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RESUMEN

Se evaluo el efecto de la microalga Nannochloropsis oculata (NO) adicionada a
diferentes concentraciones (0, 2.5, 5.0 y 7.5 g/kg) en un alimento comercial y del
bacilo Bacillus licheniformis BCR 4-3 (BL), adicionado en el agua de cultivo o en el
alimento, a diferentes concentraciones (1, 2 y 3 x 108 UFC L), en el crecimiento,
supervivencia y respuesta inmune de juveniles del camarén blanco Litopenaeus
vannamei (LV) retados con Vibrio parahaemolyticus (VP), utilizando Ila
concentracion letal media. Después de 30 dias de bioensayo, los camarones
alimentados con 5.0 y 7.5 g/kg NO, mostraron una tasa especifica de crecimiento
(6.35y 6.34%, respectivamente) significativamente mayor (P < 0.05) con relacion al
control (5.64%). En cuanto al indice de productividad, sélo la concentracion de 5.0
g/kg NO con 105.7 fue diferente (P < 0.05) del control (69.3). Aunque no existieron
diferencias significativas entre tratamientos en la supervivencia de los camarones
cuando fueron retados con VP, el tratamiento con 2.5 g/kg NO, presenté el valor
mas alto de supervivencia con un 25.8% vy el control 12.1%. Para el caso de BL, Los
resultados indican que la adicién del bacilo a 3 x 108 CFU/L incrementd
significativamente (P < 0.05) la supervivencia de los camarones a hasta 53.4%. La
expresion relativa de los genes de lisozima, penaeidina4, crustina y superdxido
dismutasa, fueron sobre regulados en los tratamientos con bacilos en el alimento.
El crecimiento se incrementd significativamente solo en el peso final en el
tratamiento con bacilos en el agua a 3 x 106 UFC/L. Los resultados obtenidos en el
presente estudio nos indican que N. oculata mejora el crecimiento de L. vannamei
y la administracién de B. licheniformis BCR 4-3 en el agua y en el alimento protege
al camaron blanco contra V. parahaemolyticus, agente causal de AHPND. Por lo
tanto, se concluye que N. oculata como B. licheniformis BCR 4-3 representan una
buena alternativa para mejorar el crecimiento y la supervivencia, respectivamente,
aumentando la productividad de los cultivos de camaroén, por lo que se recomienda
realizar nuevos estudios evaluando diferentes concentraciones y frecuencias de

alimentacion.



ABSTRACT

The effect of microalga Nannochloropsis oculata (NO) added to different
concentrations (0, 2.5, 5.0 and 7.5 g kg') in a commercial feed and the bacilli
Bacillus licheniformis BCR 4-3 (BL) added in the culture water or in the food, at
different concentrations (1, 2 and 3 x 108 CFU L"), in the growth, survival and
immune response in white shrimp Litopenaeus vannamei (LV) when challenged with
a median lethal concentration of Vibrio parahaemolyticus (VP). After 30 days of
bioassay, the shrimp fed with 5.0 and 7.5 g kg”' NO, showed a specific growth rate
(6.35 and 6.34% respectively) significantly higher (P <0.05) in relation to the control
(5.64%). Regarding the productivity index, only the concentration of 5.0 g kg™' NO
with 105.7 was different (P <0.05) from the control (69.3). Although there were no
significant differences between treatments in the survival of shrimp when challenged
with VP, treatment with 2.5 g kg™' NO present the highest survival value with 25.8%
and control 12.1%. In the case of BL, the results indicate that the addition of the
bacillus to 3 x 108 CFU L' significantly increased (P <0.05) the survival of the shrimp
to 53.4%. Relative expression of the lysozyme genes, penaeidin4, crustin, and super
oxide dismutase, were upregulated in treatments with bacilli in the food. The growth
was significantly increased only in the final weight in the treatment with bacilli in the
water at 3 x 108 CFU L'. The results obtained in the present study indicate that N.
oculata improves the growth of L. vannamei and the administration of B. licheniformis
BCR 4-3 in the culture water and in the commercial feed, protects the white shrimp
against V. parahaemolyticus, the causative agent of AHPND. Therefore, both N.
oculata and B. licheniformis BCR 4-3, represent good alternatives to improve the
growth and survival, respectively, increasing the productivity of shrimp cultures, so
it is recommended to conduct new studies evaluating different concentrations and

feeding frequencies.
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parahaemolyticus (CLso); 11l) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 10°
UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso); IV) AC + B. licheniformis adicionado al
alimento (1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus (CLso); V) AC + B. licheniformis en
el agua (1 x 108 UFC/L) y en el alimento (1 x 106 UFC/g) + V. parahaemolyticus

Figura 9. Expresion relativa de genes de L. vannamei tratado con B. licheniformis
adicionado en el alimento y en el agua cada tres dias, y retado con V.
parahaemolyticus (LCso) por inmersion. 1) control positivo, alimento comercial (AC);
Il) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 108 UFC/L) + V.
parahaemolyticus; Ill) AC + B. licheniformis adicionado al alimento (1 x 108 UFC/g)
+ V. parahaemolyticus; IV) AC + B. licheniformis en el agua (1 x 106 UFC/L) y en el
alimento (1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus.................ccocueeecceeeecieeeeceeeannnn. 36
Figura 10. Tasa de crecimiento especifico de L. vannamei con B. licheniformis
adicionado en el agua del sistema de cultivo. Tratamientos: 1) control negativo,
alimento comercial (AC); ll) B. licheniformis adicionado al agua (1 x 106 UFC/L); Ill)
B. licheniformis adicionado al agua (2 x 10® UFC/L); IV) B. licheniformis adicionado
al agua (3 x 108 UFC/L). Se indica el promedio £ EE.............ccooeeeieieieecieeeene. 37
Figura 11. Supervivencia de L. vannamei tratado con B. licheniformis en el agua y
retado con V. parahaemolyticus por inmersion. Tratamientos: 1) control positivo,
AC + V. parahaemolyticus (CLso); Il) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x
108 UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso); Il) AC + B. licheniformis adicionado al
agua (2 x 10% UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso); IV) AC + B. licheniformis
adicionado al agua (3 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso). Se indica el
promedio £ EE ... e 39
Figura 12. Curva de supervivencia Kaplan-Meier de L. vannamei tratado con B.
licheniformis en el agua y retado con V. parahaemolyticus por inmersion.
Tratamientos: 1) control positivo, AC + V. parahaemolyticus (CLso); Il) AC + B.
licheniformis adicionado al agua (1 x 106 UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso); Ill)
AC + B. licheniformis adicionado al agua (2 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus
(CLso); IV) AC + B. licheniformis adicionado al agua (3 x 106 UFC/L) + V.
parahaemolyticus (CLso). Se indica el promedio £ EE...............viiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 40
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la acuacultura se ha convertido en el sector de
produccion de alimentos de mas rapido crecimiento (Ottinger et al., 2016) con una
tasa media de crecimiento anual de 5.8% (FAO, 2018). Este crecimiento se ha
logrado debido a la tecnificacion e intensificacién de los sistemas de produccion
acuicola, lo que implica que los organismos cultivados presenten condiciones de
hacinamiento. Sin embargo, el incremento en las densidades de carga de los
cultivos aunado a otros factores estresantes como el excesivo manejo, cambios
repentinos de temperatura, la pobre calidad de agua y deficiencias nutricionales,
genera situaciones que comprometen y debilitan el sistema inmune de los
organismos (Harikrishnan et al., 2011; Reverter et al., 2014). Todas estas
condiciones favorecen el brote de enfermedades por patégenos que resultan en
pérdidas parciales o totales de la produccion, ocasionando importantes pérdidas

econdmicas (Pohlenz y Gatlin, 2014).

El camaron blanco Litopeaneus vannamei es una de las especias acuicolas mas
importantes a nivel mundial por su sabor, aceptacion y gran demanda en el mercado
(Teng et al., 2017) asi como su facilidad en el cultivo por ser tolerante a diferentes
temperaturas y salinidades, soportar altas densidades, rapido crecimiento, elevada
productividad, bajo requerimiento proteico y adaptabilidad a diferentes sistemas de
produccion (Rosenberry, 2003; Kumaran et al., 2017; Li et al., 2017;). Sin embargo,
a pesar de incrementar 26 veces mas su produccion en las ultimas dos décadas
(e.i. paso de una produccién de 148,807 t en 1995 a 3,881,293 t en 2015 segun la
FAO (2016) (Fig. 1) y generar ganancias por mas de 23 mil millones de dolares, el
cultivo del camaron blanco ha sido fuertemente impactado por la presencia de
diversos patégenos, principalmente virus y bacterias (Wongsasak et al., 2015),
amenazando la sustentabilidad de la industria. Flegel (2012) estima que el 80% de
las pérdidas por enfermedad ocurridas en camarones se atribuyen a estos dos

grupos (e.i. 60% a virus y 20% a bacterias).
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Figura 1. Producciéon mundial de L. vannamei (1975-2015). FAO, 2016.

Entre los patégenos que causan mayores pérdidas econdémicas al cultivo del
camaroén blanco podemos mencionar el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca o
WSSV (e.i. White Spot Syndrome Virus, por sus siglas en inglés), virus de la
Necrosis Infecciosa Hipodérmica Hematopoyética o IHHNV (e.i. Infectious
Hipodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, por sus siglas en inglés), y Virus de
la Mionecrosis Infecciosa o IMN (e.i. Infectious Myonecrosis, por sus siglas en
inglés), (Karunasagar y Ababouch, 2012; Thitamadee et al., 2016); y bacterias como
Hepatobacterium penaei, que causa la enfermedad denominada Hepatopancreatitis
Necrotizante o NHP (e.i. Necrotizing Hepatopancreatitis, por sus siglas en inglés) y
bacterias del género Vibrio como V. harveyi (Torky et al., 2016) y V.
parahaemolyticus, la principal responsable de la enfermedad denominada Necrosis
Hepatopancreatica Aguda o AHPND (e.i. Acute Hepatopancreatis Necrosis

Disease, por sus siglas en inglés), mejor conocida como Sindrome de Mortalidad



Temprana o EMS (e.i. Early Mortality Syndrome, por sus siglas en inglés)
(Boonchuen et al., 2018).

1.1 Necrosis hepatopancreatica aguda

La enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda se descubrid en el
Sureste de China en 2009 y posteriormente fue reportada en Vietnam (2010),
Malasia (2011), (Tailandia 2012), México (2013), Filipinas (2015) y Sudamérica
2016 (Lighner et al., 2012; Fleger et al., 2012; Tran et al., 2013; Nunan et al., 2014,
Soto-Rodriguez et al., 2015). La mortalidad ocurre muy temprano, entre los 35 a 45
dias después de la siembra de las postlarvas en los estanques de cultivo de
camaron. Debido a esto, es que habia sido nombrada en un inicio como “Sindrome
de Mortalidad Temprana”, nombre que aun persiste. Sin embargo, el nombre de
EMS puede genera confusion, ya que al inicio del cultivo pueden aparecer
mortalidades por otras causas. De hecho, la definicion de EMS no fue clara hasta
2011, donde el Dr. D.V. Lighter de la Universidad de Arizona, describié una
histopatologia unica en camarones tomados de varios estanques de cultivo que
habian reportado mortalidad temprana en China y Vietnam (Lighner et al., 2012). La
histopatologia consisti6 de un masivo desprendimiento de células epiteliales
tubulares hepatopancreaticas comenzando en el centro del hepatopancreas y
progresivamente hacia afuera de la regiéon embrionica (i.e. células E) y asi fue
finalmente denominada como Sindrome de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda
(Acute Hepatopancreatic Necrosis Sindrome). Cabe mencionar que este
desprendimiento ocurrié en la ausencia de algun patégeno asociado que pudiese
ser la causa. El desprendimiento fue precedido por una carencia de diferenciacion
en las células tubulares epiteliales y agregacion hemocitica en el hepatopancreas
antes del desprendimiento y fue seguida por una septicemia bacterial

hepatopancreatica como invasion bacteriana secundaria (Thitamadee et al., 2016).



