Gram-positive bacteria via a strain-specific inhibition mechanism (Destoumicux et

al., 2000).

Nutritional status is considered one of the important factors that determines the ability of
animals to withstand infections; hence, nutritional status is considered a good health
indicator of shrimp (Bachere, 2000; Mecrchie et al., 1998). In previous studies, we
determined some blood metabolites and hemocyanin, together with growth and survival in
L. vannamei, L. stylirostris, and L. setiferus to assess the nutritional role of dietary
carbohydrates and proteins (Rosas et al., 2001a; Rosas et al., 2000; Rosas et al., 2001b;
Rosas et al., 2002). The results demonstrated that blood glucose, acylglycerides,
cholesterol, and lactate together with blood protein, hemocyanin ([Hc]}), and osmotic
pressure are good indicators of nutritional health, the latter understood as a dietary and
environmental condition in which shrimp growth is maximal under experimental

conditions.
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Vitamin C plays an important roles in animal health as antioxidant by inactivating
damaging free radicals produced through normal cellular activity and diverse stressors
(Halver, 1995). Inadequate dictary levels of vitamin C in juvenile shrimp may result in
black dead syndrome, reduced growth rates, poor feed conversion ratios, decreased
resistance to stress, and reduced capability to heal wounds (Lightner et al., 1979; Magarelli
et al., 1979). According to Catacutan and Lavilla-Pitogo, (1994) and Merchie et al., (1998)
vitamin C plays a role as immunostimulant, as evidenced by the ability of P. rmonodon
postlarvae and juveniles to avoid vaculovirus and to resist disease (Vibrio harveyi), and
saline shock. Teshima, (1998) reported that vitamin C was effective in increasing resistance
of Feneroppenaeus japonicus to Vibrio spp. Although the optimal supplemental level of
vitamin C for L. vannamei shrimp is around 100 mg kg™' diet, a level of 2000 mg kg™’ has
been proposed to ensure high resistance of shrimp postlarvae to stressful environmental
conditions and as protection against bacterial infection (Montoya and Molina, 1995; Lavens
et al., 1999; Kontara et al., 1995). The mode of action of vitamin C as an immunostimulant
is not clear, although its antioxidant role and in consequence cell protection could be a

mechanism to preserve hemocytes, improving the general immunological system of shrimp.

One of the problems with the application of dietary immunostimulants or vitamin C is the
lack of information about the optimal doses (frequency and quantity) to be included in
diets. Inmmunostimulatory fatigue was reported after 24 days in P. monodon brooders,
when a diet with 2g kg™' of B 1-3 glucan was administered permanently during 40 days
(Itami et al., 1998). In a study with F. japonicus, a positive increase in disease resistance
was reported using 0.2 mg B 1-3 glucan per kilogram of diet fed with different feeding
schedules: permanently for 95 days, 7 days B 1-3 glucan diet-7 days of control diet, and 2
days 3 1-3 glucan diet-5 days of control diet (Rengpipat et al., 1998). In another study,
enhanced immune response was observed in P. monodon fed permanently for 30 days with
fresh Bacillus S11 mixed with a commercial feed at 1:3 wet weight proportion (Rengpipat

et al., 2000).

The present paper was aimed at assessing the effect on nutrition (growth, and survival,

blood glucose, lactate, acylglycerides, cholesterol, hemocyanin, digestive gland glycogen)




and on the immunological system (blood cells, proPo) of dietary B 1-3 glucan and a
megadose of vitamin C on L. vannamei juveniles fed with different feeding schedules:
permanently, and 7 days experimental diet diet-7 days of control diet. A diet without § 1-3

glucan supplemented with an optimal vitamin C level was used as the control diet.

Material and methods

Prepararion of diets

Juveniles of L. vannamei were fed during 40 days with artificial diets, prepared with: a) 2
g/kg of B 1-3 glucan and 0.2g/kg vitamin C, b) mega dose of vitamin C (5g per kg diet) and
without B 1-3 glucan and c¢) a diet without 3 1-3 glucan, supplemented with 0.2g of vitamin
C (Table 1). The experimental diets were prepared by thoroughly mixing the dry ingredients
with oil and then adding water until a stiff dough resulted. This was then passed through a
mincer with a die, and the resulting spaghcetti-like strings were air dried at 60 °C. After
drying, the material was broken up and sieved to a convenient pellet size and stored at -4 °C.

Five tanks were randomly assigned to each diet.

Growth and survival experiments

A group of 250 shrimp (2.01 + 0.02 g wet weight) were used. L. vannamei were obtained
from Pecis Industries S.C., in Yucatan, Mexico. Shrimp were reared for 40 d in 90-L tanks
(10 shrimp/tank) and fed with different types of diet and feeding schedules : permanently
experimental and control diets (treatment 1: B 1-3 glucan diet; treatment 2: vitamin C diet;
treatment 3 control diet), 7 days with B 1-3 glucan diet-7 days control diet (treatment 4) and
7 days mega dose of vitamin C diet-7 days control diet (treatment 5). Every treatment was
repeated five times. The photoperiod was 12h:12h, water temperature was 28 + 1 °C,
dissolved oxygen was > 5.0 mg/L., salinity was 35 %o, and pH was > 8.1. The shrimp were
fed ad libitum two times a day (0800 and 2000). Uneaten food particles and feces were

removed regularly.

