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RESUMEN. Se estudi6 el efecto del prebiético inulina y &cido fulvico, adicionados en el alimento, sobre el
crecimiento, supervivencia, prevalencia de WSSV y sistema inmune de Litopenaeus vannamei. Para esto, se
realiz6 un bioensayo, con tratamientos por triplicado, donde se probaron diferentes concentraciones de los
aditivos. Se hizo un anélisis de WSSV en organismos infectados con una carga viral relativamente alta utilizando
la PCR sencilla y anidada. Al final del bioensayo se extrajo la hemolinfa y se estudid el sistema inmune en
hemocitos a nivel bioquimico y genético (PCR cuantitativo). El peso final fue similar en todos los tratamientos
y la supervivencia estuvo entre 66,7% y 93,3%. La prevalencia de WSSV disminuyé un 13% respecto al control.
El nimero de hemocitos, la actividad de la fenoloxidasa y la concentracion de anion superdxido fueron similares
en todos los tratamientos. Los aditivos modularon la expresion de los genes transglutaminasa, superdxido
dismutasa y profenoloxidasa, pero no la del receptor Toll. Los aditivos no afectan negativamente el crecimiento
y protegen al camarén contra WSSV en organismos infectados con una carga viral relativamente alta. No se
observo efecto de los aditivos en los efectores del sistema inmune estudiados a nivel bioquimico pero si
modularon la expresién de algunos genes relacionados con el sistema inmune en L. vannamei.
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Effect of inulin and fulvic acid on survival, growth, immune system, and WSSV
prevalence in Litopenaeus vannamei

ABSTRACT. The effect of inulin and fulvic acid, added in the feed, on growth, survival, WSSV
prevalence, and immune system was studied in Litopenaeus vannamei. To the above, a bioassay, with
treatments in triplicate, was performed to test different additive concentrations. WSSV analysis was
done in organisms infected with a relatively high viral load using single and nested PCR. At the end of
the bioassay, hemolymph was extracted and the immune system was studied in hemocytes at
biochemical and genetic level (quantitative PCR). The final growth was similar in all treatments and
survival was between 66,7% and 93,3%. WSSV prevalence decreased 13% as compared to control.
The number of hemocytes, phenoloxidase activity, and superoxide anion concentration were similar in
all treatments. Inulin and fulvic acid modulated the expression of transglutaminase, superoxide
dismutase, and prophenoloxidase genes, but not the Toll receptor. Additives do not negatively affect
growth of white shrimp and they protect them against WSSV when infected with a relatively high viral
load. Additives did not affect the immune system effectors studied at biochemical level but they
modulated the expression of some immune-related genes in L. vannamei.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, la acuicultura representa una actividad
economica de gran potencial, rentabilidad y en constante
expansion. Respecto a la camaronicultura, ésta ha
mostrado un constante incremento durante las Gltimas
décadas (Goarant et al., 2006; Tassanakajon et al.,
2013). La principal amenaza para el desarrollo de la
industria camaronera son las enfermedades infecciosas
especialmente las causadas por virus (Lightner, 2011,
Tassanakajon et al., 2013). Actualmente, el virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV), es una de las
enfermedades mas devastadoras para los camarones
peneidos en cultivo, ocasionando grandes pérdidas
econdmicas (Leu et al., 2009; Lightner, 2011).

Como los problemas virales son una amenaza seria
para la camaronicultura, es importante el estudio del
sistema inmune del camarén, relacionado con la
resistencia a los patogenos (Seibert & Pinto, 2012). En
la respuesta inmune de los crustaceos se distinguen dos
lineas de defensa. La primera es la cuticula, que
constituye una barrera fisica que impide la entrada del
patégeno al organismo y la segunda consiste en
efectores celulares y humorales que actdan en conjunto
para eliminar agentes extrafios. La defensa celular
incluye todas las reacciones realizadas directamente
por los hemocitos como citotoxicidad, coagulacion,
encapsulacién, fagocitosis, melanizacion y nodulacion
(Jiravanichpaisal et al., 2006; Sun et al., 2010). Los
mecanismos de defensa humorales, incluyen enzimas
hidroliticas, aglutininas, proteinas de la coagulacion,
péptidos antimicrobianos y radicales libres del oxigeno
y nitrégeno (Muta & Iwanaga, 1996; Destoumieux et
al., 2000; Fagutao et al., 2012).

Contra las infecciones virales no existe la
alternativa de los antibioticos, por lo tanto es necesario
desarrollar estrategias como la adicion de sustancias
naturales con actividad antiviral en las dietas de los
camarones, pues no s6lo proporcionan nutrientes
esenciales para el crecimiento y desarrollo del
organismo cultivado, sino que también pueden influir
en la salud de los organismos y su resistencia al estrés
(Gatlin, 2002).