1.2 Signologia Clinica
Los signos clinicos de la enfermedad causada por AHPND incluyen letargia,
lento crecimiento, nado erratico, ataxia, anorexia, estbmago e intestino medio vacio,
hepatopancreas encogido palido a blanquecino, textura blanda y aspera de la
cuticula (Lightner et al., 2013; Pantoja y Lightner, 2014; Hong et al., 2016; Dar et al.,
2019) (Fig. 2).

Estdomago vacio Estomago lleno

Hepatopancreas claro
y reducido

Hepatopancreas cafe

Estomago vacio Intestino lleno

Figura 2. Signologia de AHPND segun Thitamadee et al. (2016).

1.3 Mecanismo infeccioso y patogénico del AHPND

El AHPND se origina cuando la cepa patogénica coloniza el estdbmago de los
camarones, lugar desde el cual liberan dos toxinas con capacidad proteolitica
denominadas Pir Ay Pir B. Estas toxinas se acumulan y afectan el hepatopancreas,
generando desprendimientos celulares masivos y agudos, acompafiados de
necrosis (Lightner et al., 2013; Tran et al., 2013; Pantoja y Lightner, 2014; Han et
al., 2015a; Kumar et al., 2019). En muchos casos las células desprendidas
presentan nucleos cuasi normales, sin picnosis, cariolisis u otras lesiones aparentes
(Varela-Mejias et al., 2017).



Ambas toxinas son producidas y liberadas por bacterias que presentan el plasmido
pVPAS3-1, el cual contiene los genes que las codifican. Este plasmido presenta una
longitud de 69 168 pares de bases y existen entre 7 a 121 copias por célula para
cepas aisladas de México y Vietnam (Han et al., 2015b). Las toxinas Pir A y Pir B

tienen un peso molecular de 13 y 50 kDa, respectivamente (Han et al., 2015b).

1.4 Manejo de Enfermedades

El tratamiento mas comun para controlar y erradicar patégenos como las
bacterias es mediante la aplicacion de agentes antimicrobianos o antibiéticos. No
obstante, su excesivo e inadecuado uso causa, entre otros efectos, generacion y
dispersion de patogenos y genes resistentes en el ambiente y en los alimentos, lo
cual amenaza la seguridad alimentaria y el control de enfermedades en humanos
(Pflomm, 2002; Sahul Hameed et al., 2003; Cabello, 2006, Liu et al., 2017; Su et al.,
2017, Gribogg et al., 2020).

Debido a los dafios contiguos que generan los antibiéticos, en los ultimos afios
se ha incrementado la demanda de productos organicos y, ademas, se han
establecido grandes limitaciones y regulaciones para su uso, incluso a tal grado de
prohibirlos en algunos paises (Alderman et al., 1998; Chang et al., 2013; Kumar et
al., 2015). Por esta razoén, resulta fundamental encontrar alternativas organicas o
sustentables al uso de agentes quimicos que permitan controlar las enfermedades,
garantizar la salud del consumidor, y mantener los ritmos de crecimiento de la

acuicultura (Hoseinifar et al., 2014; Santos y Ramos, 2018).

1.5 Inmunoestimulantes
Para evitar el uso de antibidticos, se han aplicado vacunas, sin embargo,
debido a su alto costo y a la especificidad de los patégenos de las vacunas
comerciales, muchos productores han empezado a examinar el uso de
inmunoestimulantes a base de extractos naturales, los cuales tienen una actividad

de amplio espectro y no generan efectos secundarios indeseables por lo que



representan un enfoque ambientalmente mas amigable (Harikrishnan et al., 2011;
Chang et al., 2013; Wang et al., 2017; Dawood et al., 2018). La palabra
inmunoestimulante, se refiere a cualquier sustancia que se utiliza en algun
organismo con el intento de mejorar la reactividad inmune y mejorar la resistencia
y/o supervivencia posterior a la infeccion por microorganismos nocivos (Smith,
2003). Ademas de los inmunoestimulantes, se ha despertado un gran interés en el
uso de probidticos que aceleren el crecimiento y mejoren la respuesta inmune en
contra de patégenos. Los probidticos se definen como “microorganismos vivos, los
cuales cuando se suministran en cantidades adecuadas confieren beneficio a la
salud de su hospedero” (FAO/WHO 2001). A pesar de esta definicién, los
probioticos en acuacultura pueden ser preparaciones vivas o muertas, incluyendo
componentes celulares/extracelulares de microorganismos, suministrados en el
alimento o en el agua de cultivo, que proporciona beneficio al hospedero al mejorar
su resistencia a enfermedades, crecimiento y estado de salud, inmunidad,
conversion/utilizacion de alimento, balance microbiano y mejora de la calidad de
agua (Merrifield et al., 2010; Hai 2015; Wang et al., 2019).

1.5.1 Tipos de inmunoestimulantes
Los principales estimulantes utilizados en acuicultura son: polisacaridos (e.g.
B-glucanos, quitosan, peptidoglicanos), nutrientes (e.g. vitamina C y E), hierbas
chinas (e.g. Rheum officinale, Andrographis paniculata, Scutelaria, Astragalus,
Lonicera), péptidos antibacteriales y microorganismos (Wang et al., 2017). Para
entender cémo funcionan los inmunoestimulantes se debe conocer los mecanismos
de defensa que intervienen en los crustaceos que a continuaciéon se describen

brevemente.



1.6 Mecanismos de defensa y sistema inmune en crustaceos
El caparazoén constituye la primera barrera fisica que protege a los crustaceos
de lesiones y ataques por microorganismos. El exoesqueleto estd compuesto de
carbonato de calcio, carbohidratos y proteinas, y contribuye a diferentes procesos
fisiolégicos asociados con la respuesta inmune (Mylonakis y Aballay, 2005).
Ademas del caparazon, los crustaceos presentan mecanismos de defensas
humorales y celulares, a través de las cuales se desarrollan los principales procesos

que integran el sistema inmune.

1.6.1 Mecanismos humorales
Los mecanismos humorales incluyen las lectinas, péptidos antimicrobianos,
y enzimas lisosomales. Las lectinas son proteinas no enzimaticas o glicoproteinas
que actuan en la opsonizaciéon, aglutinacion, fagocitosis y encapsulaciéon de
patdgenos. Los péptidos antimicrobianos son proteinas cationicas anfipaticas de
bajo peso molecular, tienen actividad de amplio espectro y presentan baja
citotoxicidad a células animales. Su funcién es perforar las membranas celulares de

las bacterias, hongos, parasitos y virus.

Las enzimas lisosomales degradan la pared celular de las bacterias Gram
negativas, y modifican la conformacion molecular de pared celular permitiendo asi

su reconocimiento por las células fagociticas (Aguirre-Guzman et al., 2009).

1.6.2 Mecanismos celulares
Los mecanismos celulares se llevan a cabo por los hemocitos. Los hemocitos
son células circulantes que se asemejan a los leucocitos en los vertebrados, debido
a que su principal funcion es el reconocimiento y eliminacion de material extrafo,
asi como en procesos de coagulacion (Vasquez et al., 2009). Es importante
mencionar, que, a diferencia de los vertebrados, el sistema inmune de los

crustaceos carece de inmunidad adaptativa y depende exclusivamente de su



inmunidad innata, la cual se activa cuando patrones moleculares asociados a un
patdégeno son reconocidos por superficies solubles o celulares de proteinas

receptoras.

1.6.2.1 Hemocitos

Existen 3 tipos de hemocitos: hialinocitos, granulocitos y semigranulocitos. Los
hialinocitos representan del 5 al 15% de los hemocitos circulantes (CE), y su
principal funcion esta relacionada a la coagulacion y fagocitosis (Zhang et al., 2006).
Los granulocitos representan el 10 al 20% de los CE y su actividad consiste en
fagocitar y almacenar la enzima profenoloxidasa (proFO). Estas células podrian
estimularse por -1,3 glucanos, peptidoglicanos, y lipopolisacaridos para provocar
exocitosis y liberar la enzima. Su funcién consiste en la encapsulacion, iniciar la
cascada proFO y fagocitosis. Finalmente, la funcion de los semigranulocitos, los
cuales poseen receptores [3-1,3 glucanos, incluye la fagocitosis, encapsulacion y

coagulacion (Zhang et al., 2006).

1.7 B-1,3 glucanos

Los 3-1,3 glucanos son el mayor componente de la pared celular de bacterias
y levaduras y se considera que representan el inmunoestimulante mas promisorio
debido su estructura quimica bien definida y modo de accién en el sistema inmune
en teledsteos (Raa, 2000). Se han realizado diversos estudios tanto en camarones
como en langostinos que indican que los glucanos son capaces de mejorar el
crecimiento y la resistencia a bacterias y virus (Chang et al., 1999; Chang et al.,
2003; Meshram et al., 2014).

1.8 Nannochloropsis oculata
En acuacultura, se han utilizado diversos tipos de inmunoestimulantes

incluyendo agentes quimicos, componentes bacterianos, polisacaridos y extractos



de animales, hongos y plantas (Harikrishnan et al., 2011, Vallejos-Vidal et al., 2016;
Dawood et al., 2018; Mohan et al., 2019, Amenyogbe et al., 2020). N. oculata es
una microalga que por sus caracteristicas nutricionales es frecuentemente utilizada
para el cultivo de Artemia y rotiferos que se emplean como alimento vivo de estadios
larvales de peces, crustaceos y moluscos (Apt y Berens, 1999). N. oculata, posee
una enorme cantidad de B-1,3 glucanos (Espinoza-Gallardo et al., 2017) y de acido
ascorbico (Brown y Miller, 1992), que fortalecenel sistema inmune. Asimismo, Hafsa
et al. (2017) encontraron que N. oculata posee propiedades antioxidantes,

antimicrobianas y anticolinesterasas.

1.9 Bacilos

Los bacilos son bacterias Gram positivas en forma de baston (Wang et al.,
2017), formadoras de endosporas que pueden sobrevivir a condiciones ambientales
hostiles (Almeida et al., 2018). Son las bacterias mas antiguas que se conocen y
estan ampliamente distribuidas en el mundo natural incluyendo ambientes marinos
(Liu et al., 2015). El género Bacillus representa el grupo de especies de probidticos
mas empleado en la industria de la camaronicultura ya que posee la capacidad de
adhesion y libera una gran cantidad de compuestos antimicrobianos y exoenzimas,
mejorando asi la respuesta inmune contra patégenos; promueve el crecimiento y
mejora la calidad del agua de cultivo sin presentar efectos deleterios colaterales
(Gomez y Shen 2008). Entre las especies de bacilos mas utilizadas como
probidticas en el cultivo del camaron se encuentran cepas de B. subtilis y B.
licheniformis (Sadat et al., 2018); sin embargo, aun falta por desarrollar nuevos
trabajos de investigacion que utilicen diferentes cepas, ya sea solas o en conjunto
y que aporten evidencias mas solidas que ayuden a comprender de mejor manera
su efecto inmunoestimulante contra diversos patégenos, asi como en el desarrollo

y crecimiento del mismo.