Growth rate was evaluated as the difference between wet weight at the beginning and the end
of the experiment and calculated as daily growth coefficient (DGC,%) (Bureau et al., 2000):
DGC = 100 * [(Final weight)'”® — (Initial weight)!”?))/Time (days)
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Survival was calculated as the difference between the number of live animals at the beginning

and the end of the experiment.

Salinity Challenge

After day 40, 40 shrimp per treatment were separated in two groups: one was maintained in
35%ec (10 shrimp; one experimental tank per treatment) and the other one (30 shrimp; three
experimental tanks per treatment) were exposed to a rapid change of salinity, from 35%oc to
fresh water (0%o0). For this, the seawatcer volume of every tank was reduced in 50%, letting
fresh water to flow in until 0%ec salinity was reached. The change in salinity took 30 min. A
similar procedure was applied to shrimp maintained in 35%c but using only sea water
(35%0) and were used as a control shrimp. Once 0%o salinity was obtained, survival, as well
as the physiological, nutritional and immunological status of shrimp, was followed at 4,
24, and 48 h. During this time, shrimp wecre fed only once every 24h. Survival was
expressed as the cumulative stress index (CSI) proposed by Merchie et al., (1998) and
calculated as the average value of cumulative mortalities obtained from each replicated diet

in relation to the experimental time.

Physiological, muaritional and immunological evaluations

Blood constituents

After day 40, nine shrimp per treatment were sampled for nutritional (hemolymph glucose,
lactate, cholesterol, acylglycerol, proteins, hemocyanin, and digestive gland glycogen),
immunological (ProPo oxidase activity in degranulated of hemocytes and blood cells) and

physiological (osmotic pressure) evaluations. These results were considered as the base

line before the salinity challenge.

Blood metabolite measurements were made in living fasted (12h) shrimp. Before sampling,
shrimp were placed in pre-chilled (18 °C) and aerated secawater for 5 min to reduce the
effect of manipulation before hemolymph extraction. Only shrimp in inter-molt stage (C
stage) were used. Hemolymph (approximately 200-300 uL per shrimp) was individually
sampled through a pre-chilled syringe needle inserted at the base of the fifth pereiopod after
the shrimp had been dried with a paper towel. The individual weight (+ 0.05 g) was
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recorded and molting stage was observed using uropod characteristics (Drach and

Tchernigovtzeff, 1967).

Osmotic pressure. Osmotic pressure of the hemolymph and water was measured in a
Micro-osmometer with 20 ul. of sample per titration (3 MO-PLUS; Advanced Instruments,
Inc. USA). The osmotic capacity (OC) was defined as the difference between the osmotic

pressure of hemolymph and the external medium (Lignot et al., 1999).

Hemocyanin. For hemocyanin [Hc] mecasurements, 10 nLL hemolymph were immediately
diluted with 990 uL distilled water in a 10-mm cuvette, absorbance was measured at 335
nm. Hemocyanin concentration was calculated using an extinction coefficient of € = 17.26

calculated on the basis of the 74000 Da functional subunit , (Chen and Cheng, 1993).

Commercial kits were used for glucose (GH) (GOD-PAD, Merck-740393), lactate (Sigma-
cat. 735), triacylglycerol (TAG;: GPO-PAP, Merck, cat 14354) and, cholesterol (CHOD-
PAP, Merck, cat. 14349). Determinations were adapted to a micro plate using 20 uL. of
plasma obtained at 8000 g centrifugation and 200 L of enzyme chromogen reagent.
Absorbance was recorded in a micro-plate reader (BIO-RAD model 550) and
concentrations were calculated from a standard substrate solution. Plasma was further
diluted 1:500 for protein (HP) determination by the Bradford, (1976) technique adapted to a
micro plate method using commercial chromogen reagent (Sigma, cat. 610) and bovine

serum albumin as standard.

Glycogen in digestive gland was extracted in the presence of sulfuric acid and phenol
(Dubois et al. 1965). The digestive gland was first homogenized in trichloroacetic acid
(TCA, 5%) for 2 min at 6,000 rpm. After centrifugation (7000 g) the supernatant was
quantified, this procedure was done twice. One milliliter of supernatant was pipetted into a
tube and mixed with 5 volumes of 95% ecthanol. The tubes were placed in a oven at 37-
40°C for 3 h. After precipitation, the tubes were centrifuged at 7000 g for 15 min. The
glycogen (pellet) was dissolved by adding 0.5 mL of boiling water, then, 5 mL of
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concentrated sulfuric acid and phenol (5%) was added and mixed. The content of the tubes

was transferred to a cuvette and read at 490 nm in a spectrophotometer.

Immune response

Chemicals and solutions. Because the ProPo system can be activated by
endotoxins, all glassware was washed with E-Toxa-Clean® and all solutions were
prepared using pyrogen-free water. Shrimp salt solution was prepared according
to Vargas-Albores et al. (1993); 450 mM NaCL, 10 mM KCL, 10 mM HEPES, pH 7.3,
850 mOsm kg?! The anticoagulant solution for hemolymph extraction was
prepared by adding 10 mM of EDTA-Na: to the shrimp salt solution. A sodium
cacodylate buffer (Cac, 10 mM cacodylate, 10 mM CaCLz, pH 7.0) was used to

determine phenoloxidase activity.