Un grupo de moléculas que ha demostrado
numerosos efectos benéficos en los animales terrestres,
asi como en algunos animales acuaticos, se conocen
como prebidticos, polisacaridos no digeribles adicio-
nados al alimento que influyen benéficamente en el
organismo mediante la estimulacién del crecimiento
y/o actividad metabdlica de una/o varias cepas de
bacterias benéficas (probioticos) en el intestino (Gibson
& Roberfroid, 1995; Li et al., 2007). Ademas, algunos
prebioticos como los fructo-oligosacaridos (Li et al.,
2007) y la inulina (Luna-Gonzélez et al., 2012; Partida-

Arangure et al., 2013) aumentan la capacidad inmune
de L. vannamei.

El &cido falvico es otro compuesto que puede ser
incorporado a las dietas, que se forma a partir de materia
organica en descomposicién y tiene la propiedad de
formar compuestos de bajo peso molecular con iones
de carga positiva, un proceso conocido como quelacion.
El acido falvico adicionado al agua de cultivo mejora
el crecimiento y la respuesta inmune en peces, también
promueve una curacion mas rapida de los peces
infectados con ectoparasitos y la eliminacion de
metales y sustancias quimicas en el agua (Meinelt et al.,
2004).

En el presente estudio se evalud el efecto de la
inulina y el &cido falvico, adicionados en el alimento,
en la supervivencia, crecimiento, sistema inmune y
prevalencia de WSSV en L. vannamei, cultivado en el
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y mantenimiento de camarones

Se colectaron 170 camarones (12,74 + 0,84 g) de una
granja del municipio de Guasave (Sinaloa, México) y
se aclimataron por 4 dias colocandolos en tanque de
cultivo (120 L de capacidad) con 80 L de agua de mar
filtrada (20 um) y salinidad de 30. Los camarones se
mantuvieron a temperatura ambiente y con aireacion
constante. En cada tanque se colocaron 10 organis-mos
y se alimentaron ad-libitum dos veces al dia (9:00 y
17:00 h) con alimento comercial. Se realiz6 un analisis
preliminar de PCR a 12 camarones para evaluar el
estatus del WSSV en los organismos experimentales.

Incorporacion de la inulina y &cido fllvico en el
alimento

El alimento comercial (Camaronina®, Purina, 35% de
proteina) se pulverizé en un molino de café y se le
agrego la inulina de agave tequilero (IIDEAL, S.A. de
C.V., Guadalajara, Jalisco, México) y acido fllvico
(Fertichem, Cuernavaca, Morelos, México). Se elabor6
una pasta con la mezcla, afiadiendo 410 mL de agua
destilada y 40 g de grenetina a cada kg de alimento. Los
pellets se hicieron en un molino de carne y se secaron a
temperatura ambiente con un ventilador durante 24 h.
Se preparé alimento para 30 dias y se almaceno a -
20°C. Para el tratamiento control se sustituyo la mezcla
de aditivos (inulina y acido falvico) por a-celulosa
(Sigma, St. Louis, MO, USA). La longitud y diametro
final del pellet fue de 5 y 3 mm, respectivamente.
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Extraccion de ADN para WSSV

La extraccion del ADN se realizd con DNAzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), utilizando 100 mg de
tejido (pledpodos) y siguiendo las indicaciones del
fabricante con algunas modificaciones. El tejido en
DNAzol (500 pL) se macer6 con un pistilo, se incubd
por 30 min y se centrifugd a 10,000 g, durante 10 min.
Se recuperaron 300 pL del sobrenadante, se adicio-
naron 250 pL de etanol absoluto frio (-20°C), se mezclé
por inversion y se dejo reposar por 3 min. La muestra
se centrifugd a 7,500 g, durante 5 min y se descartd el
sobrenadante. La pastilla se lavo con 300 pL de etanol
al 75% frio y se centrifugd a 13,000 g durante 5 min.
Posteriormente, se descarté el etanol y se secé a
temperatura ambiente (5 a 15 min) y luego, se agreg6
30 pL de buffer TE pH 8,0 (tris 10 mM, EDTA 1 mM).
La cantidad y calidad del ADN se determin6 en un
nanofotometro Pearl (IMPLEN, Inc., Westlake Village,
CA, USA) a 260/280 y 260/230 nm. Antes de los
analisis de PCR, las muestras se diluyeron con buffer
TE para obtener una concentracion de 100 ng uL™.