El presente trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto del probidtico B.
licheniformis BCR 4-3 y la microalga N. oculata, adicionados en el agua y la dieta,
en el crecimiento, supervivencia y respuesta inmune del camardén blanco L.

vannamei retado con V. parahaemolyticus IPNGS16.
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2. ANTECEDENTES

Uno de los trabajos que integra el sistema inmune en crustaceos lo desarrolld
Johanson y Soderhall (1989), discuten la funcién del sistema de la profenoloxidasa
en las reacciones celulares inmunes en el cangrejo de rio Astacus astacus y
Pacifastacus leniusculus. Raa (2000), public6 un trabajo de revision donde
menciona que el uso de B-1,3 glucanos puede mejorar la salud, el crecimiento y el
desarrollo general de diferentes grupos de animales, incluyendo camarones, peces
y animales terrestres. Smith (2003), realizé una revision de los mecanismos del
sistema inmune en crustaceos, asi como de los diferentes grupos de compuestos
que han sido reportados como inmunoestimulantes. Dicho autor reporta las
proteinas que han sido secuenciadas en diversos estudios y destaca la presencia
de profenoloxidasa en el camardn tigre, Penaneus monodon y los 3-1,3 glucanos

en el cangrejo del pacifico Pacifastacus leniusculus.

Vaseeharan y Ramasamy (2003) cultivaron camardn tigre negro (Penaeus
monodon) inoculando en el agua 108-108 UFC/mL de Bacillus subtilis BT23.
Después de 6 dias de tratamiento con el bacilo, los camarones fueron retados con
Vibrio harveyi (103-10* UFC/mL). Los resultados mostraron una reduccion de hasta

un 90% en la mortalidad acumulada en los organismos tratados con el bacilo.

Gullian et al. (2004) evaluaron la cepa Bacillus P64 en L. vannamei y observaron
que ésta tenia efectos inhibitorios contra V. harveyi y una actividad
inmunoestimulante dada por un incremento significativo en las células hialinas y la

actividad de la fenoloxidasa respecto al grupo control.

Zokaeifar et al. (2014) evaluaron, durante 8 semanas, 2 cepas de B. subtilis (L10 y
G1) en el agua del sistema de cultivo de L. vannamei inoculado con V. harveyi. La
mortalidad acumulada del control fue del 80%, mientras que en los tratamientos con
el bacilo fue 36.7%-50%. La expresion de 5 genes del sistema inmune
(profenoloxidasa, peroxinectina, proteina de union a lipopolisacaridos, proteina de
unién a glucanos y proteasa serina) se incrementd significativamente en los

tratamientos con la bacteria probiética.
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Chai et al. (2016) realizaron un bioensayo de 30 dias con con L. vannamei
alimentado con el probiético Bacillus PC465 y retado con WSSV. Los resultados
mostraron un aumento en el crecimiento, supervivencia, digestién y absorciéon de
nutrientes. Ademas, los autores reportan un aumento en la estructura microbiana

en el intestino y en la respuesta inmune.

Chang et al. (2013) evaluaron el efecto del extracto de la planta acuatica Eichhornia
crassipes sobre la respuesta inmune y la resistencia a Lactococcus garvieae en el
langostino malayo Macrobrachium rosenbergii. Se encontré que la tasa de
supervivencia (63 y 53, respectivamente) fue significativamente mas alta en los
tratamientos (3 y 2 g kg™, respectivamente) que en el grupo control (23%). Meshram
et al. (2015) investigaron el efecto de los B-glucanos suministrados en la dieta de
M. rosenbergii contra A. hydrophila, los resultados indicaron que una dosis de 1.0 g
kg™ podria mejorar la supervivencia y la respuesta inmune de los individuos
evaluados. Recientemente, Maliwat et al. (2017) utilizaron la microalga Chlorella
vulgaris en la dieta de postlarvas de M. rosenbergii, para evaluar su efecto en el
crecimiento, supervivencia y sistema inmune. Después de 50 dias de
experimentacion, la tasa de crecimiento (1.47 y 1.34%, respectivamente) fue
significativamente mas alta en las postlarvas alimentadas con el 4 y 6% de la
microalga y el porcentaje de mortalidad disminuyé significativamente de 53%
(control) a 18% en el tratamiento con 6% de microalga, al infectarlas con A.
hydrophila. Ademas, las postlarvas alimentadas con C. vulgaris mostraron un

incremento en la actividad de profenoloxidasa y en el conteo total de hemocitos.

Medina-Félix et al. (2014) evaluaron la supervivencia de L. vannamei alimentado
con dos concentraciones (1y 2%) de la microalga Dunaliella sp. y retado con WSSV.
Se observé una mayor supervivencia en los tratamientos (80%) con la microalga

respecto al grupo control (55%).

Medina-Félix et al. (2017) evaluaron la supervivencia de L. vannamei alimentado
con diferentes concentraciones (1.5, 2, 2.5 y 3%) de la microalga Dunaliella sp. y
retado con V. parahaemolyticus causante de AHPND. Se observé una mayor
supervivencia (30.9%) del camaron en el tratamiento con 3% de microalga en

comparacion con el control positivo sin microalga (10.1%) y retado con el vibrio.
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3. JUSTIFICACION

La intensificacion de los sistemas productivos genera situaciones de estrés
en los organismos cultivados las cuales son aprovechadas por microorganismos
patdbgenos para provocar enfermedades que causan mortalidades y ocasionan
pérdidas econdmicas para el productor. El uso inadecuado de antibiéticos para el
control de estas enfermedades, genera efectos adversos al ambiente y resistencia
antimicrobiana, por lo cual es necesario buscar alternativas al uso de los antibiéticos

como lo son los extractos microalgales, plantas y probiéticos.

El presente estudio tiene como propdsito evaluar el posible efecto
inmunoestimulante de N. oculata adicionada a una dieta comercial y B licheniformis
BCR 4-3 en el agua de cultivo en juveniles de L. vannamei, camaron de gran
importancia comercial en México y el mundo que en los ultimos afios se ha mermado

su produccion por diversos patdégenos como V. parahaemolyticus IPNGS16.
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4. HIPOTESIS

La incorporacion de N. oculata en un alimento comercial y B. licheniformis BCR
4-3 en el agua ayudara a mejorar el crecimiento, supervivencia y respuesta inmune

en L. vannamei retado con V. parahaemolyticus IPNGS16.
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5.1

5. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de N. oculata, adicionada en un alimento comercial, y B.

licheniformis BCR 4-3, adicionada en el agua y alimento, en el crecimiento,

supervivencia y respuesta inmune de L. vannamei cultivado en laboratorio y retado

con V. parahaemolyticus IPNGS16.

5.2

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de N. oculata, adicionada en un alimento comercial, en el
crecimiento, supervivencia y respuesta inmune de L. vannamei retado

con V. parahaemolyticus IPNGS16.

Evaluar el efecto de B. licheniformis BCR 4-3 y la mezcla de seis Bacillus
spp., adicionada en el agua de cultivo, en la supervivencia de L. vannamei

retado con V. parahaemolyticus IPNGS16.

Evaluar el efecto de B. licheniformis BCR 4-3, adicionada en el agua de
cultivo y en el alimento, en la supervivencia y respuesta inmune de L.

vannamei retado con V. parahaemolyticus IPNGS16.
Evaluar el efecto de B. licheniformis BCR 4-3, adicionada en el agua de

cultivo, en el crecimiento y supervivencia de L. vannamei retado con V.
parahaemolyticus IPNGS16.
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6. AREA DE ESTUDIO

6.1 Etapas del estudio
El trabajo experimental se realiz6é en dos etapas: 1) Produccion y obtencion

de biomasa de N. oculata y 2) Bioensayos.

6.1.1 Produccion y obtenciéon de biomasa de N. oculata
Se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y
Bioenergias (LBMB) del Instituto Tecnologico de Boca del Rio, Veracruz.

6.1.2 Bioensayos
Se llevaron a cabo en el Laboratorio de Acuacultura del CIDIIR-IPN en

Guasave, Sinaloa.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1  Obtencidon de camarones experimentales

Los camarones experimentales se obtuvieron de laboratorios comerciales de
postlarvas y de la granja acuicola Cuate Machado (Guasave, Sinaloa). Los
camarones fueron transportados al Laboratorio de Acuacultura del CIIDIR en
recipientes de plastico con agua de los estanques de cultivo y oxigenacion con
piedra difusora. Los animales se aclimataron a 30%. de salinidad, se mantuvieron a
temperatura ambiente y aeracidn constante y se alimentaron con alimento Purina ®
35% de proteina) a las 08 h, 13 h y 17 h. A los camarones se les hizo un analisis

con la PCR de punto final para determinar si estaban libres de WSSV e IHHNV.

7.2 Preparacion del material
7.2.1 Preparacion del agua de cultivo

Se utilizé agua hipersalina (90-100%o) previamente tratada con cloro durante
un dia. Después de la cloracion (1.25%) se puso aire con piedras difusoras para

eliminar el cloro presente por volatilizacion. El agua que se utilizé en los bioensayos
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se conservo a 30%o, la cual se prepar6 en una tina con agua hipersalina filtrada con

una malla de algodon de 20 um y se ajustoé con agua dulce libre de cloro.

7.2.2 Preparacion de B. licheniformis BCR 4-3

B. licheniformis BCR 4-3 (Escamilla-Montes et al., 2015) se cultivé en medio
tripticasa de soya caldo a 32 °C durante 48 h y luego se centrifugé a 5,000 g por 10
min. El pellet obtenido se resuspendié en una solucion con NaCl al 3% antes de ser
inoculada en el agua del cultivo de camaron de acuerdo a Escamilla-Montes et al.
(2015). La solucion bacteriana fue ajustada espectrofotométricamente a una
densidad de 1 a 580 nm en un espectrofotdémetro Thermo Spectronic Genesys 2®

(Thermo Scientific).

7.2.3 Cultivo y obtencién de biomasa de N. oculata

El cultivo de N. oculata para la obtenciéon de biomasa para la formulacion del
alimento se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y Bioenergias
(LBMB) del Instituto Tecnologico de Boca del Rio, Veracruz.

Se obtuvieron dos sets (uno para el experimento de crecimiento y supervivencia y
otro para el experimento del sistema inmune) de 500 g de concentrado de N. oculata
(1 kg, base seca), cultivada en fotobioreactores de 180 L a 175 ymol m2s-' a 22 °C;

la cosecha fue en fase estacionaria.

7.2.4 Preparacion de las dietas con N. oculata

El alimento comercial (35% de proteina) se pulveriz6 en un molino
(Nutribullet®) para agregar la microalga. Se formé una pasta con la mezcla,
afiadiendo agua y grenetina (por cada kilogramo de alimento preparado se utilizaron
40 g de grenetina y 410 mL de agua destilada) y se hicieron de nuevo los pellets en

un molino de carne (Torrey® M22-R).
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Los pellets se secaron en el laboratorio a temperatura ambiente con un ventilador
por 24 h. Se preparo alimento para 30 d y se almacen¢ a -20 °C. Para el tratamiento

control se sustituira el aditivo de interés por celulosa.

7.2.5 Solucion con bacilos

Se pesaron 0.8 g de Dry oil y se agregaron 5 mL de agua destilada en un
vaso de precipitado de 20 mL. Se calenté a 40 °C y se disolvidé perfectamente.
Posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 20 min. Una vez que
se enfrid la mezcla, se adicionaron 1.6 mL de B. licheniformis BCR 4-3, llevados a
una densidad de 1 a 580 nm, y se afor6 a 10 mL agregando 3.4 mL de agua

destilada.

