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GLOSARIO

Agentes Biologicos: Organismos vivientes que causan enfermedad o la muerte en

humanos.

ADN: Acido Dexosirribonucleico: Un 4cido nucleico compuesto de dos cadenas
polinucleotidicas que se disponen alrededor de un eje central formando una doble
hélice, capaz de autorreplicarse y codificar la sintesis de ARN. Soporte fisico de la
herencia en el 99 % de las espécies. La molécula bicatenaria esta formada por dos
cadenas antiparalelas y complementarias entre si. Formada por nucleotidos en los que
el azicar es desoxirribosa y las bases nitrogenadas son adenina, timina, citosina y
guanina. Excepto en los retrovirus que tienen ARN, el ADN codifica la informacion
para la reproduccion y funcionamiento de las células y para la replicacion de la propia
molécula de ADN. Representa la copia de seguridad o depdsito de la informacion
genética primaria, que en las células eucariotas estd codificada en la caja fuerte del

nucleo.

Antibiotico: (del griego = contra; bios = vida) literalmente destructor de la vida.
Término que comprende todas las sustancias antimicrobianas independientes de su
origen, ya sean derivadas de microorganismos (bacterias, mohos, hongos) de

productos quimicos sintéticos o de ingenieria genética.
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Antigeno (del griego anti = contra; genos = origen): Moléculas, generalmente

extrafias al organismo receptor, que inician la produccion de anticuerpos,

generalmente son proteinas o combinaciones de proteinas con polisacaridos.

Apoptosis: Muerte celular programada, suicidio celular. Cuando ello ocurre la célula
se encoge y desprende de sus vecinas. En su superficie aparecen burbujas (la célula
parece hervir) y la cromatina se condensa formando una o varias manchas cerca de la
membrana nuclear. Poco después se fragmenta en numerosos cuerpos apoptosicos

que engloban fracciones de las células siendo finalmente fagocitados.

Bacterias: Términd genéricos que cubre el conjunto de los micro-organismos
unicelulares con ntcleo desprovisto de membrana, con cromosoma Unico,
generalmente con una pared exterior y capaces de multiplicarse por escisiparidad.
Microorganismo unicelular procariota. Son los seres mas primitivos y resistentes que
habitan la Tierra. Ocupan todos los habitats conocidos, desde los hielos de la
Antartica hasta las profundidades de los océanos. Especies vivientes caracterizadas
por ser unicelulares y producir cambios en su estructura, capaces de ser cultivadas y

reproducidas por un elemento organico no vivo.

Cambio Climatico: Es el resultado de los cambios que se estan generando en nuestro

planeta debido a la acumulacion en la atmosfera de gases causantes del efecto

invernadero. Todo esto trae aparejado consecuencia muy graves como: el incremento
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de las temperaturas, derretimiento de los hielos, incremento del nivel del mar,

desertificacion, pérdida de la diversidad bioldgica, etc. Todo esto dara lugar a mas

hambre y miseria para la humanidad.

Cuticula (del latin cuticula diminutivo de cutis = piel): Capa de material graso:

cutina, que se encuentra extremadamente a la pared de las células epidérmicas.

Doble Hélice: La forma que toman las dos hebras de ADN cuando se encuentran

unidas.

Especie Introducida: Es la que se introduce en un habitat que no es el de origen.

Especificidad: Propiedad de los participantes en la respuesta inmune (antigeno,

anticuerpo o células sensibilizadas) de combinarse en forma selectiva con el reactante

correspondiente.

Exoesqueleto: Estructura que se encuentra por fuera del cuerpo de los organismos,

que les sirve como proteccion y sostén.

Factores Abiéticos: Son los factores fisicos y quimicos del ambiente que actian

sobre los seres vivos. Entre los mas relevantes se encuentran temperatura, humedad,

luz, presion hidrostatica, pH del agua, salinidad.
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Habitat: Espacio o area ecoldgicamente homogéneas caracterizado por un sustrato

materia (suelo, agua, etc) que constituyen el soporte fisico para que viva una

biocenosis. Sinénimo de biotopo.

Hospedero o Huésped: Organismos que representa la fuente de alimento, abrigo u
otras ventajas para un organismo de otra especie. Puede ser positivo (favorable) o

negativo.

Indicadores Ecolégicos: Se refiere a ciertas especies, que debido a sus caracteristicas
pueden tomarse como indicio sobre las condiciones ambientales de una zona

determinada.