Analisis de WSSV

Antes de los bioensayos, los camarones fueron
analizados, mediante una PCR sencilla y anidada, para
determinar si eran portadores del WSSV. Para la PCR
sencilla se utilizaron los oligos WSSV1 out (sentido:
5’-ATC ATG GCT GCT TCA CAG AC-3") y WSSV2
out (contrasentido: 5’-GGC TGG AGA GGA CAA
GAC AT-3’). Para la PCR anidada se utilizaron los
oligos WSSV in (sentido: 5’-TCT TCA TCA GAT
GCT ACT GC -3°) y WSSV2 in (contrasentido: 5’-
TAA CGC TAT CCA GTA TCA CG-3’) (Kimura et
al., 1996), que amplifican fragmentos de 982 y 570 pb,
respectivamente. La mezcla de reaccion se realiz6 en
tubos Eppendorf de 0,2 mL e incluy6 18,75 L de H20,
2,5 uL de bufer de reaccién 10X (Bioline, Tauton, MA,
USA®), 1,0 uL de MgCl, (50 mM; Bioline), 0,5 L de
dNTPs (2,5 mM de cada uno; Bioline), 0,5 uL de cada
oligo (10 uM; Sigma-Genosys®), 0,25 pL de Taq
polimerasa (5 U puL?, Bioline) y 1 uL de ADN (100 ng)
para un volumen total de 25 ulL. La amplificacion se
realizé en un termociclador BIOER LifePro®, usando el
siguiente programa: desnaturalizacién inicial a 95°C
por 4 min, seguida de 35 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a
55°C, 2 min a 72°C, y una extension final a 72°C por 4
min. Los fragmentos amplificados se visualizaron bajo
luz UV (DigiDoc-It®, UVP, Upland, CA, USA) en un
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio (0,5
ug mL™Y). En la PCR anidada se redujo a 45 s el tiempo
de elongacién (72°C).

Control interno de la PCR (gen GAPDH)

Para confirmar la existencia y calidad del ADN se
realizé la amplificacién del gen GAPDH que codifica

la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en
L. vannamei. Este gen funciona como un control
interno del ADN gendmico del camarén (Tang et al.,
2000). Se utilizaron los oligos reportados por Tang et
al. (2000) (GAPDH298F 5°-TCA CCG TCT TCA
ACG AGA TG-3’ y GAPDH298R 5’-ACC CTC CAG
CAT CTC GAA CT-3’), que amplifican un fragmento
de 298 pb. La mezcla de reaccion y programa de
amplificacion fueron los mismos de la PCR para
WSSV.

Preparacion del inéculo viral

Se prepar6 el in6culo a partir de tejido branquial y
muscular de camarones infectados con una carga viral
baja de WSSV (detectados en el laboratorio por PCR
anidada). Se maceraron los tejidos por 5 min con un
homogenizador Pellet Pestle motor (Kontes, NY, USA)
y se mezclaron con solucién salina (NaCl 2%) en una
proporcion 1:10 (p/v). La mezcla resultante se dividio
en alicuotas de 20 mL colocadas en tubos Falcén y se
centrifugaron a 3,900 g durante 10 min a 4°C.
Posteriormente, se repartio el sobrenadante en tubos
Eppendorf (1,5 mL en cada tubo) y se centrifugd a
14,000 g a 4°C por 20 min. El sobrenadante fue filtrado
(0,45 pum) y almacenado en alicuotas a -70°C.

Elaboracion de pasta infectada con WSSV

Se infectaron camarones juveniles (5-12 g) inyectando
30 pL de inéculo viral por via intramuscular en el
segundo segmento abdominal utilizando una jeringa
para insulina. Se registré la evolucion de la enfermedad
dos veces al dia. Los camarones moribundos (24-48 h)
se sacrificaron, se tomd una muestra de tejido para
verificar la presencia de WSSV por PCR vy se almace-
naron a -80°C. Posteriormente, se tom6 el musculo
abdominal y se cort6 en trozos muy finos con un bisturi
hasta formar una pasta. Se extrajeron las branquias de
los organismos con unas pinzas de diseccion y se
mezclaron de manera homogénea con el masculo. Se
determing la carga viral alta en la pasta mediante PCR
sencillo (Lo et al., 1996a, 1996b) y se congel6 a -70°C
hasta su uso.

Se realiz6 el mismo procedimiento en otro grupo de
camarones, pero se sacrificaron a las 10 h antes de
presentar los signos de la enfermedad (letargia, intestino
vacio, nado erréatico). Se determiné la carga viral baja
en la pasta mediante PCR anidada (Lo et al., 1996a,
1996b) y se congel6 a -70°C hasta su uso.

Bioensayo

Se realiz6 un bioensayo de 30 dias en tanques de
plastico (120 L) sin arena con 80 L de agua de mar
filtrada (20 um), salinidad de 30 y aireacion constante
(sistema abierto). En cada tanque se colocaron 10
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individuos aparentemente sanos con peso promedio de
12,74 + 0,84 g. En el dia 10, los camarones se
alimentaron con pasta de tejido infectado de camarén
con carga viral baja (2 g tanque™). En el dia 16 se
alimentaron con una pasta de tejido infectado con carga
viral alta (2 g tanque™). En el dia 17 se adicionaron 800
puL de indculo viral en el agua de cada tanque. Los
cuatro tratamientos se realizaron por triplicado: 1)
Camaronina + celulosa (control); 1) Camaronina +
inulina (0,625 g kg alimento™) + 4cido fllvico (0,125 g
kg alimento™); I11) Camaronina + inulina (1,25 g kg
alimento™) + &cido falvico (0,25 g kg alimento™); 1V)
Camaronina + inulina (2,50 g kg alimento™) + &cido
flvico (0,5 g kg de alimento™). La alimentacion con la
dieta comercial se realiz6 durante los 30 dias del
bioensayo de acuerdo al porcentaje de biomasa (tabla
de Purina), dos veces al dia (9:00y 17:00 h). Se registrd
diariamente la temperatura y cada 3 dias el oxigeno,
salinidad y pH. Se evaluaron las concentraciones de
nitritos, nitratos y amonio al principio y al final del
bioensayo (Strickland & Parsons, 1972). Los paré-
metros fisicos y quimicos, y de calidad de agua se
mantuvieron dentro de los intervalos Optimos segln
Brock & Main (1994) durante los 30 dias que durd el
bioensayo.