7.2.6 Preparacion de las dietas con B. licheniformis BCR 4-3

Se pesaron 25 g de alimento comercial (Purina®, 35% de proteina) de 2.5mm
y se trituré hasta obtener particulas de 1.5mm con la ayuda de un pistilo y mortero
de porcelana. El alimento triturado se colocé sobre una bolsa de plastico y se
expandié uniformemente para posteriormente adicionarle la solucién de 10 mL de
B. licheniformis (utilizando un atomizador (Trupper®) previamente preparada.
Después de agregarle la solucion, el alimento se dej6é secar durante 1 h con un

ventilador de mesa (Atvio®) y posteriormente queda listo para su utilizacion.

7.2.7 Preparacion de inéculo de V. parahaemolyticus IPNGS16

Se preparo el inéculo a partir de un cultivo de la cepa V. parahaemolyticus
IPNGS16 (Lopez-Ledn et al., 2016). El cultivo bacteriano se centrifugd a 3,900 x g
durante 20 min y el pellet se resuspendié en solucion salina (2.5% NaCl). La
suspension bacteriana se ajustd6 a una densidad de 1 a 580nm en un
espectrofotdmetro Thermo Spectronic Genesys 2® y se infectd con ella los
camarones, inoculando la bacteria en el agua con las concentraciones

predeterminadas de acuerdo al conteo previo (Lopez-Ledn et al., 2016).

18



7.3 Diseno experimental

7.3.1 Bioensayos para determinar la concentracioén letal media de V.
parahaemolyticus IPNGS16 en postlarvas y juveniles de L. vannamei

Antes de cada bioensayo se realiz6 una prueba (4 d) para determinar la
concentracion letal media de V. parahaemolyticus IPNGS16 (Lopez-Ledn et al.,
2016). Se utilizaron peceras de vidrio (6 L) con 4 L de agua de mar filtrada (20 pym),
a 30%o de salinidad, aeracion constante y se alimentaron 2 veces al dia (08:00 y
16:00 h) con Camaronina (35% Purina®, México) ajustando la cantidad de alimento
de acuerdo a la biomasa de los camarones. Se colocaron 10 camarones por tina o

garrafén de plastico.

Los tratamientos se hicieron por triplicado. Los camarones se retaron con la cepa
V. parahaemolyticus IPNGS16, inoculada en el agua, a diferentes concentraciones.
Tratamientos: 1) Control, Camaronina. |I) Camaronina + Vibrio (100 UFC/mL); 1lI)
Camaronina + Vibrio (1,000 UFC/mL); IV) Camaronina + Vibrio (10,000 UFC/mL);
V) Camaronina + Vibrio (50,000 UFC/mL); VI) Camaronina + Vibrio (100,000
UFC/mL); VIlI) Camaronina + Vibrio (1000,000 UFC/mL). Durante cada bioensayo
se registré la mortalidad y al final del mismo, la supervivencia. Se tomaron las
variables fisicoquimicas del agua (temperatura, salinidad y oxigeno disuelto) y los

organismos estuvieron sujetos a fotoperiodo natural.

Determinacién de CLso

A partir de los resultados de las pruebas anteriores se determind la
concentracion de Vibrio con la cual el 50% de los organismos bajo tratamiento
mueren (CLso) y con la que se trabajara en la segunda parte del estudio referida a
la determinacion del efecto de los aditivos en la supervivencia de L. vannamei,

infectado experimentalmente con V. parahaemolyticus IPNGS16.

El calculo de la CLso se realiz6 mediante el analisis Probit (Finney, 1952), el cual es
un tipo de regresion utilizada para variables con respuestas binomiales, siendo su
principal uso la determinacién de la CLso. En este caso se utilizdé el paquete

estadistico PASW Statistics 18 para determinar la CLso.
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7.3.2 Bioensayo 1. Efecto de N. oculata, adicionada en el alimento, en el
crecimiento y supervivencia de L. vannamei retado con V. parahaemolyticus
IPNGS16

El bioensayo duré 39 d. Se utilizaron camarones de 178 + 10 mg y se
determind previamente si venian infectados con WSSV o V. parahaemolyticus
IPNGS16 desde la granja. Se utilizaron tinas de plastico (180 L) con 50 L de agua de
mar filtrada (20 um), a 30 %0 de salinidad, aeracion constante y se alimentaron 2
veces al dia (08:00 y 16:00 h) con Camaronina (35% Purina®, México), ajustando la
cantidad de alimento de acuerdo a la biomasa de los camarones. Para mantener la
temperatura en la noche se les coloco un plastico negro y se aseguraron con una
liga. Se colocaron 15 juveniles por tina. El Vibrio (CLso= 180,000 UFC/mL) se inoculd
en el agua en el dia 36. La ultima aplicacion de bacilos fue en el dia 36. El bioensayo
consté de 5 tratamiento por triplicado: 1) control negativo, alimento comercial (AC) +
celulosa (7.5 g/kg de alimento); Il) control positivo, AC + celulosa (7.5 g/kg de
alimento) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); lll) AC + N. oculata (2.5 g/kg de
alimento) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); IV) AC + N. oculata (5 g/kg de
alimento) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); IV) AC + N. oculata (7.5 g/kg de
alimento) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso). Los animales se alimentaron con
el equivalente al 10% de la biomasa de camarones y semanalmente se realizaron
biometrias para ajustar la tasa de alimentacion de acuerdo a las tablas de Purina.
Diariamente se midieron parametros fisicoquimicos del agua como oxigeno disuelto
(YSI® Pro20), temperatura-pH (Hanna® Hi98130) y salinidad (LaMotte®)). Las tinas
se limpiaron por sifoneo dos veces por semana y se hizo un recambio del 15-50%
del agua. Al final de cada sifoneo, se contaron los pellets no consumidos. Para
determinar la cantidad de alimento no consumido, se multiplicé el nimero de pellets
no consumidos por el peso promedio de los pellets (i.e. 0.002 g). El peso promedio

de los pellets se obtuvo pesando 10 muestras de 10 pelets c/u (i.e. 100 pellets).
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Parametros de crecimiento y productividad

Al final del dia 30, se determiné el peso final, la tasa de supervivencia, el peso
ganado, el factor de conversion alimenticia (FCA), y la tasa crecimiento especifica
(TCE) conforme a Felix y Sudharsan (2004), de acuerdo a las siguientes férmulas:

Peso ganado (g/camarén) = Peso final (g) — Peso inicial (g)

Factor de conversién alimenticia (FCA) = Total de alimento suministrado
(g)/Peso ganado (g).

Tasa de crecimiento especifica (TCE; %/dia) = ([In peso final — In peso
inicial]/dias) x 100

Tasa de supervivencia (%) = (Numero final/Numero inicial) x 100.

indice de productividad (IP) = Ganancia en peso (g) x Supervivencia (%)/(10
x FCA)

Analisis microbioldgico (cuantificaciéon de vibrios)

El dia 35 del bioensayo, con la ayuda de una pinza, se tom6 una muestra de
intestino y hepatopancreas de un individuo por tina (3 por tratamiento) y se colocaron
en un Tubo Eppendorf (previamente pesado). Antes de cada muestreo la pinza se
esteriliz6 quemandola con alcohol al 96%. A cada tubo se le afiadieron 400 mL de
solucién salina (NaCl 2.5%) con una pipeta (Biopette®). Con ayuda de un pistilo de
plastico, se macero el intestino y hepatopancreas y posteriormente se afiadieron 600

mL de solucion salina para obtener una alicuota de 1 mL.

De cada muestra se realizaron dos diluciones, 10"y 102, las cuales se colocaron en
tubos Falcon con 9 mL de solucion salina (NaCl 2.5%). Se inocularon 100 uL de cada
dilucién en cajas Petri con 20 mL de cultivo TCBS agar. Finalmente, las cajas Petri

inoculadas se incubaron por 24 h a 30 °C.

Los organismos muertos se cuantificaron a las 24, 48 y 72 h post infeccion y se

determind la supervivencia final.
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7.3.3 Bioensayo 2. Efecto de bacilos inoculados en el agua en la supervivencia
del camarén blanco retado con V. parahaemolyticus IPNGS16

El bioensayo duré 17 d. Se utilizaron camarones de 207 £+ 4.48 mg y se
determind previamente si venian infectados con WSSV o V. parahaemolyticus
IPNGS16 desde la granja. Se utilizaron peceras de vidrio (6 L) con 4 L de agua de
mar filtrada (20 um), a 30 %o de salinidad, aeracidon constante y se alimentaron 2
veces al dia (08:00 y 16:00 h) con Camaronina (35% Cargill®, México) ajustando la
cantidad de alimento de acuerdo a la biomasa de los camarones. Se colocaron 10
juveniles por pecera. El Vibrio (CLso= 62,000 UFC/mL) se inocul6 en el agua en el
dia 14. La ultima aplicacion de bacilos fue en el dia 13. El bioensayo constd de 5
tratamientos por triplicado: 1) control negativo, alimento comercial (AC); Il) control
positivo, AC + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); Ill) AC + mezcla de 6 bacilos
en el agua cada 3 d (1 x 108 UFC/L, 166,660 UFC/L de cada bacilo) + V.
parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); IV) AC + B. licheniformis BCR 4-3 en el agua
cada 3 d + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); V) AC + mezcla de 6 bacilos + B.
licheniformis BCR 4-3 en el agua cada 3 d (1 x 108 UFC/L, 142,857 UFC/L de cada
bacilo) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso). Los animales se alimentaron con el
equivalente al 20% de la biomasa de camarones y se ajusté a la baja de acuerdo a
las tablas de Purina. La determinaciéon de parametros fisicoquimicos (oxigeno
disuelto, pH y salinidad) se determinaron diariamente. Las tinas se limpiaron por
sifoneo cada 3 d y se hizo un recambio del 50% del agua. Los bacilos se aplicaron
después de la limpieza y recambio de agua. En el dia 13 se hizo la ultima limpieza,
un recambio de agua del 80% y la ultima aplicacion de bacilos. La supervivencia se
determiné diariamente. La salinidad se mantuvo en 30 g/L. La temperatura en 29.75
+0.5, pH 8.5+ 0.5y oxigeno 5.0 £ 0.5 mg/L. Los organismos muertos se cuantificaron

alas 24,48 y 72 h post infeccion y se determiné la supervivencia final.
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7.3.4 Bioensayo 3. Efecto de bacilos, adicionados en alimento y agua, en el
sistema inmune y la supervivencia del camarén blanco retado con V.