Prophenoloxidase (ProPPo) activity. A sample of 50 uLL was incubated 3 min at 25 °C
with 50uLl of trypsin type IX (0.1 mg/mL). Then 50 uLL of L-DOPA (3 mg/mL in
Cac buffer) was added and incubated 10 min. The absorbance at 490 nm was

measured (Hernandez-Lépez, et al., 1996).

Hemocyte counting. A sample of 150 uL of hemolymph was mixed with an
Alsever solution (113 mM glucose, 27.2 mM sodium citrate, 2.8 mM citric acid, 71.9
mM NaCl) and 10% formaldehyde (v/v). This sample was stored frozen until
analysis. Hemocyte counting was done with a microscope and a Neubawer
chamber. Cellular characterization was done taking into account size, form, and

granular content of the cells (Le Moullac et al., 1997).

Statistical analysis
ANOVA was applied to results of immunological and nutritional parameters. A
comparison was made first to known the differences between type of diet and type of

feeding after the salinity challenge. A two-way ANOVA was applied to assess the effect of
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the salinity challenge in relation to exposure time on immunological and nutritional

parameters.

Results

Growth rate and survival

The DGC % was affected by the type of diet and the type of feeding (Fig. 1; P < 0.05). A
significant lower DGC% was observed in shrimp fed with control diet as compared to the
other treatments (P < 0.05). Survival was no affected by diet or type of feeding (P > 0.05).

A mean value of 90% survival was obtained with all treatments.

Salinity Challenge

Physiological, nutritional, and immunological evaluations

Base line. Before the saline shock, glucose and lactate blood levels inshrimp fed with
control diet were significantly higher than those observed in shrimp fed with any of the
remaining rrearments (P < 0.05; Fig. 2). Acylglycerides, cholesterol, and oxyhemocyanin
(mean value of 2.34 mmol/I) did not show significant changes among treatments (P > 0.05).
In contrast, blood protein of shrimp fed permanently (VCP with vitamin C) resulted
significantly higher than that observed with the other treatments. A low value of protein
was observed in shrimp fed with control diet. Digestive gland glycogen was affected more
by the diet with high values in BGC and VCC than with the other treatments (P < 0.05). A
higher osmotic pressure was observed in shrimp fed with control diets and BGC than with

the other treatments (Table 2).

Immune response was affected by the type of food (Fig. 3). Before the saline shock, higher
values of total hemocytes, granular cells, and ProPo were observed in shrimp fed with VCP
and VCC as compared to those obtained in shrimp fed with B-glucans and control diets

(Table 2; P < 0.05).
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Strress index, physiological, nutritional and immunological evaluations

After salinity shock.

A lower sensitivity to saline shock was observed in shrimp fed with PBG, CBG and PVC
diets (CSI mean value of 3.17), than that observed in shrimp fed with VCC (4.38) and
control diets (5.24) (Fig. 4). After the salinity shock the nutritional and physiological blood
parameters were differentially affected by the type of diet (Table 2 and 4). After the shock a
significant increase in blood glucose was observed after 4 h in shrimp fed with PBG, PVC
and CVC (P < 0.05). This increment was of 165, 145, and 141% higher than that observed
before the salinity shock (Fig. 5). There was a significant positive interaction between type
of diet and time after the salinity shock (P < 0.05) (Table 4). In shrimp fed with CBG,
glucose remained stable after the salinity shock and in the control group at 24 and 48 h
blood glucose was 38% lower than that observed before the salinity shock (Fig. 5; Table 2).
Type of diet and interaction between type of diet and time after salinity shock were
significant (P > 0.05; Table 4). Shrimp fed with PBG maintained the lactate blood levels
without changes after the salinity challenge with a mean value of 0.055 mg/ml (Table 2;
Fig. 5). Shrimp fed with CBG and control showed a reduction in blood lactate 4 and 24 h
after the salinity shock, respectively (Fig. 5). In contrast, an increment in blood lactate after
the salinity shock was observed in shrimp fed with PVC and CVC (Table 2). In shrimp fed
with PVC and 48 h after the salinity shock blood lactate concentration was 350% (0.070
mg/ml) higher than that observed before salinity shock (0.020 mg/ml). Shrimp fed with
CVC showed a more erratic behavior with high values at 4 h, similar values to the control
ones at 24 h, and high values (0.080 mg/ml) at 48 h (Table 2, Fig. 5). A significant
reduction in AG was observed in all shrimp 48 h after the salinity shock (Table 2, 4; P <
0.05), valucs were between 44 to 73% of those observed before the salinity shock (Fig. 5).
Type of diet, time after salinity shock, and the interaction between both effects affected

blood cholesterol levels (Tables 2 and 4; fig. 5; P<0.05), which decreased 48 h after the

shock.

Type of diet and time after salinity shock affected blood protein (P < 0.05; Table 2 and 4).
In shrimp fed with PBG, CBG, PVC, and control diets an increment in blood protein was
recorded 4 h after salinity shock (23, 42, 19, and 37% respectively) (Fig. 6). Forty-eight
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hours after the salinity shock, blood protein from all shrimp reached a value similar to that
obtained before the salinity shock (Fig. 6). Hemocyanin was affected only by the exposure
time to the salinity shock. Only shrimp fed with PBG and CBG showed a significant
increment in OxyHc 48 h after the shock (P < 0.05; Fig. G). In all the other treatments

OxyHc was not affected by the salinity shock (P > 0.05).