Se eliminaron los sélidos sedimentados cada 3 dias
por sifoneo, recuperando el agua perdida. Se realiz6 un
recambio del 50% de agua cada 5 dias. El agua del
recambio fue clorada y desechada. El incremento en
peso se determind semanalmente para ajustar la racién
del alimento. La supervivencia (%) se determind diaria-
mente. Al final se registraron los pesos, parametros del
sistema inmune y prevalencia de WSSV (porcentaje de
organismos infectados por tratamiento).

Tasa de crecimiento especifico (TCE)

Al final del bioensayo se determiné la tasa de
crecimiento especifico (TCE) utilizando la siguiente
férmula (Ziaei-Nejad et al., 2006):

TCE (% dia’%) = 100 (In W, — In W)/t

donde: W es el peso final, W1 el peso inicial y t es el
ndmero de dias de cultivo.

Parametros del sistema inmune
Obtencién de la hemolinfa

Este proceso se realizd manteniendo todos los
componentes en hielo. Se extrajo la hemolinfa de
camarones experimentales (8 por estanque, 24 por
tratamiento) con jeringas para tuberculina (27G x 13
mm) del sinus ventral del camardn (primer segmento
abdominal). Antes de la extraccion, la jeringa se cargo
con una solucién isoténica para camaron y un
anticoagulante con citrato trisédico pH 7,5 (citrato

trisddico 27 Mm, NaCl 385 mM, glucosa 115 mM) en
una proporcién 2:1 (2 volimenes de anticoagulante por
cada volumen extraido de hemolinfa, 600 puL:300 pL)
(Huang et al., 2010). La muestra de hemolinfa se
coloco en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Se utilizaron
tres, dos y tres camarones por estanques para el anion
superoxido, expresion de genes y actividad de la feno-
loxidasa, respectivamente. Para el conteo de hemocitos
se utilizaron 50 pL de la hemolinfa destinada para
medir la actividad de la fenoloxidasa antes de
centrifugarla.

Separacion de plasma y obtencion del sobrenadante
del lisado de hemocitos (SLH)

Se separaron los hemocitos del plasma centrifugando a
800 g por 10 min a 4°C (Hernandez-Lopez et al., 1996).
El plasma se coloco en otro tubo y se almacend a -80°C
hasta su andlisis. Al paquete celular se adicioné 1 mL
de anticoagulante frio y se centrifugd nuevamente a 800
g por 10 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se
adiciond 300 pL de bufer de fosfato de potasio 0,1 M
pH 7,6 (86,6 mL de K:HPO, 1M, 13,4 mL de KH,PO,).
Para lisar los hemocitos se centrifug6 a 14,000 g por 10
min a 4°C, se recuper6 el SLH y se guardd a -80°C
hasta su analisis. Las muestras de plasma y SLH se
utilizaron para el andlisis de la actividad de la
fenoloxidasa.

Conteo total de hemocitos (CTH)

Para el CTH se tomaron 50 pL de hemolinfa y se
mezclaron con 150 pL (1:3) de formol al 6%. El conteo
se realizé individualmente en una cdAmara Neubauer.

Actividad de la fenoloxidasa

La actividad de la fenoloxidasa (FO) se determind
seguin Hernandez-Lopez et al. (1996). La actividad de
la FO presente en el plasma se midié espectrofoto-
métricamente por la formacion de dopacromo a partir
de L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa, Sigma®, St. Louis,
MO, USA). A 50 uL de muestra, se adicionaron 50 pL
de bufer de fosfato de potasio 0,1 M (pH 7,6) y 50 uL
de L-Dopa [3 mg mL™ en buffer de fosfato de potasio
(0,1 M pH 6,6 38,1 mL de K:HPO4 1M, 61,9 mL de
KH2PO4 1M,)]. Se incubé durante 10 min a 37°C y se
determind la absorbancia a 492 nm. Para activar la
profenoloxidasa (proFO) en el SLH se tomé 50 pL de
muestra, se adiciond 50 pL de tripsina (1 mg mL™Y) en
buffer de fosfato de potasio (0,1 M, pH 7,6) y se incub6
por 30 min a 37°C. La actividad de la FO en el SLH se
determind como se describid anteriormente para el
plasma. Se utilizé como blanco 100 pL de buffer de
fosfato de potasio y 50 puL de L-Dopa. Las muestras
individuales de nueve camarones se procesaron por
triplicado.
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Anidn superdxido intracelular