Infeccién: Irrupcion en un organismo vivo de un agente extrafio microscopico

(microbio, virus, hongo) capaz de multiplicarse o de secretar toxinas.

Inmunidad: Capacidad de resistir, protegerse o inmunizarse frente a agentes
infecciosos. La inmunidad se debe a sistemas defensivos propios de los organismos:
Barrera de la piel, tubos digestivos asépticos y el especifico sistema inmunolégico
basandose en células y la actividad quimica de los anticuerpos. Tal resistencia puede

ser innata o adquirida.
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Inmunologia: Rama de la biologia que estudia los fendmenos inherentes a la

humanidad y, de una forma general, todos los procesos que tienen relacién con la

antigeneidad y con la elaboracion de los anticuerpos.

Inmunolégico: Relativo a los mecanismos que los organismos vivos poseen para

defenderse de las enfermedades infecciosas.

In situ: Término en latin que significa en el lugar. Acciones que se llevan adelante en

el lugar de interés.

Invernadero: Sitio creado para alojar a las plantas, con el fin de cuidarlas de las
acciones climaticas y mantenerlas en condiciones que ayuden a mejorar su

crecimiento.

Invertebrado: Animal sin huesos en la espalda, sin columna vertebral. Va desde los

protozoos hasta los insectos, gusanos, caracoles y ostras.

In Vitro: Locucion latina que se aplica a todo fendomeno observado fuera del

organismo y en particular, en laboratorio.

Larva: Fase de desarrollo de numerosos animales (batracios, insectos, crustaceos,

etc). Ejemplo: fase intermedia de desarrollo de los insectos, entre el momento que



salen del huevo y su transformacion en crisalida, que se diferencian del estado adulto

por su forma o modo de vivir. Pueden tener su habitat en el suelo, en el agua,
adheridos a vegetales o animales en forma parasita o no. Otros animales que pasan

por transformaciones larvales son: Las Anguilas, la langosta, el camaron, etc.

Letal: Se refiere a factores del ambiente, caracterizados por ocasionar la muerte del

organismo. O sea es fatal para su portador.

Letargo: Estado que consiste en la supresion durante un largo perfodo de las

funciones vitales y del uso de los sentidos.

Micra: Unidad de longitud para seres microscépicos correspondiente a la milésima

parte del milimetro.

Microbiologia: Disciplina médica que estudia los microbios y que agrupa la

bacteriologia, la virologia, la micologia y la parasitologia.

Microhabitat: Un &rea restringida especializada, donde prevalecen condiciones

diferentes del ambiente general.

Microorganismos: Término que se aplica a los innumerables organismos animales y

vegetales mintsculos que, por regla general, sélo son visibles con el auxilio de un
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microscopio. Incluyen bacterias, ciertos hongos y algas, asi como foraminiferos,

diatomeas y todos los mintusculos organismos flotantes que constituyen la vegetacion

flotante marina.

Patégeno: Agente que genera una enfermedad.

Patolégico: Término utilizado para los residuos provenientes de servicios de salud,

veterinarias o laboratorios de analisis clinicos, compuestos de guantes, gasas,

algodones, agujas hipodérmicas, restos de intervenciones quirtrgicas. Estos residuos

tienen alta peligrosidad.

Péptido: Polimero o cadena de aminoacidos.

pH: Valor numérico que describe la intensidad de 4cido o base (alcalina) de una

solucion. Técnicamente, pH es un logaritmo reciproco (negativo) de la concentracién

de iones en el hidrogeno (actividad hidrégeno i6n) en moles por litro.

Poblacion: Numero de individuos (plantas y animales) con caracteristicas similares,

que viven en un area dada y por un tiempo determinado.

RCP: 1) (PCR, de las iniciales en inglés Polimerase Chain Reaction): Método de

amplificacion de una secuencia de bases del ADN, ideado por Mullis, usando una
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polimerasa termoestable y dos cebadores (“primers”) de 20 bases de largo de Ia

secuencia a ser amplificada, uno complementario de las secuencias final de la hebra
(+) y otro de la otra secuencia final de la hebra (-). En razén que las nuevas cadenas
de ADN sintetizadas pueden subsecuentemente servir de moldes adicionales para la
misma secuencia de cebadores, sucesivos “ciclos” de anillado de cebadores,
alargamiento de la cadena y disociacion del ADN bicatenario formado, producen
rapidamente grandes cantidades de la secuencia original (amplificacién). La PCR
puede utilizarse para detectar una secuencia definida en una muestra de ADN. 2)
Reaccion en cadena de polimerasa: técnica de analisis del genoma mediante la
amplificacion ilimitada de porciones especificas del ADN, aunque sean minusculas.
Es un método revolucionario de amplificaciéon exponencial del ADN por la
intervenciéon de una enzima termoestable, la Tap polimerasa, inventado por el
americano Kary Mullis en 1985 por lo que se le concedio en 1993 el premio Nobel.