parahaemolyticus IPNGS16

El bioensayo duré 15 d. Se utilizaron camarones de 213.4 £ 5.0 mg y se
determind previamente si venian infectados con WSSV o V. parahaemolyticus
IPNGS16 desde la granja. Se utilizaron peceras de vidrio (6 L) con 4 L de agua de
mar filtrada (20 um), a 30 %0 de salinidad, aeracion constante y se alimentaron 2
veces al dia (08:00 y 16:00 h) con Provimi (40% Cargill®, México) ajustando la
cantidad de alimento de acuerdo a la biomasa de los camarones. Se colocaron 10
juveniles por pecera. El Vibrio (CLso= 77,000 UFC/mL) se inocul6 en el agua en el
dia 12. La ultima aplicacion de bacilos fue en el dia 11. El bioensayo const6 de 5
tratamientos por triplicado: 1) control negativo, alimento comercial (AC); Il) control
positivo, AC + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); Ill) AC + B. licheniformis BCR
4-3 adicionado al agua (1 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); IV)
AC + B. licheniformis BCR 4-3 adicionado al alimento (1 x 10® UFC/g) + V.
parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); V) AC + B. licheniformis BCR 4-3 en el agua (1 x
10% UFC/L) y en el alimento (1 x 10° UFC/g) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso).
Los animales se alimentaron con el equivalente al 10% de la biomasa de camarones
y se ajustd a la baja de acuerdo a las tablas de Purina. La determinacién de
parametros fisicoquimicos (oxigeno disuelto, pH y salinidad) se determinaron
diariamente. Las tinas se limpiaron por sifoneo cada 3 d y se hizo un recambio del
50 % del agua. Los bacilos se aplicaron después de la limpieza y recambio de agua.
En el dia 11 se hizo la ultima limpieza, un recambio de agua del 80% vy la ultima
aplicaciéon de bacilos. En el dia 11 también se tomaron los organismos (2 por tina, 6
por tratamiento, con excepcién del control positivo) para el analisis de expresion de
genes del sistema inmune. A cada organismo se le quito el caparazén con una pinza
de diseccion y se guardo en 1 mL de RNALater. La salinidad se mantuvo en 30 g/L.
La temperaturaen 29.75+ 0.5, pH 8.5 £ 0.5 y oxigeno 5.0 £ 0.5 mg/L. Los organismos
muertos se cuantificaron a las 24, 48 y 72 h post infeccion y se determiné la

supervivencia final.
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7.3.5 Bioensayo 4. Efecto de B. licheniformis BCR 4-3 en el crecimiento de L.
vannamei

El bioensayo duré 29d. Se utilizaron camarones de 120 + 10 mg y se
determind previamente si venian infectados con WSSV o V. parahaemolyticus
IPNGS16 desde la granja. Se utilizaron tinas de plastico (180 L) con 50 L de agua de
mar filtrada (20 um), a 30 %0 de salinidad, aeracion constante y se alimentaron 2
veces al dia (08:00 y 16:00 h) con Camaronina (35% Purina®, México), ajustando la
cantidad de alimento de acuerdo a la biomasa de los camarones. Para mantener la
temperatura en la noche se les coloco un plastico negro y se aseguraron con una
liga. Se colocaron 15 juveniles por tina. El bioensayo consté de 4 tratamiento por
triplicado: 1) control negativo, alimento comercial (AC); Il) B. licheniformis BCR 4-3
adicionado al agua (1 x 108 UFC/L); ) B. licheniformis BCR 4-3 adicionado al agua
(2 x 10% UFC/L); IV) B. licheniformis BCR 4-3 adicionado al agua (3 x 10 UFC/L).
Los animales se alimentaron con el equivalente al 10% de la biomasa de camarones
y se ajusto a la baja de acuerdo a las tablas de Purina. Cada semana se realizaron
biometrias para ajustar la tasa de alimentacion. La determinacion de parametros
fisicoquimicos (oxigeno disuelto, pH y salinidad) se determinaron diariamente. Las
tinas se limpiaron por sifoneo dos veces por semana y se hizo un recambio del 15-
50% del agua.

7.3.6 Bioensayo 5. Efecto de bacilos, adicionados en el agua, en la

supervivencia del camarén blanco retado con V. parahaemolyticus

El bioensayo duré 17 d. Se utilizaron camarones de 335.5 £+ 7.0 mg y se
determind previamente si venian infectados con WSSV o V. parahaemolyticus
IPNGS16 desde la granja. Se utilizaron peceras de vidrio (6 L) con 4 L de agua de
mar filtrada (20 um), a 30 %o de salinidad, aeracidon constante y se alimentaron 2
veces al dia (08:00 y 16:00 h) con Camaronina (35% Cargill®, México) ajustando la
cantidad de alimento de acuerdo a la biomasa de los camarones. Se colocaron 10
juveniles por pecera. El Vibrio (CLso= 156,000 UFC/mL) se inocul6 en el agua en el

dia 14. La ultima aplicacion de bacilos fue en el dia 14. El bioensayo const6 de 4
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tratamientos por triplicado: 1) control positivo, AC + V. parahaemolyticus IPNGS16
(CLso); ) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 10%® UFC/L) + V.
parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); Ill) AC + B. licheniformis BCR 4-3adicionado al
agua (2 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); IV) AC + B.
licheniformis BCR 4-3 adicionado al agua (3 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus
(CLso). Los animales se alimentaron con el equivalente al 10% de la biomasa de
camarones y se ajusto a la baja de acuerdo a las tablas de Purina. La determinacion
de parametros fisicoquimicos (oxigeno disuelto, pH y salinidad) se determinaron
diariamente. Las tinas se limpiaron por sifoneo cada 3 d y se hizo un recambio del
50 % del agua. Los bacilos se aplicaron después de la limpieza y recambio de agua.
En el dia 14 se hizo la ultima limpieza, un recambio de agua del 80% y la ultima
aplicaciéon de bacilos. La salinidad se mantuvo en 30 g/L. Temperatura (29.75 £ 0.5,
pH 8.5 + 0.5 y oxigeno de 5.0 + 0.5 mg I"'. Los organismos muertos se cuantificaron
alas 24,48 y 72 h post infeccion y se determind la supervivencia final.

7.3.7 Expresion de genes

7.3.7.1 Extraccion de ARN total y sintesis de ADNc

Los camarones en RNALater (2 por tina, 6 por tratamiento) se lavaron con
solucién salina (NaCl 2%) y se colocaron en tubos con Trizol® frio para macerarlos
y extraer el ARN total conforme a las instrucciones del fabricante. La concentracion
y pureza del ARN total extraido se determiné midiendo la absorbancia a 260/280
nm en un nanofotdmetro (Implen, Inc. Westlake Village, CA, USA). Posteriormente,
se tratd el ARN con DNasa 1 (1 U/uL, Sigma® Aldrich, St. Louis, MO, USA). La
transcripcion reversa (RT-PCR) se utilizo para sintetizar la primera cadena de ADNc
usando la enzima transcriptasa reversa (Improm |l, Promega®, Madison, WI, USA)
con el primer Oligo dT2o a partir de 500 ng de ARN total; las condiciones para la RT-
PCR fueron 42 °C por 60 min. EI ADNc se suspendié en 80 pL de agua ultrapura y
se almacend a -80 °C hasta su analisis. Cinco microlitros de este ADNc diluido se
us6 como templado en las reacciones de PCR en tiempo real (QRT-PCR).
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7.3.7.2 Andlisis de expresion de genes relacionados con el sistema inmune

mediante gPCR

La expresion de cuatro genes relacionados con el sistema inmune,

superéxido dismutasa (SOD), penaeidina 4, crustina y lisozima en hemocitos, se

determiné mediante PCR cuantitativo (tiempo real) usando el sistema CFX96 vy el
gestor de datos CFX version 3.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Adicionalmente, se analiz6 la expresion de tres genes constitutivos usados como

genes de referencia (40S-S24, B-actina y EF1a). La expresion de los genes de

interés se normalizara con respecto a la media geométrica de los genes de

referencia mas estables. Para seleccionar los genes de referencia con mayor

estabilidad, ésta fue analizada en las muestras separadas obtenidas de hemocitos,

usando los algoritmos GeNorm (Vandesompele et al., 2002) y NormFinder

(Andersen et al,

2004) de la aplicacion

en linea RefFinder

(http://lwww.ciidirsinaloa.com.mx/RefFinder-master/). Las secuencias de los primers

para la gPCR se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Primers especificos
blanco L. vannamei.

usados para la amplificacién por RT-gqPCR de genes del camaron

Gen

Secuencia del primer (5’-3’)

Referencia

Genes de referencia

40S_S24
Sentido

Contrasentido

5'-CAGGCCGATCAACTGTCC-3'
5-CAATGAGAGCTTGCCTTTCC-3'

(Alvarez-Ruiz et al,

datos no publicados)

B-actina
Sentido

Contrasentido

5'-CCACGAGACCACCTACAAC-3'
5-AGCGAGGGCAGTGATTTC-3'

(Wang et al., 2010)

EF1a
Sentido

Contrasentido

5-GTTGACTTGAAGGGCAATG-3'
5-CTTCTTGGCTTCGATTCTG-3'

(Alvarez-Ruiz et al,

datos no publicados)
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Genes del sistema inmune

Superdxido dismutasa (Wang et al., 2010)
(SOD)
Sentid 5'-ATCCACCACACAAAGCATCA-3'
entido

5'-AGCTCTCGTCAATGGCTTGT-3'

Contrasentido
(Wang et al., 2010)

Penaeidina 4
Sentido 5'-GCCCGTTACCCAAACCATC-3'
Contrasentido 5'-CCGTATCTGAAGCAGCAAAGTC-3'

Crustina (CR) (Wang et al.,2010)

5-ATTCTGTGCGGCCTCTTTAC-3'

Sentido
5-ATCGGTCGTTCTTCAGATGG-3'
Contrasentido
Lisozima (Wang et al.,2010)
Sentido
5'-GAAGCGACTACGGCAAGAAC-3'
Contrasentido

5'-AACCGTGAGACCAGCACTCT-3'

Se estandarizo la cantidad de primers a utilizar para la cuantificacion de la
expresion relativa de cada gen. Se realiz6é un pool tomando 3 uL de cada una de las
muestras (un camaron) de ADNc. Posteriormente se realizaron 5 diluciones
seriadas (1:5, 100 uL de pool de ADNc/400 uL de agua ultrapura). Se determind la
eficiencia de la reaccién construyendo para cada gen de interés una curva estandar
a partir de los valores de ciclo umbral (Cq) de las diluciones seriadas (triplicado) y
utilizando las condiciones de amplificacion que mas adelante se detallan. Se realizé
un andlisis de regresion lineal simple, se determino el coeficiente de correlacion (R?)
y a partir de los valores de la pendiente se calculé la eficiencia de reaccion para
cada gen de estudio. Para valores de eficiencia menores a 90% se repitio el
procedimiento de estandarizacién aumentando (de 0.7 a 1.0 yL) la cantidad de
primers (10 uM cl/u).

Para verificar la ausencia de dimeros de primers se realizé un analisis de la curva
de disociacion (Curva de Melting). Para ello se increment6 la temperatura de 65 a

95 °C, con un aumento de 0.5 °C cada 5 s.
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La expresion relativa del ARNm de los camarones en los tratamientos con aditivos
se determinara relativamente por el método de AACt con las mejoras propuestas
por (Vandesompele et al., 2002; Hellemans et al., 2007). Este algoritmo permite el
uso de varios genes de referencia logrando una expresién génica normalizada mas

precisa, segun la ecuacion siguiente:

EACLg(Ji

R _ goi

f
ACt, ref;
f i
£

0

Donde R indica la expresion génica relativa, E es la eficiencia de amplificacion de
cada gen, ACt es la diferencia entre el Ct de dos muestras, goi indica el gen de

interés, y ref los genes de referencia.