Osmotic pressure was affected by type of diet, time after salinity shock, and the interaction
between both effects (P < 0.05; Table 4). A significant reduction in osmotic pressure was
observed in all shrimp but it was more pronounced in shrimp fed thecontrol diet (Fig. 6).
Digestive gland glycogen (DGG) was affected by type of diet, time after salinity shock, and
interaction between both effects (P < 0.05; Tables 2 and 4). Four hours after the salinity
shock a 77% reduction in DGG was observed in all shrimp as compared to the pre-
challenge value. (Fig. 6). Twenty four hours after the salinity shock DGG increased 63,
33, 49, 67, and 62% of its values before the salinity shock in all shrimp (Table 2; Fig. 6).
Forty eight hours after the salinity shock DGG was reduced anew, reaching 5, 8, 10, 7,
and 30% of the concentration observed before the salinity shock with PBG,CBG, PVC,
CVC, and control diets, respectively(Table 2, Fig. 6).

The immune response was affected by diet and time after salinity shock (Table 3 and 5).
Before salinity shock ProPO levels were similar among diets with a mean value of 1.0
DOu9onm (P > 0.05). However, 4 h after salinity ProPO of shrimp fed with PBG showed a
concentration 29% higher than that observed before the salinity challenge. In contrast,
ProPo levels with the other treatments were reduced 4 after the salinity shock (Fig. 7). In
shrimp fed with CBG and PVC, ProPO levels decreased, reaching its lowest value 48 h
after the salinity shock (Fig. 7). In shrimp fed with CVC and control, ProPO levels were

almost recovered 48 h after the salinity shock with values close to those obtained before the

salinity shock.

Total hemocytes were affected by both type of diet and time after salinity shock (Fig. 7;
table 3). Before salinity shock, total hemocytes concentration was significantly higher in

shrimp fed with PVC and CVC than in shrimp fed with glucans and control diet (P < 0.05;
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Table 3). After the salinity shock, the behavior of total hemocytes was related with the diet
(Fig. 7). In shrimp fed with glucans combined or permanent and with control diet an
increment in total hemocytes was observed 4 or 24 h after the salinity shock (P < 0.05). In
contrast, in shrimp fed with vitamin C permanent or combined a reduction in hemocytes
was observed 4 or 24 h after salinity shock (P > 0.05; Fig. 7). All shrimp reached a total
hemocytes concentration 48 h after the salinity shock similar to the pre-challenge

concentration (Fig. 7). The same behavior was observed in granular cells (Fig. 7).

Discussion.

B-glucans (BG) and vitamin C given permanently or combined with the control diet
enhanced growth rate (Fig. 1). Although improvement of growth rate has been observed in
F. japonicus (Itami et al., 1998) and P. monodon (Rengpipat et al.,, 1998) fed with
peptidoglycan or probiotics there is no explanation on how these additives work to enhance
growth rate. The mode of penetration of BG through the digestive track remains to be
determined, however Wigglesworth and Griffith, (1994) observed that P. monodon is well
equipped to digest BG. If BG can be digested by shrimp and is a source of energy, it can be
suggested that growth rate was enhanced by the energetic benefits obtained through BG. In
this situation, BG could be lost during the digestion process affecting the available BG
concentration as immunostimulant but not as a source of energy. This loss would not be
important since the shrimp immune system can react with very small amounts of BG (in

the range of picograms ) (Johansson et al., 2000).

An excess of vitamin C ecither combined with the control diet or given permanently
produced a significant greater growth rate than that observed in shrimp fed with the control
diet. Although vitamin C in excess enhanced the growth rate of several shrimp species there
are no reports showing an increment in growth rate according to its concentration.

Lavens et al., (1999) reported significantly increased growth rate and survival for
postlarvae of L. vannamei fed with ascorbic acid (AA),between 100 and 2000 mg/kg diet.
Merchie et al., (1998) observed a significant increment in biomass production of P.
monodon postlarvae fed with 1700 or 3400 mg AA/kg diet. In another study Shiau and Hsu,
(1994) reported similar growth rates in P. monodon juveniles fed between 500 to 2000 mg
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AA/kg diet showing that for postlarvae or juveniles of this species ascorbate absorption
could be limited in the digestive gland, justifying the growth rate plateau observed when
shrimp are fed with vitamin C in excess of 100 mg/kg diet. Whether vitamin C in excess is
limited or not in the digestive gland, it is clear that growth rate was enhanced in L.
vannamei by the improved physiological conditions in the shrimp fed with these diets

through the role of vitamin C in * reducing stress’ (Itami et al., 1998).