Es el proceso fundamental para la secuenciacion del Proyecto Genoma Humano.

Salinidad: Es una medida de la cantidad de sal en el agua o en el suelo. Se representa

en partes por millon.

Vacuna: Antigeno procedente de uno o varios organismos patdgenos que se

administra para introducir la inmunidad activa, protegiendo contra la infeccion de

dichos organismos. Es una aplicacién practica de la inmunidad adquirida.
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Virion: Unidad estructural de ios virus. Consta fundamentalmente de dos estructuras

imprescindibles: un acido nucleico (ADN o ARN) y una envoltura proteica (cépside).
A estas estructuras basicas se aflade en algunos casos una envoltura lipidica (peplos)

y/o espiculas de glucoproteina.

Virus (del latin virus = veneno): Agente infeccioso de naturaleza obligatoriamente
intracelular para sintetizar su material genético, ultramicroscépico y ultrafiltrable.
Consta de un acido nucleico (ADN o ARN) y un recubrimiento proteico. Entidad no

celular de muy pequefio tamafio. En estado extracelular son inertes.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucléico
AIDS Sindrome de Deficiencia Inmune Adquirida

ANOVA Analisis de varianza

BG Betaglucanos

BGBP B-1,3-glucanos fijadora de Proteina

& Grados celsius

Ca ++ ion calcio

CENAIM Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
CNA Camara Nacional de Acuicultura

Com. per. Comunicacion personal

CTAB cetyl-trimetyl-ammonium bromide

d dias

g gramo

h Horas

Ha Hectareas

HP Hepatopancreas

ICENV Virus Infeccioso Cuticular Epitelial (siglas en inglés)
ICTV Comision Internacional sobre Taxonomia de Virus (Siglas en inglés)
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THHNV Virus de la Necrosis Hipodérmica Hematopoyética Infecciosa

(infectious hypodermic and haematopoietic necrosis virus) siglas en

inglés.
Ind Individuos
kg Kilogramos
LPS Lipopolisacaridos
L litros
m Metros
mg miligramos
ml mililitros
NaCl Cloruro de Sodio
ng nanogramo
NOB Non-ocluded baculovirus
PBS Tampon fosfato salino sin Ca™" y Mg
PBS 1X Tampon fosfato salino con Ca™ y Mg, dilucién 1/10
PCR Reaccién de polimerizacion en cadena (siglas en ingles)
PG Peptidoglucanos
PH Potencial de Hidrégeno
p.i Post-infeccion
P-K Picknosis-Karriorrhexis
PL Post larvas
PO Fenoloxidasa
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proPO

SPF
SPR
™
TSV
pm

pl

ups
U.V.
WSD
WSSBV
WSSV

v/v

Sistema profenoloxidasa

Anidn superoxido

Camarones libres de patogenos (siglas en ingles)
Resistentes a Patogenos especificos (siglas en ingles)
toneladas métricas

Virus del sindrome de Taura (siglas en ingles)
micras

microlitro

unidades practicas de salinidad

ultravioleta

Enfermedad de la mancha blanca (siglas en ingles)
white spot syndrome baculovirus

Virus del sindrome de la mancha blanca (por sus siglas en ingles)

volumen /volumen
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RESUMEN

Este trabajo se enfoco en establecer la supervivencia de los camarones prejuveniles P.
vannamei cultivados en invernaderos y sometidos a temperaturas de mayor
susceptibilidad al patdgenc vy en comprobar el efecto de los inmunoestimulantes y/o
la preexposicion con antigenos virales sobre la supervivencia de postlarvas P.
vannamei desafiados al WSSV a temperatura alta. Para esto, se realizo dos
experimentos: El primero consisti6 en utilizar camarones provenientes de
invernaderos y bajar la temperatura (33, 28 y 24 °C), el experimento durd 21 dias y se
tomé varias muestras durante el experimento para analisis de histologia para
confirmar el estado de salud del camarén por tratamiento, hasta el final donde
encontramos animales de dos tipos de coloracion, rosados y azules. Los resultados
nos muestran que no existi6 mortalidad, en cuanto a los andlisis de histologia
mostraron que los animales que estuvieron mds infectados fueron los de coloracién

azul (45,45 % de animales muestreados), en tanto que el porcentaje de infeccion en

los animales de coloracidn rosada fue del 36,36 %.