7.4 Andlisis estadistico

Previo a los analisis de datos, se realizaron pruebas de normalidad (Lilieford)
y homoscedasticidad (Barlett). Los datos de supervivencia se transformaron a
arcoseno para su analisis. Se realizé un analisis de varianza de una via (ANDEVA)
y pruebas de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05) utilizando el software
Statistica 7 (StatSoft).
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8. RESULTADOS

8.1 Bioensayo 1. Efecto de N. oculata, adicionada en el alimento, en el
crecimiento, supervivencia y respuesta inmune de L. vannamei retado con V.
parahaemolyticus

La tabla 2 resume los resultados de crecimiento, supervivencia, conversion
alimenticia e indice de productividad de L. vannamei alimentado con N. oculata. La
supervivencia fue del 100% en todos los tratamientos. En la TCE (que toma en
cuenta el peso inicial y el final) del camarén alimentado con N. oculata, se observo
un crecimiento significativamente menor en el control negativo (l) respecto a los
tratamientos Il (p= 0.036) y IV (p= 0.039) en donde los camarones se alimentaron
con microalga. La tasa de conversion alimenticia disminuyé en el tratamiento 11l (5
g de microalga/kg de alimento); sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (p>0.05). En los resultados de la TCE se observa
que los tratamientos Il y IV son iguales; sin embargo, en el tratamiento Il se observa
que el indice de productividad fue significativamente mayor (p<0.05) que en el resto

de los tratamientos.

Tabla 2. Crecimiento, supervivencia, conversion alimenticia e indice de productividad de L. vannamei

alimentado con N. oculata.

Parametro Control N 2.(f"g):]lkg N ?“%kg N 7'8,?”9
Peso inicial (g) 0.181 +0.01 0.176 +£0.01 0.184 +0.01 0.168 *0.01
Peso final (g) 099 +015 1.02 +0.14 124 +0.09 112 +0.07
Gananciade peso(g) 11.16 +195 1166 +1.86 14.61 +1.23 13.17 +0.83
TCE (%/d) 5.64b +0.35 5.84ab +0.30 6.35a +0.27 6.34a *0.21
Supervivencia (%) 100.00 +0.00 100.00 +0.00 100.00 +0.00 100.00 +0.00
FCA 162 +015 158 +0.04 138 +005 157 =+0.15
IP 69.3b +7.81 741b +13.72 105.7a +8.98 84.6b +8.96

Tratamientos: I) control negativo, alimento comercial (AC) + celulosa (7.5 g/kg de alimento); Il) AC +
N. oculata (2.5 g/kg de alimento); lll) AC + N. oculata (5 g/kg de alimento); IV) AC + N. oculata (7.5
g/kg de alimento). Se indica el promedio + EE. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<05). TCE: Tasa de crecimiento especifico. FCA: Factor de conversién alimenticia. IP: indice de
productividad
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Analisis de la carga de vibrios en camaroén alimentado con N. oculata

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos en la
concentracion total de vibrios en el hepatopancreas e intestino de L. vannamei
alimentado con N. oculata. Sin embargo, se observé una disminucién conforme
aumentd la concentracion de la microalga en el alimento. Tampoco se observaron
diferencias significativas (p>0.05) en el numero de colonias verdes y amarillas entre
tratamientos, pero se observd que las colonias verdes tienden a disminuir y las
amarillas a aumentar conforme aumenta la concentracién de la microalga en el

alimento (Fig. 3).

H Colonias verdes
Colonias amarillas
Total
= T T T 1
Il 1" v

Tratamientos

Log UFC/g de tejido
O L N W b U1 OO N 0 O

Figura 3. Cantidad de vibrios en el hepatopancreas e intestino de L. vannamei alimentado con N.
oculata adicionada en el alimento. Tratamientos: 1) control negativo, alimento comercial (AC) +
celulosa (7.5 g/kg de alimento); ll) control positivo, AC + celulosa (7.5 g/kg de alimento); Ill) AC + N.
oculata (2.5 g/kg de alimento); IV) AC + N. oculata (5 g/kg de alimento); IV) AC + N. oculata (7.5 g/kg

de alimento). Se indica el promedio * EE. Letras distintas indican diferencias significativas (p<05).

En la figura 4 y tabla 4 se resumen los resultados de supervivencia de L. vannamei
alimentado con N. oculata y retado con V. parahaemolyticus. En el control negativo
la supervivencia fue del 100% lo que indica un buen manejo del cultivo. Como era
de esperarse, la supervivencia fue significativamente mayor (p<0.05) que el resto
de los tratamientos. Respecto al control positivo, los tratamientos con la microalga

no fueron significativamente diferentes. Entre los tratamientos con la microalga, el
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tratamiento Ill con la menor concentracion (2.5 g/kg de alimento) tuvo una
supervivencia significativamente mas alta que los tratamientos IV (5.0 g/kg de
alimento, p= 0.006) y V (7.5 g/kg de alimento, p=0.018).
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Figura 4. Curvas de supervivencia acumulada de Kaplan—Meier respecto al tiempo (0, 24, 48, 72)
en L. vannameij después del reto con V. parahaemolyticus. Los camarones fueron alimentados con
dietas con N. oculata antes y después del reto. Tratamientos: 1) control negativo, alimento comercial
(AC) + celulosa (7.5 g/kg de alimento); ll) control positivo, AC + celulosa (7.5 g/kg de alimento); Ill)
AC + N. oculata (2.5 g/kg de alimento); IV) AC + N. oculata (5 g/kg de alimento); IV) AC + N. oculata
(7.5 g/kg de alimento). CLso= 180,000 UFC/mL. Se indica el promedio + EE.

Tabla 3. Mortalidad, supervivencia y supervivencia en porcentaje relativo (SPR) de L. vannamei

alimentado con N. oculata a diferentes concentraciones y retado con V. parahaemolyticus (CLso) por

inmersion.
Tratamientos Mortalidad (%) Supervivencia (%) SPR
Il Control positivo + Vp 87.9 12.1 -
[l No + Vp 74.2 25.8 15.1946.20
IV No + Vp 96.9 3.1 -10.311£3.44
V No + Vp 93.5 6.5 -6.52+3.63

Tratamientos: I) control negativo, alimento comercial (AC) + celulosa (7.5 g/kg de alimento); I) control
positivo, AC + celulosa (7.5 g/kg de alimento); lll) AC + N. oculata (2.5 g/kg de alimento); IV) AC +
N. oculata (5 g/kg de alimento); IV) AC + N. oculata (7.5 g/kg de alimento). CLso= 180,000 UFC/mL.
SPR= Supervivencia en porcentaje relativo. No= N. oculata. Vp= V. parahaemolyticus. Se indica el
promedio * EE.
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8.2 Bioensayo 2. Efecto de bacilos inoculados en el agua en la supervivencia
del camarén blanco retado con V. parahaemolyticus IPNGS16

Las figuras 5 y 6 y la tabla 4 resumen los resultados obtenidos en el
bioensayo donde se inocul6 el agua de los sistemas de cultivo de camardn blanco
con el probidtico B. licheniformis BCR 4-3 y el patégeno V. parahaemolyticus
IPNGS16. En el control negativo (I) se muestra una supervivencia del 100%, lo que
indica un manejo adecuado del cultivo. Respecto a los tratamientos con bacilos,
s6lo se observo una supervivencia significativamente mayor en el tratamiento IV (B.
licheniformis) respecto al control positivo (ll, p= 0.013) y al tratamiento Il (mezcla
de 6 bacilos, p= 0.002).

110 -
100 - s
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 ' ' . . .

| [ Il \Y Vv

Tratamientos

—t—o

——io

Supervicencia (%)

HH©

—

Figura 5. Supervivencia de L. vannamei tratado con B. licheniformis BCR 4-3 en el agua y retado
con V. parahaemolyticus IPNGS16 por inmersion. Tratamientos: I) control negativo, alimento
comercial (AC); ) control positivo, AC + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); Ill) AC + mezcla de
6 bacilos en el agua cada 3 d (1 x 108 UFC/L, 166,660 UFC/L de cada bacilo) + V. parahaemolyticus
IPNGS16 (CLso); IV) AC + B. licheniformis BCR 4-3 (1 x 10® UFC/L) en el agua cada 3 d + V.
parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); V) AC + mezcla de 6 bacilos + B. licheniformis BCR 4-3 en el
agua cada 3 d (1 x 108 UFC/L, 142,857 UFC/L de cada bacilo) + V. parahaemolyticus IPNGS16
(CLso). CLso= 62,000 UFC/mL. Se indica el promedio + EE. Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 05).
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Figura 6. Curva de supervivencia Kaplan-Meier para L. vanammei tratado con B. licheniformis BCR
4-3 en el agua y retado con V. parahaemolyticus IPNGS16 por inmersion. Tratamientos: 1) control
negativo, alimento comercial (AC); ll) control positivo, AC + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso);
lll) AC + mezcla de 6 bacilos en el agua cada 3 d (1 x 10 UFC/L, 166,660 UFC/L de cada bacilo) +
V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); IV) AC + B. licheniformis BCR 4-3 (1 x 108 UFC/L) en el agua
cada 3 d + V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso); V) AC + mezcla de 6 bacilos + B. licheniformis BCR
4-3 en el agua cada 3 d (1 x 108 UFC/L, 142,857 UFC/L de cada bacilo) + V. parahaemolyticus
IPNGS16 (CLso). CLso= 62,000 UFC/mL.

Tabla 4. Mortalidad, supervivencia y supervivencia en porcentaje relativo (SPR) de L. vannamei
tratado con bacilos en el agua cada 3 dias y retados con V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso) por
inmersion.

Tasa de Tasa de

Tratamientos Mortalidad  Supervivencia (%) SPR
| 66.7 33.3 :
Il 76.7 23.3 -15
11| 23.3 76.7 65
v 46.7 53.3 30

Tratamientos: 1) Control Positivo, V. parahaemolyticus IPNGS16; Il) mezcla de bacilos (BM, 1 x 106
UFCI/L, 166,660 de cada cepa) + V. parahaemolyticus IPNGS16; lll) B. licheniformis BCR 4-3 (1 x
108 UFC/L) + V. parahaemolyticus IPNGS16; IV) BM (857,142 UFC/L) + B. licheniformis BCR 4-3
(142,857 UFC/L) + V. parahaemolyticus IPNGS16. LCso= 62,000 UFC/mL. SPR= Porcentaje relativo

de supervivencia.
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8.3 Bioensayo 3. Efecto de bacilos, adicionados en alimento y agua, en la
supervivencia del camarén blanco retado con V. parahaemolyticus IPNGS16

La figura 7 resume los resultados obtenidos en el bioensayo donde se
adiciono el bacilo y el vibrio en el agua y el mismo bacilo en el alimento. En el control
negativo (I) se muestra una supervivencia del 100%, lo que indica un manejo
adecuado del cultivo. Respecto a los tratamientos con bacilos, se observd una
supervivencia mayor en un 25% en los tratamientos Ill (B. licheniformis en el agua)
y V (bacilos en el agua y alimento) respecto al control positivo, aunque no fue
significativa (p > 05). En el tratamiento IV (bacilos en el alimento), la supervivencia
fue menor (8%) que el control positivo, aunque no fue significativa (p > 05).
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Figura 7. Supervivencia de L. vannamei tratado con B. licheniformis en el agua y alimento y retado
con V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso) por inmersién. I) control negativo, alimento comercial (AC);
Il) control positivo, AC + V. parahaemolyticus; lll) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 108
UFC/L) + V. parahaemolyticus; IV) AC + B. licheniformis adicionado al alimento (1 x 108 UFC/g) + V.
parahaemolyticus; V) AC + B. licheniformis en el agua (1 x 108 UFC/L) y en el alimento (1 x 108

UFC/qg) + V. parahaemolyticus. Se indica el promedio + EE.
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Tabla 5. Tasa de mortalidad, supervivencia, supervivencia en porcentaje relativo de L. vannamei
tratados con B. licheniformis en el agua y en el alimento cada 3 dias y retados con V.

parahaemolyticus (CLso) por inmersion.