El anion superdxido se cuantifico mediante la meto-
dologia de Song & Hsieh (1994). La hemolinfa se
centrifugd a 800 g, por 5 min a 4°C. Posteriormente, se
descarto el sobrenadante y los hemocitos se lavaron dos
veces con 900 pL de anticoagulante. Se centrifugo
nuevamente a 800 g, por 5 min a 4°C y se desechd el
sobrenadante. Los hemocitos se tifieron con 100 uL de
una solucién de nitroblue tetrazolium al 0,3% (NBT,
Sigma®) durante 30 min a 37°C. La reaccion de tincion
se finalizé eliminando la solucién NBT y adicionando
100 pL de metanol absoluto. Después de tres lavados
con metanol al 70%, los hemocitos fueron secados a
temperatura ambiente por 30 min. Se adiciondé 120 pL
de KOH (2 M) y 140 pL de dimetil sulféxido (DMSO,
sigma®) para disolver el formazan citoplasmatico. Se
colocaron 200 pL de cada muestra por triplicado en una
microplaca y se utilizd como blanco 200 pL de la
mezcla (300 pL de KOH y 350 pL de DMSO). La
densidad optica del formazéan disuelto se cuantificd a
630 nm.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Para evaluar la expresion de los genes en hemocitos, se
separaron del plasma por centrifugacion (800 g por 10
min a 4°C) y se adicion6 300 uL de Trizol para extraer
el ARN total de acuerdo al protocolo del fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La concentracion y
pureza del ARN total se determiné midiendo la
absorbancia a 260/280 nm en un nanofotémetro Pearl
(Implen®, Westlake Village, CA, USA) y se almaceno
a -70°C hasta su uso en la transcripcion reversa.

Para sintetizar el ADN complementario (ADNCc), el
ARN se traté con ADNsa 1 (1 U pL?, Sigma) y se
utilizo la transcriptasa reversa Improm Il siguiendo la
metodologia del fabricante (Promega®, Madison, WI,
USA), a partir de 500 ng de ARN total con oligo dT2o.
El ADNCc se resuspendid en 80 pL de agua ultrapura 'y
se almacend a -70°C hasta el analisis de PCR en tiempo
real.

Expresion de genes mediante PCR en tiempo real

Se evaluo la expresion relativa de genes del sistema
inmune del camardn en hemocitos. Los resultados
fueron normalizados contra la expresidn del gen que
codifica para la subunidad ribosomal 18s como gen de
referencia. Los oligos (Sigma Genosys®) especificos se
muestran en la Tabla 1. Las amplificaciones se
realizaron en un equipo CFX96 Touch Real-Time
System (BIO-RAD®) utilizando el software CFX
Manager version 3.0 (BIO-RAD) para la obtencién de
los datos.

Las amplificaciones se efectuaron por duplicado en
placas de 96 pozos con un volumen de reaccion final de
15 uL, conteniendo 7,5 uL de PCR Master Mix 2x [3

pL de buffer de reaccion 5x; 1,5 pL de MgCl, 25 mM;
0,3 pL de dNTPs 10 mM; 0,75 pL de EvaGreen 20x
(Biotium In., Hayward, CA, USA); 0,15 pL de Go Tag;
1,8 puL de agua ultrapura], 0,7-1,0 puL de primers
[sentido y contrasentido, 10 pM c/u (Sigma
Genosys®I]'1,5-1,8 L de agua ultrapura y 5 pL de
templado (ADNCc). Las condiciones de amplificacién
fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min,
seguida de 40 ciclos a 95°C por 10 s, 60°C por 15 s,
72°C por 30 s y un paso adicional de 79°C por 5 s para
adquirir la fluorescencia. Después de cada reaccion, se
realizé un andlisis de disociacidn (Curva de Melting) de
65 a 95°C, con un aumento de 0,5°C cada 5 s para
confirmar la ausencia de dimeros de oligos o frag-
mentos inespecificos.

La eficiencia de las amplificaciones se determind
mediante una curva de calibracion, calculando una
pendiente con cinco diluciones seriales (factor 5) de
una mezcla representativa, formada con 5 L de cada
ADNCc del experimento. La cantidad de oligos para cada
gen fue optimizada realizando curvas con diferentes
cantidades de oligos y tomando como referencia la
mejor eficiencia de reaccion.

Adicionalmente, para corregir pequefias variaciones
de Cq entre una y otra placa, se prepard un pool de
reacciones con una misma muestra como templado
(ajustadores), se formaron alicuotas de 50 pL y se
congelaron a -20°C. Se descongel6 una alicuota para
cada placa y se corrieron tres muestras de 15 pL.
Finalmente, se sum6 a cada valor en la placa, la
diferencia entre el promedio general de los ajustadores
menos el promedio de ajustadores en cada placa.

Los valores de Cq se transformaron a cantidades
relativas usando la férmula de Pfaffl. La expresién
relativa se calcul6 normalizando contra la cantidad
relativa en el tratamiento control (como un calibrador
con nivel de expresion de 1) (Pfaffl, 2001).