Acylglycerides and cholesterol were not modified by type of diet showing that the
differences in growth rate were not associated with either type of nutrients. In contrast,
blood glucose presented an inverse relation with growth rate, i.e., low values of blood
glucose in shrimp fed with BG and vitamin C and high values in shrimp fed with the
control diet. Inversely the digestive gland glycogen and blood protein were higher in
shrimp fed with BG and vitamin C than in shrimp fed with the control diet (Fig. 2).
According to these results, two different metabolic routes could be involved in the effect of
dietary immunostimulants or vitamin C on glycogen synthesis and protein metabolism. The
first one could be related with BG degradation in the digestive gland by B-glucanases
(Wigglesworth and Griffith, 1994) to produce energy and of glucose to glycogen through
the UDP-glucose pathway (Rosas et al., 2002). In this situation the high amount of dietary
protein could be absorbed through the digestive gland passing to the blood without having
been used as a source of energy. The second onec could be related to the role of vitamin C
in biological functions. According to Shigueno and Itoh, (1988), vitamin C improves the
general physiological status of shrimp through its role in animal health as antioxidant by
inactivating damaging free radicals produced through normal cellular activity and as a
cofactor in carnitine synthesis. Taking into account that carnitine, synthesized from lysine
and methionine, is involved in the effective utilization of stored lipid for energy (Masumoto
et al., 1991; Catacutan and Lavilla-Pitogo, 1994), it can be suggested that the increment in
glycogen observed in shrimp fed with vitamin C in excess is related with the improvement
of the general metabolism of shrimp, including glycogen synthesis (favored by camitine
synthesis and lipid metabolism) (Abdel-Rahman et al., 1979) and protein metabolism

(Reddy et al., 1999).
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Vitamin C and BG have been demonstrated to have immunostimulant properties in shrimp
(Itami et al., 1998; Merchie et al., 1998). The main problem is that the minimum effective
dose of both additives to enhance the immune system remains to be determined. In the
present study we used a dose of 2 g/kg (0.2%) of BG and 2000 mg/kg of vitamin C as
recommended to enhance the immune response in L. vannamei shrimp (Rodriguez et al.,
2000; Kontara et al., 1995). Before the saline challenge and using 2g/kg diet of BG, total
hemocytes and granular cells were not different from shrimp fed with the control diet,
with BG, or 7 days combined with the control diet (Fig. 3). In contrast a significantly
higher concentration of total cells and granular cells was observed in shrimp fed with
vitamin C permanently and combined with the control diet (Fig. 3). ProPO activity was
higher in shrimp fed with vitamin C combined with 7 days of control diet, indicating that

both hemocytes and proPo content in shrimp fed with these diets were positively improved.

According to Bachere, (2000), the immune response needs to be analyzed under stress
conditions in cultured shrimp. In this sense we used a salinity shock as stressor as has
been described before for both P. monodon (Merchie et al., 1998) and L. vannamei
(Kontara et al., 1995) fed with an excess of vitamin C. An increased resistance to the
salinity shock was observed in relation with the use of BG or vitamin C. Although there are
no reports of enhanced stress resistance in shrimp fed with BG, this type of response has
been observed in shrimp fed with vitamin C in excess and astaxanthin (Merchie et al.,
1998). Blood lactate has been used as an index of stress in L. vannamei when values exceed
0.5 mg/ml! (Racotta and Palacios, 1998). Taking into account that in the present work we
observed values lower than in stressed shrimp, it can be expected that the observed lactate
concentration has a metabolic role during the stress probably through the gluconeogenic

pathway (Vinagre and Da Silva, 1992).

During a saline shock several physiological and immunological functions are involved. In
low salinity, shrimp need to use protein as a source of amino acids to maintain the osmotic
pressure (Claybrook, 1983). During salinity acclimation, a very rapid change in free amino
acid content occurs (Gerard and Gilles, 1972) suggesting that the regulation of cell volume

after a hypo osmotic change is a rapid process. Although in L. vannamei the final free
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amino acid pool (FAA) level is reached 24 h after a hypo osmotic shock from 37.5%o0 to
28%o salinity (Richard et al., 1975), in the present study there was a decrease in blood
osmotic pressure in all shrimp fed with any of the diets, indicating that with the applied
saline shock extra cellular regulation is not powerful enough to ensure homeosmoticity, and
the tissue will in consequence undergo osmotic stress. According to Rosas et al., (2001a)
protein metabolism is basic to ensure FAAs allowing shrimp to compensate its
homeosmoticity, for this reason shrimp are more dietary proteins dependent in diluted
environments. Recently Shiau, (1998) showed that protein requirements of P. monodon
reared at 16%e¢ salinity was higher (44%) than that observed in shrimp maintained in 40%o

salinity (40%).

Protein in hemolymph was elevated 4 h after the salinity shock returning to initial values
48 h after in all shrimp, evidencing that dictary protein level was adequate to ensure a rapid
response to the saline shock. Marangos et al. (1989) suggested that high hemolymph
protein concentration indicates that hemolymph, through hemocyanin, is able to store
proteins after salinity acclimation. After a salinity change, the loss of FAAs from muscle
results from their excretion into the blood. This must impose an additional osmotic load on
the blood, which would increase water inflow from an external medium. Transfer of FAAs
to the gastric fluids of the digestive gland (Dall, 1975) or the synthesis of hemocyanin (Van
Holde et al., 2001) provides a means of minimizing this additional load. The digestive
gland is thought to be an important synthesizing organ of hemocyanin, and products of this
synthesis might cause an increase in hemolymph protein content when the FAAs are
transferred from blood (Rosas et al., 2002). In the present study, an increment on
hemocyanin concentration was observed 48 h after the salinity shock in shrimp fed with
BGP or BGC. Although we do not know why hemocyanin is enhanced in shrimp fed with
BGP or BGC and not in PVC- or CVC- fed shrimp, we propose that this response is related
with the stimulating role of glucans on the immune system of shrimp. According to
Johansson et al., (2000) shrimp hemocytes are synthesized in hematopoietic tissue located
in the paired epigastric nodules just over the digestive gland where hemocyanin is
synthesized (Gellissen et al., 1991). If glucans enhance the synthesis of hemocytes (Itami et
al., 1998; Rengpipat et al., 2000) it is possible to think that glucans could stimulate at the