En el segundo experimento se utilizaron animales SPF divididas en 3 tratamientos
(animales SPF, aplicacion de WSSV inactivo en Zoea y Misys y aplicacién de WSSV
activoen PL 12), los animales de cada tratamiento fueron separados en dos lotes y un
lote de cada tratamiento recibié glucanos mezclado con el alimento, dando como

resultado 6 tratamientos. El desafio duré 7 dias , obteniendo la supervivencia de el
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55,3 y 57 % para el grupo de animales con tratamientos SPF vs WSSV Inactivo y el

27 y 32% para el grupo de los animales con tratamientos SPF + glucano y WSSV
Inactivo + glucano. Se determind diferencias en niveles de infeccion mediante
histologia. Obteniendo los resultados que los animales mas infectados fueron los del
tratamiento 3 (tratados con Virus Inactivo). Los del tratamiento 1 y 5 (animales SPF
y animales tratados con WSSV Activo respectivamente) tuvieron similares grado de
infeccion, seguidos por los tratamientos 2 y 4 (animales SPF tratados con glucano y
animales tratados con Virus Inactivo + glucano) con similares grado de infeccion y
finalmente los animales del tratamiento 6 (WSSV Activo + Glucano). Los animales
de los tratamientos 3 y 5 mostraron infeccion en grado 4 con el 100 % de la poblacién
infectada. En los animales del tratamiento 6 no se encontrd células infectadas por
WSSV. Todos los camarones que murieron (agudos), manifestaron coloracion rojiza
del cuerpo y manchas blancas que fueron observadas en el interior del caparazon pero
no visibles a simple vista. Los camarones también mostraron aspecto lechoso y

movimientos erraticos.
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INTRODUCCION

El virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), es la amenaza mas seria que ha
afrontado la industria del cultivo de camardn en Asia (desde 1992) y América Latina
desde 1999 (Flegel et al., 1997; Lightner and Redman 1998b). Datos de la Camara
Nacional de Acuacultura (CNA) del Ecuador muestran que debido al WSSV, las
exportaciones de camarén cayeron de 115000 toneladas métricas (TM) en 1998 a
38000 TM en 2000, recuperandose a 47000 TM en 2002 y 50000 TM en 2003 (CNA,

Website).

El WSSV tuvo su origen en Asia entre 1992 y 1993 (Inouye et al., 1994; Zhang et al.,
1994), y actuo en forma devastadora en China, Japén y Taiwan. Posteriormente se
extendid a otros paises como Tailandia (Wongteerasupaya et al., 1995), Corea,
Indonesia, Vietham, Malasia e India (Chou et al., 1995; Wang et al., 1995). En
América Latina, se detecté por primera vez en 1999 en granjas camaroneras de
Honduras y Nicaragua, de donde pasé a Panama (pais eminentemente exportador de
larvas de camardn para cultivo) y de ahi se difundié rdpidamente por la region
afectando principalmente a Ecuador, Perti, Colombia, los paises centroamericanos y
México. Los efectos de la mancha blanca se han hecho sentir principalmente en la

zona del Pacifico sudamericano (Gonzalez, D.J. 2002) (Anexo. 1).



La sustentabilidad de la industria del camaron depende en gran parte del control de
enfermedades. Tedricamente, las estrategias profilacticas y de control del WSSV
incluyen buenas condiciones ambientales, un stock libre de patégenos especificos

(SPF) o postlarvas resistentes a patdgenos especificos (SPR).