Andlisis estadistico

Los resultados en porcentaje se transformaron a arco-
seno V%/100 para normalizar su distribucién y se
sometieron a un analisis de varianza (Ostle, 1965). Los
datos de crecimiento, supervivencia (%) y sistema
inmune se analizaron con un ANDEVA de una via para
determinar diferencias significativas entre tratamientos
(P < 0,05) y una prueba de Tukey (HSD) para
identificar la naturaleza de estas diferencias (P < 0,05).

RESULTADOS

Supervivencia y prevalencia de WSSV de los
camarones experimentales

La supervivencia obtenida fue de 66 a 93% mientras
que la prevalencia de WSSV vario entre 53,3 y 66,7%
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Tabla 1. Oligos utilizados en el estudio de expresion de genes con PCR cuantitativa (Wang et al., 2010).

Gen

Secuencia de los oligos

18s ARN (control interno)

F 5’-AGCAGGCTGGTTTTTGCTTA-3’

R 5’-ATGCTTTCGCAGTAGGTCGT-3’

Profenoloxidasa (proFO)

F 5-GAGATCGCAAGGGAGAACTG-3'

R 5'-CGTCAGTGAAGTCGAGACCA-3'

Transglutaminasa (TGasa)

F 5'-CCTCAGGATCTCCTTCACCA-3'

R 5-TTGGGAAAACCTTCATTTCG-3'

Superdxido Dismutasa (SOD)

F 5-ATCCACCACACAAAGCATCA-3

R 5-AGCTCTCGTCAATGGCTTGT-3

Toll receptor (LvToll)

F 5-ATGTGCGTGCGGATACATTA-3'

R 5’-GGGTGTTGGATGTCGAGAGTS'

Tabla 2. Supervivencia, tasa de crecimiento especifico, prevalencia de WSSV, conteo total de hemocitos, anién superoxido
y actividad de la fenoloxidasa en el camaron blanco L. vannamei. Tratamientos: 1) Control; 1) inulina (0,625 g kg™ alimento?) +
acido fllvico (0,125 g kg alimento™); 111) inulina (1,25 g kg alimento?) + acido fllvico (0,25 g kg alimento™); V) inulina
(2,50 g kg alimento) + acido fllvico 0,5 g kg alimento™). Los valores se indican como promedio + EE. TCE: tasa de
crecimiento especifico. SLH: sobrenadante del lisado de hemacitos. FO: fenoloxidasa.

Pardmetro estudiado

Tratamientos

[ 1l 1l v
Supervivencia (%) 83,30+ 16,66 66,67 + 17,63 86,67 +8,81 93,33+8,16
Prevalencia de WSSV (%) 66,66 + 1,44 55,00 + 2,60 55,00+1,75 53,33+0,71
TCE (% diario) 0,33+0,04 0,35+ 0,08 0,31+0,05 0,25+ 0,02
Hemocitos mL* (x 10°) 27,73+2,16 28,90 + 2,20 25,17+1,28 27,69+ 3,50
Aniodn superdxido (Abs 630 nm) 1,17 £0,09 1,22 £ 0,05 1,26 £ 0,07 1,32+ 0,07
FO total (Abs 492 nm) 2,04 +0,08 2,23+0,14 2,33 +0,07 2,13 + 0,06

(Tabla 2). No se observaron diferencias significativas
de la supervivencia en los tratamientos (P > 0,05).

Tasa de crecimiento especifico

La TCE (% diario) en los tratamientos estuvo entre 0,25
y 0,35. No hubo diferencias significativas (P > 0,05)
entre tratamientos (Tabla 2).

Conteo total de hemocitos (CTH)

Los resultados mostraron que el nimero de hemocitos
por mililitro de hemolinfa fue similar entre los
tratamientos (P > 0,05) (Tabla 2).

Actividad total de la fenoloxidasa (plasma + SLH)

No se observaron diferencias significativas en la
actividad de la fenoloxidasa en los tratamientos (P >
0,05) (Tabla 2).

Anidn superdxido en SLH

Los resultados no mostraron diferencias significativas
en la concentracién del anién superdxido entre los
tratamientos (P > 0,05) (Tabla 2).

Analisis de la expresion de genes del sistema inmune

Los resultados de expresidn muestran que la inulina y
el acico fulvico modularon significativamente la
expresion de los genes profenoloxidasa, SOD vy trans-
glutaminasa entre los tratamientos (Tabla 3). La
expresion de los genes mostré una tendencia a
disminuir en el tratamiento IV (mayor cantidad de
aditivos) respecto a los tratamientos 1 y I1.

DISCUSION

No existen reportes sobre el efecto de la mezcla de
inulina y &cido falvico, adicionados a la dieta, en el
crecimiento (TCE), supervivencia, sistema inmune y
prevalencia de WSSV en L. vannamei.