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

16




same time the sites of protein synthesis, such as the digestive gland where hemocyanin is
synthesized. Considering that the hemocyanin antifungal activity was demonstrated
recently (Destoumieux et al., 2001) it can be suggested that during the saline stress shrimp
fed with glucans stimulated all the immunological equipment, including protein,
hemocyanin, and hemocytes synthesis (Figs. 6 and 7). It is interesting to note that vitamin
C is apparently not involved in this process because shrimp fed with vitamin C in excess
had similar variations in blood protein and hemocyanin that those observed in shrimp fed

with control diet.

During salinity stress a rapid use of reserves was observed; acylglycerides and cholesterol
were reduced in blood and werc probably used as a source of cnergy or synthesis in the
digestive gland. An increment in digestive gland glycogen 24 h after the salinity shock

could evidence the use of these reserves by all shrimp independently from the diets.

Circulating hemocytes are essential for immunity because of their role in phagocytosis,
encapsulation and lysis of foreign cells (Johansson et al., 2000). Recent results have
demonstrated that in stressed shrimp hemocytes are produced continuously reaching their
maximum level and immunological role every two to three days indicating that they are
released continuously (Pascual et al., 2002). Depending on the diet, total hemocytes,
granular cells and proPO responded differently after the salinity shock (Fig. 7). In general,
after the salinity shock, an increment in blood cells was observed in shrimp fed with
glucans, whereas their decrease was observed in shrimp fed with vitamin C. Besides, a
reduction in ProPo was observed in all shrimp after the salinity shock. Only shrimp fed
with CVC recovered their ProPo levels after 48 h of the salinity shock, meaning that after
the salinity shock shrimp fed with glucans could synthesize cells and ProPo, whereas blood
cells were used by those fed with vitamin C (Fig. 7). After the salinity shock shrimp fed
with control diet synthesized cells but not ProPo, indicating that a well-nourished shrimp
can respond adequately to the salinity stress. The difference between immunostimulated
(glucans) and control shrimp was that shrimp fed with glucans responded faster than shrimp

fed with the control diet.
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Different responses were observed between shrimp fed with glucans or vitamin C
evidencing that these dictary additives work differently According to Sritunyalucksana
and Soderhall (2000) ProPo is synthesized in hemocytes whereas hemocytes are
synthesized in hematopoietic tissue, hence both processes develop at different times. Using
a relation between ProPo and granular cells it is possible to know how both additives used
in the present study arc related with both components of the immune system (Fig. 8) . As
expected, shrimp fed with glucans and control diet had the highest level of ProPo
granular/granular cell index. This valuc was higher than that observed in shrimp fed with
PVC or CVC (Fig. 8a). Surprisingly, after the salinity shock an increment in this ProPo
granular/granular cell index was observed in shrimp fed with vitamin C indicating that they
could increase rapidiy the components of the immune system showing an increment in
ProPo/granular cell index 4 h after the salinity shock. In contrast a continuous reduction in
ProPo/granular cell index was observed in shrimp fed with glucans, revealing that with this
type of immunostimulant shrimp drive their immunological equipment to respond at the
stress continuously without a rapid recuperation. Vitamin C is a cell protector avoiding the
normal oxidation produced by cecll mectabolism (Halver, 1995). According to Bachere,
(2000) and Johansson et al., (2000) granular cells are filled with different zymogens that
together with ProPo work to defend shrimp against foreign material. During reactions,
peroxidase combined with SOD (superoxide dismutase) might produce H>O> and hypohalic
acid, which are used as toxic substances to attack invading organisms (Chang et al., 2000).
At the same time O3 is released during respiratory burst that can be enhanced 15.7 times
when shrimp are fed with glucans (Chang et al., 2000). If shrimp are immunostimulated
with glucans all these substances could be delivered all the time maintaining the shrimp in
a constant immunological alert but at the same time inducting toxicity in its cells. At the
end, when shrimp fed with glucans arec exposed to stress, they are able to respond but
many studies have demonstrated that this response occurs only once, afterwards
immunostimulants are non longer efficient, indicating immunologic fatigue (Chang et al.,
2000; Le Moullac et al., 1998). On the contrary, if the shrimp diet is optimal and includes a
megadose of vitamin C, shrimp will be prepared for the stress because all the system is
working adequately and, at the same time, is protected by the joint action of vitamin C and