La dinamica de ocurrencia de patégenos en sistemas acuaticos estd probablemente
modulada por parametros ambientales tales como salinidad y temperatura (De La
Pefia ef al., 1993; Bray et al., 1994; Jiménez et al., 2000). El cultivo de camaro6n en
particular estd sujeto a cambios climaticos debido a las practicas de cultivo que
influyen en la calidad fisicoquimica del agua, estos afectan el metabolismo, el
crecimiento, la muda y la supervivencia (Staples and Heales, 1991; Chen et al.,
1995). Por otra parte, la literatura reporta modificaciones en la respuesta inmune de
crustaceos provocadas por fluctuaciones de temperatura (Chisholm and Smith 1994,
Vargas-Albores ef al., 1998; Cheng y Chen 2000). Estas modificaciones en los
pardmetros inmunitarios podrian ser las responsables de las diferencias en la
susceptibilidad a las enfermedades, de acuerdo a las estaciones climéticas o a las

alteraciones de temperatura (Jiménez et al., 2000; Durand 1997).

La intensificacion del cultivo de camarén se ha basado en progresos en acuacultura
con una carencia de conocimientos de la fisiologia de penaeidos y a menudo con poca
consideracion de aspectos ecologicos. Por lo tanto, la prevenciéon y el control de

enfermedades de camarén necesitan un acercamiento integrado en el cual el



conocimiento de la inmunidad del camaron debe ser mejorado. Nuevas estrategias de

control incluyendo la vacunacion contra el WSSVserian sumamente deseables. Sin
embargo, los invertebrados carecen de un sistema de respuesta inmune adaptativo,
manifestando en su lugar una respuesta inmune innata (Kimbrell, et al., 2001).
Aunque considerado menos sofisticado, este sistema inmune innato es capaz de
reconocer y destruir rapida y eficientemente el material no propio, incluyendo

patogenos (Lee, ef al., 2002).

Las interacciones que el camardn tiene con su medio ambiente no son faciles de
interpretar, basicamente porque la respuesta fisiologica no solamente depende de
factores externos, sino también de factores internos o fisioldgicos, condiciones de
salud o condiciones nutricionales, etc. En esta complejidad de factores intrinsecos y
extrinsecos, las alternativas para controlar las enfermedades se han multiplicado
(Vargas-Albores et al., 1998). En los ultimos afios se ha impulsado el uso de
inmunoestimulantes. Los efectos protectores de varios immunoestimulantes han sido
reportados contra infecciones de WSSV, por ejemplo, la administracion oral de
péptidoglucanos o lipopolisacaridos en Penaeus japonicus (Itami et al., 1998;
Takahashi et al., 2000) y Penaeus monodon (Song et al., 1997; Chang et al., 1999).
La immunoestimulacion se presenta como una alternativa ya que los crustaceos no
poseen una respuesta inmune adaptativa basada en inmunoglobulinas que faciliten la

vacunacion (Soderhill and Thorngvist, 1997; Lee and Soderhaill, 2002).



La presente investigacion pretende determinar el efecto protector de los B-1,3-glucano

y/o la preexposicion con antigenos virales, sobre la supervivencia de camarones
prejuveniles Penaeus vannamei expuestos al virus activo, a una temperatura de
susceptibilidad al patégeno. Se analizé en un primer ensayo, la prevalencia para
WSSV de camarones prejuveniles (aproximadamente 1-2 g) provenientes de

invernadero y sometidos luego a bajas temperaturas.



JUSTIFICACION

La importancia de este estudio es investigar el efecto protector de los
inmunoestimulantes y/o la preexposicion con antigenos virales sobre la supervivencia
en camarones prejuveniles de P. vannamei infectados con WSSV. Se espera
recomendar medidas que se podrian aplicar para el control del virus WSSV, en los

cultivos bajo invernaderos.

El presente trabajo tratara de determinar el efecto de las caidas de temperatura sobre
la supervivencia de animales cultivados en invernadero. Se pretende saber ademas si
la inmunoestimulacion y/o la preexposiciébn a antigenos virales incrementa la
supervivencia a desafios con WSSV. Se espera que ésta informacion permita
recomendar estrategias de manejo del WSSV en invernaderos y en piscinas

camaroneras descubiertas.

OBJETIVO GENERAL
» Determinar el efecto protector de los 3-1-3-glucano y/o la preexposiciéon con
antigenos virales de WSSV sobre la supervivencia de camarones prejuveniles

P. vannamei expuestos al virus activo, a una temperatura de susceptibilidad al

patogeno.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Establecer la supervivencia de los camarones prejuveniles P. vannamei
cultivados en invernaderos y sometidos a temperaturas de mayor

susceptibilidad al patdgeno.