En este estudio se observé que la TCE no aumento
significativamente en los camarones alimentados con
inulina y acido falvico, coincidiendo con los resultados
reportados por Li et al. (2007) y Luna-Gonzalez et al.
(2012), quienes probaron fructo-oligosacaridos e
inulina en L. vannamei, respectivamente. Sin embargo,
los resultados contrastan con los de Zhou et al. (2007)
quienes observaron un aumento significativo en el cre-



Efecto del acido fulvico y la inulina en Litopenaeus vannamei 918

Tabla 3. Expresion relativa de genes relacionados con el sistema inmune de L. vannamei alimentado con inulina y 4cido
falvico. Tratamientos: 1) Control; 1) inulina (0,625 g kg alimento™) + &cido fulvico (0,125 g kg alimento™); 111) inulina
(1,25 g kg alimento™) + &cido fulvico (0,25 g kg alimento™); 1V) inulina (2,50 g kg alimento?) + &cido fulvico 0,5 g kg
alimento™). La expresion del gen 18S fue usada como control interno (gen de referencia). Letras distintas indican diferencias
significativas (P < 0,05). Barras de error = promedio + EE.

Expresion relativaa 18 S

Genes

| I 1l v
Transglutaminasa 1» 150+0,14® 1,17+0,11*®  0,45+0,08°
Receptor Toll 1 0,69 = 0,06 0,63 £0,15 0,96 £ 0,10
Superoxido dismutasa 1®  1,32+0,14* 0,76+0,03® 0,71+0,10°
Profenoloxidasa 1% 162+0,24* 1,33+0,20° 0,64 +0,22°

cimiento de L. vannamei alimentado con fructo-
oligosacaridos (0,4 g kg alimento™) y también con los
obtenidos por Meinelt et al. (2004) quienes alimentaron
al pez cola de espada Xiphophorus helleri con
substancias himicas (acidos humicos y fllvicos) y
lograron aumentar su crecimiento significativamente.
Las diferencias en los resultados se explicarian por el
tipo y cantidad de prebidtico utilizado, cantidad de
acido fulvico probado y mezcla del mismo con la
inulina. Respecto a la supervivencia, ésta fue mejor en
el tratamiento con la concentracién mas alta de aditivos
aunque la diferencia no fue significativa respecto al
control y los otros tratamientos. Los resultados son
similares a los obtenidos por Li et al. (2007) quienes
obtuvieron supervivencias altas pero similares entre
tratamientos en L. vannamei alimentado con fructo-
oligosacaridos adicionados en la dieta (0,025; 0,0500;
0,075; 0,100; 0,200; 0,400 y 0,800%). Sin embargo, es
importante mencionar que, a diferencia de este trabajo,
los investigadores mencionados no infectaron a los
camarones con WSSV.

La duracion del bioensayo fue de 30 dias y la
diferencia en la prevalencia de WSSV entre el
tratamiento 1V y el control fue de 13,3% en camarones
infectados con una carga viral relativamente alta (PCR
sencilla: >1000 copias de ADN viral, Lo et al., 19964,
1996b), lo que contrasta con el 41% reportado por
Luna-Gonzalez et al. (2012) en la misma especie,
utilizando como aditivo inulina, en un bioensayo de 60
dias con camarones que venian infectados con baja
carga viral (PCR anidada: 10-50 copias de ADN viral,
Lo et al., 1996a, 1996b) desde la granja y no se re-
infectaron en el laboratorio. Por otro lado, el &cido
falvico tiene propiedades antivirales (Van Rensburg et
al., 2002), debido a que bloquea la entrada de los virus
a la célula al interactuar con lipidos o carbohidratos o
ambos de glucoproteinas de superficie de virus
envueltos (Kotwal, 2008). Por lo anterior, es probable
que el efecto en la disminucién en la prevalencia de
WSSV haya sido inferior a lo reportado por Luna-

Gonzalez et al. (2012) debido a la menor duracion del
bioensayo, a la mayor cantidad de particulas virales en
los camarones debido a la reinfeccidn y/o a la mutua
neutralizacién entre la inulina (carbohidrato) y el acido
falvico.

El estudio del sistema inmune del camardn es un
elemento clave para establecer estrategias para el
control de enfermedades (Pefia et al, 2013;
Tassanakajon et al., 2013). Al respecto, los hemocitos
son responsables de la coagulacion, endurecimiento del
exoesqueleto y eliminacion de materiales extrafios
(Song & Hsieh, 1994). Un incremento en el nimero de
hemocitos aumenta la respuesta inmune de los
crustaceos durante los periodos de estrés y los hace mas
resistentes a las enfermedades (Le Moullac et al.,
1998). En el bioensayo, el nimero total de hemocitos
fue similar en todos los tratamientos, lo que coincide
con lo reportado por Luna-Gonzalez et al. (2012),
quienes no encontraron diferencias significativas entre
tratamientos cuando alimentaron camarones blancos
s6lo con inulina (2,5 g kg alimento™). Aunque no hubo
un aumento de los hemocitos respecto al control, no se
observd un efecto negativo de los aditivos ya que
Campa-Cordova et al. (2002) mencionan que la
disminucién en el nimero de hemocitos, estd asociada
a la susceptibilidad momentanea de los camarones a los
patdgenos.