good nutrition.
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Oral administration of BG can enhance the production of cell activating factors in the
hemocytes thus increasing ProPo activity (as shown in this study) and phagocytosis (Itami
et al., 1998). At present, evidences exist that demonstrate that shrimp fed with BG can
responde only once to the stress, because immunostimulation produces imunological
fatigue. The capacity of shrimp to respond to successive stress when fed with vitamin C,

will be proven when well-nourished shrimp respond better than immunostimulated shrimp.
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Fig. 1. Effect of B-1, 3 glucans (2g/kg of food) and a mega dosc of vitamin C (5 g/kg of food) on daily growth coefficient (DGC, %) (A) and survival
(B) of L. vannamei juveniles fed during 40 days with different fecding schedules: per p-1,3 gl (PBG) combincd -1, 3 gl (CBG),
permanent vitamin C (PVC), combined vitamin C (CVC) and control dicts (C). Combined dicts: 7 days with B-1.3 glucans or vitamin C-7 days control
diet. Values as mecan + S.E. Statistical differences at P < 0.5 indicated as (*).
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Fig. 2. Effect of $-1, 3 glucans (2g/kg of food) and a mega dose of vitamin C (5 g/kg of food) on hemolymph
pressure and digestive gland glycogen of L. vannameci juveniles fed during 40 days with di
vitamin C (PVC), combined vitamin C (CVC) and control dicts (C). Combined dicts: 7 days with p-1,3
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C (CVC) and control diets (C). Combined dicts: 7 days with B-1,

differences at P < 0.5 indicated as (*).

3 glucans or vitamin C-7 days control diet. Values as mean + S.E. Statistical

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

L6




200 PBG CBG »vVC cvc c
o2
£ 100 f\-\ - N
=) 100 - l—.\_-
5 50
5
& 0 +— — v v
0 4 24 48 0 4 24 a8 0 4 24 48 0 4 24 48 0 4 24 48
Time, h
—il— Glucose, mg/l
¥ »
500 PBG CcBG PvC cve c

Percentage, %
-t
888

0 4 24 48 0O 4 24 a8 0O 4 24 48 o 4 24 a8 0O 4 24 48
Time, h
—il— Lactate, mg/ml
PBG CBG PVC CcvcC C
e 150
&
‘§ 100 H*- H_.* -\-.*- .—.~.\
g so
H4
&£ o+ .
o 4 24 a8 0O 4 24 a8 0 4 24 48 0O 4 24 48 0 4 24 48
—M— Acilglycerids, mg/ml | Time, h
PBG CBG rvc cvC C
200

Percentage,%
8

0 4 24 a8 0 4 23 48 0O & 24 48 0O 4 24 48 0 4 24 48
Timwe, h
[+Cholcstcrol. mg/ml [
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‘Table 1. Ingredient composition of experimental diets (g kg *!).

Ingredients Control diet - TR B- Glucan diet Vitamin C diet
_akg™! : gke™ (2 %) gkg ™ (1500 ppm)
Fish meal 450 : 450 450
Soybean meal 180 180 180
‘Wheat flour 233 233 233
Lecithin 20 20 20
Fish oil 80 80 80
Minerals® 80 80 80
Vitamins without vitamin C* 17 : 17 17
Cholesterol . 2 2 2
Celulose 9.7 9.7 5.71
Robimix stay C° . : 0.286 0.286 4.29
@-Glucan o 0.2 o

a. Mineral premix provided by Ralston Purina de México

b. Vitamin premix without vitamin C, provided by Ralsoton Purina de México.
c. Ascorbyl Phosphate (Stny C- 35%: Rochc).

d. Slnngunrd (100%) .
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Table 2. Effect of type of diet on hemolymph varibles measured in L. vannamei juveniles exposed at a salinity

shock. Values as mean + SE. PBG = Permanent B-glucan diet, CBG = Combined B-glucan diet (7 days — 7
days control diet), PVC = Permanent vitamin C, CVC = Combined vitamin C (7 days — 7 days control), C =

control diet.

PBG CB PVC Vi C
Glucose, mg/ml .
o 032 & 060 + 0.6
4 053 % 059 . % 008
24 045 & 038 '+ 002
48 034 &7 ‘038 + 003
Lactate, mg/ml e
o +.7 0.012 0.140. + 0.065
4 +770.114 70203 + 0098
24 +7°0009 0017 = 0007
48 S+ 0056 0015 + 0008
Acilglycerids, mg/ml| -
0 + 004 032 =+ 002
4 025 + 003 026 =+ 002
24 023 + 004 033 =+ 004
48 : 013 =+ 004 014 =+ 001
Cholesterol, mg/‘rh]
[ : : * 036 + 007
4 + 027 % 003
24 e 043 + 006
48 : Y 010 =+ 001
Proteins, rhg/ml‘“‘ :
o i : 103.2 =+ 683
4 + 1422 + 3.28
24 * 1262 =+ 447
a8 i 1042 <+ 5.86
Hemocyanin, mmol/] s
o + o1 195 + 019
4 + 0.0 198 + 0.8
24 + 012 219 + 003
48 * 0.11 1.93 * 0.0
Glycogen. mg/g |
[ 874  +. iy + 091 539 + 037
4 182 & 70, 77 . + 055 123 &+ 049
24 544 . 052 + 392 'z + 135 332 % 050
48 048 "+ . :021 E 076 = + 037 163 + 069
Osmotic Pressure, T
mOm/kg L I
[ 8600 =+ . 20.80° 8920 1+ 287 8260 x 930 8616 + 17.5 888.0 =+ 100
4 6944 + = 2074° 6600 & 4.93 6393 + 217 659.6 + 114 6310 + 125
24 6910 =+ 11.52 6330 + 165 6540 =+ 17.3 660.2 + 386 7042 + 83
48 6734 + 2487 5422 + 33.8 5710 + 160 5530 + 134 4760 =+ 85
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Table 3. Effect of type of dict on irnmune response measured in L. vannamei juveniles exposed at a salinity shock. Values as
mean + SE. PBG = Permanent B-glucan dict, CBG = Combined B-glucan dict (7 days — 7 days control diet), PVC =
Permanent vitamin C, CVC = Combined vitamin C (7 days — 7 days control), C = control diet