‘7/

Comprobar el efecto de los inmunoestimulantes y/o la preexposicion con
antigenos virales sobre la supervivencia de postlarvas P. vannamei desafiados

al WSSV a temperatura alta.

HIPOTESIS

La produccion de camarones en la época de verano se reduce significativamente por
la disminucion de la temperatura y es en ese momento, cuando en la produccion se
empieza a percibir mortalidades altas, podremos cultivar cuando desciende la

temperatura y tener supervivencias altas en los invernaderos.

Post-larvas cultivadas e inmunoestimuladas con B-glucanos y expuestas al virus
estarian mejor preparadas para enfrentar el desafio viral que las larvas no

mmunoestimuladas.



1. INCIDENCIA DE LOS VIRUS EN LA INDUSTRIA DEL CAMARON

A nivel mundial el desarrollo de la industria camaronera ha estado sometido a un
permanente estado de alerta sanitario y ha debido enfrentar un gran numero de
obstaculos que entran en el proceso productivo, especialmente los relacionados con
las enfermedades. Hasta hoy a nivel mundial han sido reportadas un numero
considerable de enfermedades de naturaleza infecciosa debido a agentes biologicos
principalmente causados por virus, bacterias, ricketsias, hongos, protistas y
metazoarios (Lightner and Redman, 1998). Las no infecciosas son originadas por
factores abidticos como sustancias quimicas toxicas, ambiente desfavorable,
desequilibrios alimenticios o factores genéticos (Lightner, D. 1996; Lightner, D.V., ef
al., 1997). Sin embargo los principales agentes causantes de enfermedades del
camardn son virus y bacterias asociadas, las primeras con el colapso casi absoluto de
esta industria en el continente asiatico (Alvaréz, J.D., et al., 2003; Bachere, 2000) y
en el Ecuador (CNA, Website). Se conocen veinte diferentes virus que infectan a
camarones peneidos. Estos son probablemente los mas importantes patogenos
encontrados en la industria camaronera (Lightner, 1996; Aguirre y Ascencio, 2000;

Hernandez-Rodriguez et al., 2001).

A finales de la década del 60 se dio inicio a la industria camaronera en el Ecuador, y
con ella naci6 una de las industrias de mayor crecimiento y tecnificacion en nuestro

pais. La misma ha evolucionado a través de mds de tres décadas, enfrentando



problemas tales como enfermedades, falta de financiamiento, sobre oferta mundial del

producto. Produciendo sin embargo, grandes beneficios para los involucrados en esta
rama productiva y para el pais en general como fuente generadora de divisas y
empleo. A finales del afio 2000 existian un total de 152.523 Ha concesionadas para la
crianza de camarén y 2.036 cultivadores, entre tierras altas y de playa, como lo vemos
en la Tabla No. 1. No obstante, desde la aparicion del WSSV, el sector camaronero
ha venido perdiendo su dinamismo, agravado por el incremento de la competencia

mundial.

Tabla No. 1. Criaderos de camarén.
Hectéreas concedidas y cultivadores

adores  Has

1976 6 439 0 0 1 20 2 300 3 119
1980 156 14.707 1 50 281D 104 10.944 23 1941
1985 940 93222 32 2241 112 5413 581 71.020 215 14.548
1990 1780 128071 136 4.363 347 10.716 877 90010 420 22982
1995 1994 139.710 170 6.846 404 12.089 972 96.587 448 24.188

20360 52503 = . 18019949 409 12.459 998 105482 449 24633

20

Fuente: Subsecretaria de Recursos Pesqueros.
Tomado de: Marriott, F. 2003

Los impactos sobre la produccion camaronera en Ecuador estan gobernados por la
naturaleza y fundamentalmente por eventos climaticos de gran escala (Calderon,
2005). Entre los principales hechos que han afectado negativamente al sector
camaronero tenemos en primer lugar el evento del Nifio, el mismo que causa
destruccion en gran escala de la infraestructura de piscinas por las fuertes lluvias e
inundaciones. La primera enfermedad significativa se llamé el “Sindrome de la

Gaviota”, provocado por vibrios pero nombrado asi por la tendencia de estas aves



marinas de acudir en masa alrededor de las piscinas con camarones enfermos. La
enfermedad atrofio el crecimiento de la industria a 4.000 TM durante un solo afio en

1989 (MC Clennen, 2004).