. Tasa de Tasa de
Tratamientos Mortalidad  Supervivencia (%) SPR
T 416 583 :
i 12,5 87 5 69.9
v 41.6 58.3
v 12,5 875 69.9

Tratamientos Il) Control positivo, V. parahaemolyticus 2; lll) AC + B. licheniformis adicionado al agua
(1 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus; IV) AC + B. licheniformis adicionado al alimento (1 x 108
UFC/g) + V. parahaemolyticus; V) AC + B. licheniformis en el agua (1 x 108 UFC/L) y en el alimento
(1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus. (LCso= 77,000 UFC. SPR= Porcentaje relativo de

supervivencia.
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Figura 8. Curva de Supervivencia Kaplan-Meir de L. vannamei tratado con B. licheniformis en el agua
y alimento y retado con V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso) por inmersion. |) control negativo,
alimento comercial (AC); Il) control positivo, AC + V. parahaemolyticus; Ill) AC + B. licheniformis
adicionado al agua (1 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus; IV) AC + B. licheniformis adicionado al
alimento (1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus; V) AC + B. licheniformis en el agua (1 x 108 UFC/L)

y en el alimento (1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus.
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Expresiéon de Genes
La expresion de genes de lisozima, crustina, peneidina4, y SOD fue sobre
incrementada en los tratamientos con bacilos adicionados en el alimento comparado

con el tratamiento control positivo y bacilos adicionados en el agua cada tres dias.
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Figura 9. Expresion relativa de genes de L. vannamei tratado con B. licheniformis adicionado en el alimento y en
el agua cada tres dias, y retado con V. parahaemolyticus IPNGS16 (CLso) por inmersion. 1) control positivo,
alimento comercial (AC); ll) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus; lll)
AC + B. licheniformis adicionado al alimento (1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus; IV) AC + B. licheniformis en

el agua (1 x 108 UFC/L) y en el alimento (1 x 108 UFC/g) + V. parahaemolyticus.
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8.4 Bioensayo 4. Efecto de B. licheniformis en el crecimiento de L. vannamei

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el crecimiento entre
el tratamiento control y con bacilos adicionados en el agua (Fig. 9). Solo se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en el peso final de los individuos en
el tratamiento IV (B. licheniformis adicionado al agua (3 x 108 UFC/L) comparado
con el tratamiento control y con los tratamientos |l (B. licheniformis adicionado al
agua (1 x 108 UFC/L) y lll (B. licheniformis adicionado al agua (2 x 108 UFC/L) (Tabla

6).
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Figura 10. Tasa de crecimiento especifico de L. vannamei con B. licheniformis adicionado en el agua
del sistema de cultivo. Tratamientos: I) control negativo, alimento comercial (AC); ll) B. licheniformis
adicionado al agua (1 x 108 UFC/L); lll) B. licheniformis adicionado al agua (2 x 106 UFC/L); IV) B.

licheniformis adicionado al agua (3 x 108 UFC/L). Se indica el promedio * EE.
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Tabla 6. Crecimiento, supervivencia, conversion alimenticia e indice de productividad de L. vannamei

tratado con B. licheniformis a 3 concentraciones 1, 2y 3 x 108 UFCI/L.

Parametros Control

Peso Inicial 0.114 + 0.001

Peso Final 0.58b +0.011
Sananclade 697 +0.165
TCE 5.69 +0.35
Supervivencia 100.00 +0.00
FCA 1.44 +0.15
IP 51.5 +7.52

B1M B2M B3M
0.130 +0.003 0.126 +0.011 0.115 £0.013
0.68ab +0.050 0.70ab *0.062 0.74a +0.088

759 +0684 7.95 +1.024 866 +1.396
559 +027 588 +060 640 +0.73
100.00 +0.00 100.00 +0.00 100.00 =+0.00
164 +004 153 +0.05 135 +0.15
464 +575 531 +£1420 648 +14.15

TCE: Tasa de crecimiento especifico

FCA: Factor de Conversion alimenticia

IP: indice de Productividad
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8.5 Bioensayo 5. Efecto de bacilos, adicionados en agua, en la supervivencia
del camarén blanco retado con V. parahaemolyticus

Se registraron las mortalidades de los camarones retados con V.
parahaemolyticus hasta 72 horas post infeccion y tratados con diferentes
concentraciones de B. licheniformis en el agua del cultivo. El tratamiento IV (i.e. 3 x
108 UFC/L de B. licheniformis mostrd una supervivencia significativamente superior

(P<0.05) comparado con el grupo control Figura 11y 12.
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Figura 11. Supervivencia de L. vannamei tratado con B. licheniformis en el agua y retado con V.
parahaemolyticus por inmersion. Tratamientos: 1) control positivo, AC + V. parahaemolyticus (CLso);
) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso); lll) AC +
B. licheniformis adicionado al agua (2 x 108 UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso); IV) AC + B.
licheniformis adicionado al agua (3 x 10% UFC/L) + V. parahaemolyticus (CLso). Se indica el promedio
+ EE.
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Figura 12. Curva de Supervivencia Kaplan-Meier de L. vannamei tratado con B. licheniformis en el
agua y retado con V. parahaemolyticus por inmersion. Tratamientos: 1) control positivo, AC + V.
parahaemolyticus (CLso); ) AC + B. licheniformis adicionado al agua (1 x 108 UFC/L) + V.
parahaemolyticus (CLso); Ill) AC + B. licheniformis adicionado al agua (2 x 10® UFC/L) + V.
parahaemolyticus (CLso); IV) AC + B. licheniformis adicionado al agua (3 x 108 UFC/L) + V.

parahaemolyticus (CLso). Se indica el promedio + EE.
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9. DISCUSION

En México, la industria del cultivo de camarén blanco (L. vannamei) es muy
importante, principalmente en los estados del Noroeste (Nayarit, Sinaloa y Sonora).
Sin embargo, las enfermedades virales y bacterianas afectan la produccién ya que
causan problemas en el crecimiento y mortalidades masivas (Pohlenz y Gatlin,
2014; Boonchuen et al., 2018). Para el control de bacterias patégenas, como vibrios,
se usan antibidticos; sin embargo, su uso inadecuado trae consigo problemas de
resistencia y residuos en ecosistemas costeros y en el camardén (Pflomm, 2002;
Sahul Hameed et al., 2003; Cabello, 2006; Rortana et al., 2018, Lei et al., 2020).
Por lo anterior, una alternativa viable es el uso de aditivos naturales para camarén,
como las plantas y los probiéticos, para mejorar el crecimiento y la resistencia a las

enfermedades.

Nannochloropsis oculata (Bioensayo 1)

N. oculata es una microalga rica en pigmentos, proteinas, acidos grasos
poliinsaturados (Volkman et al., 1993; Lubian et al., 2000; Lee et al., 2006; Shene
et al, 2016; Chaidir et al.,, 2020) y polisacaridos que poseen propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y anticolinesterasas (Hafsa et al., 2017), entre ellos
B-1,3 glucanos (Espinoza-Gallardo et al., 2017). Meshram et al. (2015) investigaron
el efecto de los B-glucanos suministrados en la dieta de M. rosenbergii contra A.
hydrophila, los resultados indicaron que una dosis de 1.0 g/kg podria mejorar la
supervivencia y la respuesta inmune de los individuos evaluados. Medina-Félix et
al. (2014) evaluaron la supervivencia de L. vannamei alimentado con dos
concentraciones (1 y 2%) de la microalga Dunaliella sp. y retado con WSSV. Se
observé una mayor supervivencia en los tratamientos (80%) con la microalga
respecto al grupo control (65%). Asimismo, Medina-Félix et al. (2017) evaluaron la
supervivencia de L. vannamei alimentado con diferentes concentraciones (1.5, 2,
2.5y 3%) de la microalga Dunaliella sp. y retado con V. parahaemolyticus causante
de AHPND. Se observé una mayor supervivencia (30.9%) del camardén en el

tratamiento con 3% de microalga en comparacién con el control positivo sin
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microalga (10.1%) y retado con el vibrio. Sharawy et al. (2020) evaluaron el efecto
de suministrar la microalga Tetraselmis suecica a tres concentraciones (2.5 g/kg,
5.0 g/kg, 7.5 g/kg) en la dieta de postlarvas de L. vannamei durante 90 dias de
cultivo. Dichos autores encontraron que las tasas de supervivencia (73, 69 y 90%),
el peso final (18.50,19.73, 20.28 g), el peso ganado (18.08, 19.30 y 19.86 g) vy el
factor de conversion alimenticia (0.98, 1.04, 0.99) de los camarones de L. vannamei
que se alimentaron con T. suecica fue significativamente superior a diferencia de la
dieta control (50%, 15.66 g, 15.23 g y 1.36). Ademas, con respecto al total de vibrios
presentes en el tracto digestivo del L. vanammei, no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos. En este sentido, los resultados obtenidos en el presente
trabajo nos indican que N. oculata mejord significativamente (p<0.5) la tasa de
crecimiento especifico de L. vannamei en los tratamientos con N5y N7.5 g/kg y el
indice de productividad (que toma en cuenta la ganancia en peso, supervivencia y
el FCA) en el tratamiento con N5 g/kg, con lo cual se demuestra el alto valor
nutrimental que contiene N. oculata y que puede ser aprovechado en la dieta de
postlarvas de L. vannamei, por lo que estos resultados se asemejan a los que se
obtuvieron en los estudios previos mencionados donde se emplearon otras
microalgas como Dunaliella sp. y T. suecica, y otros prebidticos como los 3-1,3
glucanos, siendo éste uno de los componentes principales de N. oculata. En este
sentido, N. oculata representa un buen candidato como potenciador del crecimiento.
Por otro lado, a pesar de que la adicion de N. oculata en la dieta de L. vannamei
mejord su crecimiento, ésta no tuvo un efecto significativo en la concentracion total
de vibrios en el hepatopancreas e intestino de L. vannamei al finalizar los 39 dias
de cultivo y tampoco tuvo un efecto en la supervivencia de L. vannamei cuando se
realizd el reto en contra de V. parahaemolyticus. A pesar de ello, es importante
resaltar que los camarones alimentados con el tratamiento N2.5 g/kg, presentaron
la supervivencia mas alta con respecto de los camarones de los demas tratamientos
(N5 y N7.5 g/kg). Debido a ello, se recomienda que se continuen realizando estudios
de N. oculata adicionada a la dieta de L. vannamei a diferentes concentraciones de
la microalga en el alimento, suministro discontinuo, duracién mayor del cultivo (e.g.
60, 90 y 120 dias), lo que ademas, podria favorecer la aparicion de bacterias

protectoras o benéficas que impidan el desarrollo de bacterias patogénicas como V.
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parahaemolyticus; y con diversas condiciones de cultivo (e.g. sistema, luz, medio
nutritivo, aeracion, etc.) de N. oculata y a diferentes tiempos de cosecha
(exponencial vs estacionaria), con lo cual se modificara su composicién nutrimental
(Hu, 2004; Rasdi y Qin, 2015; Paes et al., 2016; Schulze et al., 2016) y se pueden
obtener o incrementar metabolitos de interés como antioxidantes, antimicrobianos,
pigmentos, lipidos, carbohidratos, proteinas entre otros. Ademas de estos estudios,
se recomienda realizar experimentos a nivel gendémico para evaluar la expresion de
genes relacionados con el sistema inmune y comprender a detalle si hay un efecto

estimulante de N. oculata al ser suministrado en la dieta de L. vannamei.