- PBG . © S CBG s e S PV cvcC C
ProPO, 490nm SR R B :
0 0.8 + 0 YR 1217 = 020 083 + 022 096 + 0.11
4 116 - & 07 073" 082 0.15 047 =+ 013 0.77 + 0.24
24 070+ 0 0.68" 0.50 x [0.13 055 =+ O.11 029 + 005
a8 06340 1 0.47 ““ 056 . x 018 080 s o0.14 071 % 004
Total Hcmoéylés y : .
cell/ml - I A
0 666675 - B548.0 GOBOO &+ 15518 126400 + 22621 108667 =+ 15333 53333 + 8914
4. 117333 "0 36950 52000 + 28000 45333+ 0O 67833 + 15007 GBGG7 + 9023
24 . 7106667 . + 31279 BG500 + 19118 60133 =+ 16723 48667 + 5975 84267 + 20258
C a8 102667 & 19464 68533 + 14707 110933 & 27154 99467 + 27808 59333 & 4844
Gbmnyu lar cell;.
cel/ml: -
0 T 40267 & 4097.0 39733 & 84890 67200 = 11412 60667 + 11333 33067 + 4906
4 68667 .+ 19630 31333+ 12667 26667 £ © 41167 = 7141 37667 + 3448
24 54667 + 16221 38833 & 8373 32667 +  GOBI 28333 4 2517 54400 + 12840
48 62133 + 12625 42400 s+ 12317 61333 = 13965 60BOO &+ 14327 36133 + 4592
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‘Table 4. ANOVA resume of the effect combined of type of diet and time of exposure at an saline shock on
blood metabolites, hemocyanin, digestive gland glycogen and osmotic pressurc of L. vannamei juveniles.

df MS df MS
Effect Effect Error Error F <]

Glucose
Diet 4 0.03 73.0 0.0t 1.89 0.12
Time 3 0.06 73.0 0.01 4.60 0.01
Diet vs Time 12 0.03 73.0 0.01 2.47 0.0
Lactate
Dict 4 0.028 72.0 0.01 2.63 0.04
Time 3 0.022 72.0 0.01 2.06 o.11
Dict vs Time 12 0.024 72.0 0.01 2.30 0.01
AG
Dict 4 0.008 72.0 0.004 1.89 0.12
Time 3 0.062 72.0 0.004 14.00 0.0001
Dict vs Time 12 0.005 72.0 0.004 1.29 0.23
Cholesterol
Dict 4 0.014 73.0 0.005 2.63 0.0410
Time 3 0.187 73.0 0.005 33.58 0.0001
Diet vs Time 12 0.018 73.0 0.005 3.31 0.0007
Protein
Dict 4 1041.2 . 71.0 311.5 3.34 0.01
Time 3 3501.0 71.0 311.5 11.24 0.00
Dict vs Time 12 272.65 71.0 311.5 0.88 0.58
Hemocyanin
Dict 4 0.06 64.0 0.07 0.90 047
Time 3 0.32 64.0 0.07 4.64 0.01
Dict vs Time 12 0.11 64.0 0.07 1.57 0.12
Glycogen
Dict 4 4.816 73.0 1.48 3.24 0.017
Time 3 60.00 73.0 1.48 40.40 0.001
Dict vs Time 12 3.234 73.0 1.48 2.17 0.022
Osmotic Pressure
Dict 4 11653.7 70.0 1736.6 6.71 0.0
Time 3 363627.5 70.0 1736.6 209.3 0.02

12 7146.5 70.0 1736.6 4.12 0.02

Dict vs Time
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Table 5. ANOVA resume of the effect combined of type of dict and time of exposure at an saline shock on

immune responsc of L. vannamei juveniles.

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
ProPO
Diet 4 0.116 70.0 0.116 1.0 0.041
Time 3 0.902 70.0 0.116 7.7 0.001
Diet vs Time 12 0.193 70.0 0.116 1.6 0.095
Total Iemocytes
Dict 4 2779614208.00 62.0 1598066688.0 1.7 0.500
Time 3 965876416.00 62.0 1598066688.0 0.60 0.046
Diet vs Time 12 2647256832.00 62.0 1598066688.0 1.6 0.100
Granular Cells
Dict 4 788378432.00 62.0 478872416.0 1.6 0.040
Time 3 574842304.00 62.0 478872416.0 1.2 0.050
Dict vs Time 12 745770752.00 62.0 478872416.0 1.5 0.130
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