La segunda enfermedad significativa fue el “Sindrome de Taura™ (TSV); (Lotz ef al
1997), el cual aparecio a mediados del afio 1991 y fue detectado en octubre de 1993
en la poblacion de Taura, provincia del Guayas. El TSV ocasion¢ el cierre de 12.000
Ha de produccion en 1994 y su efecto se extendid por la zona del Golfo de Guayaquil

(Alday de Graindorge and Griffith 2001).

Quizas el peor embate que han debido afrontar los camaroneros hasta ahora ha sido el
virus de la mancha blanca, que fué detectado por primera vez en China a mediados de
1993, vy que se extendio a Japon y a toda Asia, excepto Filipinas que cerrd sus
fronteras y evito la entrada de larvas y camarones infectados, ocasionando elevados

indices de mortalidad.

Estas tres grandes enfermedades infecciosas mencionadas anteriormente se
presentaron durante anomalias térmicas negativas en el mar, evento la Nifla,
subrayando el efecto de la temperatura sobre la susceptibilidad del camar6n a las

enfermedades (CENAIM, Website) (Fig. 1).
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Figura 1: Enfermedades Infecciosas presentes durante anomalias térmicas negativas en el mar.
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El WSSV aparecié en Ecuador a fines de mayo de 1999 y se extendi6 a las cuatro

principales provincias productoras las cuales son: Esmeraldas, Manabi, Guayas y El
Oro (Fig. 2) (Calderon et al., 1999, Calderdn et al., 2000), generando una catastrofe

en la industria camaronera ecuatoriana.

Esmeraldas

[danalk

Bl Cro

Tumbes

Figura 2: Principales provincias productoras de Camaron en el Ecuador.
Fuente: Calderén et al., 1999
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1.1. EL VIRUS DEL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA (WSSV: WHITE

SPOT SYNDROME VIRUS)

1.1.1. Generalidades sobre el WSSV

Sin duda una de las caracteristicas mas importantes del WSSV es su gran poder de
propagacion, las multiples vias de infecciones y el amplio espectro de huéspedes,
tanto silvestres como cultivados que pueden actuar como reservorios y/o vectores
(FIDE Montesdeoca, M. 2002). Se sabe que no sdlo todas las especies cultivadas de
peneidos son sensibles a este virus, sino ademas cangrejos, cangrejos de rio (Lo et al.,
1996; Chen et al., 1997; Flegel et al., 1997) y otros crustaceos, incluso copépodos y
larvas de insectos acuaticos pueden ser infectados. El mayor riesgo lo presentan los
portadores asintomaticos que tienen facil acceso al estanque, como los cangrejos o las
especies de camaron plancténico, que van liberando particulas viricas o que
transmiten la enfermedad al ser ingeridos (Alday, V. 1999). Esta condicion poco
comun para los virus, lo convierten en un virus altamente peligroso para los

crustaceos (Shi ef al., 2000).

En casos severos, las mortalidades puede alcanzar 100 % entre los 3 y 10 dias
después de la apariciéon de los primeros sintomas (Wang et al., 1999; Mohan et al.,
1998; Nakano et al., 1994). El WSSV puede experimentalmente ingresar en

camarones por tres vias, inyeccion, inmersion de liquido homogenizante filtrado de



camarén enfermo (Chou, H. Y, et a/ 1995; Chang, C, F., et al 1999), e ingestion (Soto

y Lotz, 2001).

El agente causante de la mancha blanca es un virus de doble cadena de ADN (Wang
et al., 1995) (Fig. 3). Varias investigaciones lo denominan como baculovirus del
sindrome de la mancha blanca “white spot syndrome baculovirus” (WSSBV) (Lo ef
al.,1997), quienes clasificaron en un principio al virus del WSSV en el género
Baculovirus no ocluido “Non-ocluded baculovirus” (NOB), de la subfamilia
Nudibaculovirinae y de la familia Baculoviridae (Inouye et al., 1996; Murphy et al.,
1995), siendo esto aceptado en el quinto reporte de la Comisién Internacional sobre
Taxonomia de Virus “International Committee on the Taxonomy of Virus” (ICTV)
(Francki et al., 1991; Lo et al., 1997). Sin embargo en el sexto reporte de laICTV, la
pertenencia a la subfamilia Nudibaculovirinae y al género NOB fueron omitidos (Lo
et al., 1997), ya que el WSSV no tiene suficientes caracteristicas en comun con el
resto de los baculovirus. Estudios a nivel molecular han demostrado que el WSSV
pertenece a un nuevo grupo diferente a todos los virus conocidos y ha quedado
clasificado como virus “no clasificado” (Alday, 1999). Estudios realizados de tres
proteinas estructurales del virus demuestran que estas distan de ser homologas a las
proteinas estructurales de otros virus. Esta caracteristica (inica ayuda a sustentar la
idea de que WSSV puede representar un nuevo género de virus (Whiispovirus) o
quizas una nueva familia (Whispoviridae) (Van Hulten et al., 2000; Tsai et al., 2000).