El anion superdxido se produce durante el proceso
de fagocitosis en los hemocitos, es una molécula
oxidante y tiene efecto bactericida (Wang et al., 2010).
En el bioensayo no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos en la concentracion
del anién superdxido. Contrariamente a lo encontrado,
Ibrahem et al. (2010) mencionan que la inulina (5 g kg
alimento™) incrementé significativamente el estallido
respiratorio (fagocitosis) en la tilapia Oreochromis
niloticus, en comparacion con el grupo control. En L.
vannamei, Li et al. (2007) mencionan que la adicién de
FOS de cadena corta (0,1 y 0,8%) en el alimento,
incrementa significativamente el estallido respiratorio
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de los hemocitos, lo cual se asocia a un aumento en la
generacion de anidn superoxido durante el proceso de
fagocitosis. A nivel molecular, se observd una
disminucion en la expresion del gen de la SOD (que
tiene como sustrato al anion superdxido) en los
tratamientos 11l y IV (con mayor concentracion de
aditivos), respecto al tratamiento Il (con menor
concentracion de aditivos). Es probable que la
invariabilidad del anion superéxido y la disminucion en
la expresion del gen SOD se deba al acido falvico, ya
que algunos resultados obtenidos en ratones indican
que este acido secuestra radicales libres, inhibe la
fagocitosis especifica y funciones celulares linfociticas
(Van Rensburg et al., 2001).

El sistema profenoloxidasa (proFO) es uno de los
mecanismos defensivos mas importantes en crustaceos
(Okumura, 2007). En L. vannamei, el sistema proFO
esta involucrado en la defensa inmune contra Vibrio
alginolyticus (Yeh et al., 2009), pero se inhibe por la
infeccion con WSSV (Ai et al., 2008, 2009). La
actividad de la fenoloxidasa fue similar en todos los
tratamientos. Lo anterior no coincide con lo reportado
por Luna-Gonzélez et al. (2012) quienes encontraron
un aumento significativo en la actividad de FO en los
camarones infectados con baja carga de WSSV vy
tratados con inulina (2,5 g kg alimento™) respecto al
control sin el prebidtico. En este estudio, se observo una
disminucion significativa en la expresién del gen en el
tratamiento con la mayor concentracién de aditivos
(tratamiento 1V), respecto al de menor concentracion
(tratamiento I1). Es probable que, junto con el efecto
inhibidor de WSSV, la disminucion en la expresion del
gen se deba al acido fulvico, ya que como se mencion6
anteriormente, éste interactla con lipidos y carbohi-
dratos, como la inulina. Los resultados del andlisis
bioquimico y molecular son diferentes pero hay que
considerar que el sistema proFO se almacena en
granulos dentro de los hemocitos.

La proteina de la coagulacion (PC) se encuentra en
el plasma en crustaceos decapodos y su polimerizacion
se realiza mediante la accién de la enzima transgluta-
minasa en presencia de calcio. La transglutaminasa se
encuentra en el interior de las células hialinas del
camardn y se libera al plasma por dafio tisular o como
una repuesta de los hemocitos ante la presencia de
lipopolisacaridos y B-1,3-glucanos (Yeh et al., 1998;
Montafio-Pérez et al., 1999; Fagutao et al., 2012).
Segun Fagutao et al. (2012) el silenciamiento génico de
la transglutaminasa hace al camar6n mas susceptible a
infecciones bacterianas y virales; por tanto, esta enzima
es un componente esencial de su sistema inmune y esta
implicada en la regulacién de otros genes (crustina y
lisozima). En este trabajo, el gen de la transglutaminasa
present6 una expresion signifi-cativamente mayor en el

tratamiento Il (menor concentracién de aditivos)
respecto al control sin aditivos y al tratamiento 1V
(mayor concentracion de aditivos). Los resultados
indican una mayor capacidad de coagulacion en el
tratamiento Il respecto al 1 y IV y una mejor respuesta
ante WSSV. Sin embargo, el porcentaje de
supervivencia en el tratamiento Il fue menor respecto al
tratamiento 1V.

En relacion con la expresion del gen LvToll, no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos.
El sistema inmune innato identifica los agentes
infecciosos mediante receptores celulares, los cuales
son proteinas que se unen a macromoléculas de
patdgenos microbianos. La familia de receptores,
Ilamada Toll, fue originalmente identificada y descrita
en la mosca de la fruta (Drosophila sp.) como receptora
necesaria para el desarrollo dorso-ventral durante la
embriogénesis, y en adultos como activadores de la
respuesta inmune antifungal (Hashimoto et al., 1988).
Los resultados muestran que los aditivos probados no
parecen interactuar con los receptores Toll de los
hemocitos.

En conclusién, la mezcla de inulina y acido falvico
en el alimento disminuyen la prevalencia de WSSV en
camarones infectados con una carga viral relativamente
alta. No se observo un efecto de los aditivos en el
sistema inmune a nivel bioquimico pero si modularon
la expresion de algunos genes relacionados con el
sistema inmune en L. vannamei.
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