Bacillus licheniformis (Bioensayo 2, 3, 4 y 5)

En la acuicultura, los probiéticos son una alternativa natural a los
antibidticos y otras sustancias quimicas para aumentar la produccion. Entre las
bacterias probioticas, las especies del género Bacillus han mostrado un alto
potencial probidtico porque no forman esporas patégenas y pueden introducirse en
los sistemas de cultivo de camarones para controlar Vibrio spp., promover el
crecimiento y mejorar la respuesta inmune (Vaseeharan y Ramasamy, 2003; Ravi
et al., 2007; Shen et al., 2010). Por lo tanto, en este estudio, determinamos los
efectos de los bacilos probidticos sobre el crecimiento, la supervivencia y la
respuesta inmune de L. vannamei desafiado con V. parahaemolyticus, el agente
causante de AHPND.

En la industria de la acuicultura del camardn, la supervivencia es un factor principal
para la evaluacion de los probioticos. En el presente estudio, B. licheniformis BCR
4-3 aumentd claramente la supervivencia del camarén cuando se agregé al agua
durante 15 dias al aumentar la resistencia del camarén a la infeccion por V.
parahaemolyticus. Sin embargo, a la concentracion utilizada, los bacilos en el
alimento no mostraron los mismos resultados. Asimismo, Aderaldo-Vidal et al.
(2018) no encontraron diferencias significativas en la supervivencia de las
postlarvas de L. vannamei alimentadas con B. cereus (1 x 108 UFC/g) durante 14
dias y desafiadas con V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. Por el contrario,

Zokaeifar et al. (2012) encontraron que dos cepas (L10 y G1) de B. subtilis,
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agregadas al alimento durante 8 semanas, mejoraron la resistencia a enfermedades
en el camarodn patiblanco desafiado con la bacteria patégena Vibrio harveyi ATCC
14126. En otro estudio, se encontraron resultados similares por Liu et al. (2010) en
un bioensayo de 8 semanas donde L. vannamei fueron alimentados con una dieta
que contenia B. subtilis. Los animales mostraron una mayor resistencia contra V.
harveyi. Ademas, en las larvas de Penaeus monodon, la administracion dietética de
Bacillus sp. Mk22 durante 30 dias redujo la infeccion del camardon por V.

parahaemolyticus (Sekar et al., 2016).

En general, nuestros resultados indican que el corto periodo de alimentacion con
bacilos y la cantidad de bacterias en el alimento deben optimizarse para proteger a
los camarones contra la infeccion por Vibrio. En contraste, los efectos de los bacilos
en el agua fueron similares a los reportados por Zokaeifar et al. (2014), donde la
administracion de una cepa de B. subtilis (1 x 108 UFC/L) en el sistema de cultivo
de L. vannamei, durante 8 semanas, mejoro la resistencia del camardn a la vibriosis
causada por V. harveyi. Bacillus licheniformis BCR 4-3 muestra un gran potencial
como probiotico debido a que es una bacteria gamma hemolitica y resistente a
algunos antibiodticos, que tiene una alta capacidad para formar biopeliculas y
producir péptidos antimicrobianos (liquenisinas) y lactonasas que interrumpen la
formacion de quérum sensing de bacterias patdégenas (Vinoj et al., 2014; Escamilla-
Montes et al., 2015; Wu et al., 2015). Por lo tanto, creemos que estos rasgos
bacterianos (es decir, la produccion de péptidos antimicrobianos y la enzima
lactonasa y la capacidad de formar biopeliculas) pueden ayudar a los camarones a
prevenir la capacidad infecciosa de V. parahaemolyticus. Se necesita mas
investigacion sobre estos temas, incluido el comportamiento bacteriano en el agua
y en los tejidos del camaron a través del analisis metagendmico. En consonancia
con la mejora de la supervivencia observada de los camarones tratados con B.
licheniformis BCR 4-3 tras el desafio con V. parahemolyticus-AHPND, este estudio
investigo los efectos de este probidtico bacteriano sobre los parametros inmunitarios
de L. vannamei.

La respuesta inmune innata juega un papel clave contra la infeccion por patégenos,

de ahi que los probidticos bacterianos se utilicen en el control de enfermedades al
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promover funciones inmunomoduladoras en camarones (Lazado et al., 2015; Ringa
2020). En particular, varias cepas de Bacillus spp., mejoran los parametros
inmunoldgicos y aumentan la resistencia del camardn contra la vibriosis (Soltani et
al., 2019). A este respecto, se ha encontrado que varias cepas de B. subtilis mejoran
la respuesta inmune y mejoran la resistencia a enfermedades en camarones contra
la infeccion por Vibrio spp. (Liu et al., 2014; Zokaeifar et al., 2014). Los efectores
inmunes celulares y moleculares son cruciales para aumentar la resistencia a las
enfermedades. La resistencia a enfermedades mediada por efectores moleculares
en el camardn, la regulacion positiva de la lisozima, los péptidos antimicrobianos y
la expresion del gen superoxido dismutasa se han asociado con una estimulacion
adecuada del sistema inmunolégico por los probidticos. La lisozima es una enzima
principal con funciones inmunitarias efectoras y moduladoras en camarones contra
las infecciones por Vibrio (Burge et al., 2007), rompe los peptidoglicanos por
hidrolisis de los enlaces -1, 4-glucosidicos entre el acido N-acetiimuramico y el N -
acetilglucosamina de la pared celular de patégenos bacterianos invasores (Jollés y
Jollés, 1984). En este estudio, el gen de la lisozima se regulo significativamente en
los tratamientos con bacilos afiadidos al alimento. De manera similar, una regulacion
positiva de la expresidon génica de la lisozima en postlarvas de L. vannamei y una
reduccién de Vibrio spp. se han reportado conteos en estanques de camarones
tratados con B. subtilis cepa E20 (Liu et al., 2010). Ademas, los camarones
alimentados con la cepa S12 de B. subtilis también aumentaron la transcripcion del
gen de la lisozima, lo que se asocié con una mayor resistencia contra la infeccion
por V. harveyi (Liu et al., 2014).

Los péptidos antimicrobianos juegan un papel fundamental en la respuesta inmune
temprana y su mejora mediante probioticos inmunoestimuladores es un objetivo
ideal contra los patdgenos. Las penaeidinas son importantes moléculas efectoras
inmunes en los camarones que pertenecen a una familia de péptidos
antimicrobianos, que tipicamente tienen dos dominios: un dominio N-terminal rico
en prolina (PRD) y un dominio rico en cisteina (CRD) (De Lorgeril et al., 2008). Las
penaeidinas son eficaces contra bacterias y hongos Grampositivos, y han mostrado

actividad antimicrobiana durante infecciones y un papel proinflamatorio durante las
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lesiones del camaron (Destoumieux et al., 1997; Li y Song, 2010). Entre las cuatro
clases de penaeidinas, la penaeidina clase 4 es la mas conservada entre las
especies (Cuthbertson et al., 2005). En el presente estudio, el gen penaeidin4 se
incrementd significativamente en tratamientos con bacilos en agua y alimento.
Sorprendentemente, los camarones (L. vannamei) alimentados con Bacillus
aryabhattai TBRC8450 mejoraron la resistencia a la vibriosis y aumentaron el gen
de la penaeidina3 (Tepaamorndech et al., 2019). Otros estudios han demostrado
que la administracidon oral de cepas probiodticas de Bacillus spp. en el camaron,
aumentd la transcripcidon de penaeidinas, que se asocié con la resistencia a
enfermedades (Hao et al., 2014). En general, los resultados concuerdan con una
regulacion positiva deseable de penaeidina4 como se observa en L. vannamei y
Fenneropenaeus indicus desafiados con V. harveyi y V. parahaemolyticus,

respectivamente (Wang et al., 2010; Vaseeharan et al., 2012).

La Crustina es un péptido antimicrobiano muy importante en los crustaceos
decapodos. Este péptido muestra actividad antimicrobiana contra bacterias Gram
positivas y se ha encontrado en hemocitos granulares y plasma de crustaceos
(Schnapp et al., 1996; Vargas-Albores et al., 2004; Luna-Gonzalez et al., 2013).
Ademas, el gen crustina esta altamente regulado al alza en camarones (L.
vannamei) desafiados con V. parahaemolyticus y se ha demostrado su actividad
funcional clave contra AHPND (Visetnan et al., 2017; Li et al., 2018). En este
estudio, la expresion del gen crustina se incrementd significativamente en el
tratamiento con bacilos en el alimento. Asimismo, crustina en los hemocitos de P.
monodon tenia una expresion diferencial en respuesta a levaduras y bacterias
probidticas, y sus moléculas inmunoestimuladoras derivadas (Antony et al., 2011).
En ese trabajo, el probidtico Bacillus spp. (MCCB101) regularon positivamente el
gen crustina y aumentaron la resistencia contra la infeccion por WSSV en
camarones. La superéxido dismutasa elimina el radical anién superdxido producido
durante la fagocitosis y el estallido respiratorio convirtiéndolo en peréxido de
hidrégeno (H202). La SOD en hemocitos podria ser un biomarcador de la respuesta
inmune en L. vannamei (Campa-Coérdova, et al., 2002). En este estudio, la SOD se

incrementd significativamente en los tratamientos con bacilos en el alimento.
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Sorprendentemente, Kewcharoen y Srisapoome (2019) encontraron que los
camarones (L. vannamei) alimentados con B. subtilis AQAHBS001 mejoraron la
regulacion positiva de SOD en hemocitos y hepatopancreas contra V.
parahaemolyticus-AHPND. Ademas, otros estudios han destacado la regulacion
positiva del gen SOD y su bioactividad en camarones (L. vannamei) alimentados
con Bacillus spp. (Sanchez-Ortiz et al., 2016; Xie et al., 2019).

En el presente estudio, el crecimiento de camarén aumenté cuando se agrego B.
licheniformis BCR 4-3 al agua de cria (3 x 108 UFC/L) después de 29 d del periodo
experimental. Del mismo modo, Nimrat et al. (2012) encontraron que la
suplementacién de agua con especies mixtas de Bacillus aumenté el crecimiento
del camardon (L. vannamei). En contraste, Kewcharoen y Srisapoome (2019)
informaron que B. subtilis AQAHBS001 agregado al agua no afecto el rendimiento
de crecimiento del camardn (L. vannamei) después de 5 semanas de prueba
experimental. En general, estos diferentes resultados merecen mas investigacion,
aunque es bien sabido que varias especies de Bacillus pueden aumentar el
crecimiento del camarén (Zokaeifar et al., 2009; Zokaeifar et al., 2012; Madani et
al., 2018), probablemente, mejorando la digestibilidad de los nutrientes gracias a la
produccion aumentada de enzimas digestivas (Hoseinifar et al., 2017) y acidos

grasos de cadena corta (Pessione, 2012).

47



10.CONCLUSIONES

La inclusién de la microalga N. oculata en la dieta comercial de L. vannamei
incrementd su crecimiento y el indice de productividad y a su vez, B. licheniformis
BCR4-3 administrado a través de la dieta o el agua de cultivo protegio a L. vannamei
contra AHPND y aumento su respuesta inmunitaria. Debido a lo anterior, tanto N.
oculata como B. licheniformis representan una alternativa interesante para mejorar
la productividad de los cultivos de camarén y como tratamiento preventivo en contra
de enfermedades bacterianas como AHPND, sin embargo, aun se necesitan realizar

mas investigaciones al respecto, especialmente en granjas comerciales.
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