Observaciones al microscopio electronico de secciones de tejido infectado y
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suspensiones virales del WSSV revelan su forma de varilla, una envoltura y un gran

nimero de viriones no ocluidos (Durand et al., 1997a). Los viriones completos
tienen un promedio de 83 nm de diametro y 275 nm de longitud, no se encuentra

cuerpos de oclusion dejados por virus en las células que han infectado.

-
K 0,

s 'y

A B C

Figura 3: (A) Agente Causante del Virus de la Mancha Blanca, (B) 350 nm de longitud, (C)
Estructura.
Fuente: Aqua In Tech Inc.

Ademas de su alta virulencia, el WSSV se caracteriza por ser poco especifico en
cuanto a su capacidad de invadir y afectar tejidos (Chang et al., 1996). Mediante
técnicas de histopatologia, se han encontrado evidencias de infecciéon y destruccién
celular en: tejidos mesodermal y ectodermal incluyendo el epitelio cuticular, tejido
conectivo, glandula antenal, branquias, tejido nervioso, organo linfoide, tejido
hematopoyético y principalmente en la ectodermis (Chang et al., 1996). El virus
también dafia el estdmago, las branquias, glandula antenal, corazén y ojos. Durante
las etapas posteriores de infeccion, estos 6rganos son destruidos y muchas células son

lisadas (GSMFC website).
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1.1.2. Signos Clinicos Externos

El virus recibié el nombre por los signos externos que producia cuando aparecié. Los
signos externos tipicos de camarones infectados con WSSV son una cuticula blanda
con manchas blancas que oscilan entre 0.5 y 2.0 mm de didmetro (Chau et al., 1995;
Wang et al., 1995; Lightner, 1996; Lo et al., 1997). Estas manchas representan
depositos anormales de sales de calcio en la epidermis cuticular, pero con frecuencia
son observadas en el inferior de la superficie del caparazén, en los segmentos
abdominales y en la parte externa de todo el cuerpo (Wang et al., 1999) (Fig. 4). Para
verlos mas facilmente, se arranca la cuticula de la cabeza y con la ufia del pulgar se
rasca hasta retirar la epidermis (Alday, V. 1999) la cuticula floja en los animales
afectados se desprende facilmente y se separa de la epidermis subyacente (Chou ef
al., 1995; Wang ef al., 1999). Sin embargo estos signos no siempre estan presentes, o
pueden presentarse sin la presencia del virus. Las manchas blancas, también pueden
ser provocadas por causas ambientales relacionadas con la concentracion de Ca"yel
pH del estanque (Alday, V. 1999). Los camarones afectados se encuentran en un
estado de letargia, nadando en forma lenta y erratica en la superficie o en los bordes
del estanque (Lo et al., 1998), observandose ademés una rapida reduccion del

consumo de alimento.



Figura 4: Signos Externos Tipicos de camarén infectado con WSSV. Manchas blancas sobre la
cuticula.

Fuente: Shrimp Disease Research. www.usm.edu/gerl/research/shrimp_disease.php
Por: Jeffrey M. Lotz, Ph.D.

Otros signos, es la coloracién palido rojiza de los camarones infectados, dada por la
presencia de cromat6foros expandidos y tal vez por la coloraciéon rosada de la
hemolinfa (provocadas por una inadecuada actividad PO plasmatica) (Rodriguez,
2000), la cual normalmente es azul verdosa. Adicionalmente se observa un
incremento en el nimero de hemocitos hialinos y aparicién en circulacién de

hemocitos de morfologia alterada (Montesdeoca et al., 2002).

1.1.3. Vias de transmision y propagacion del virus

El virus de la mancha blanca se transmite horizontalmente (Wang et al., 1999), esto

se refiere de animal a animal. Soto y Lotz (2001) demostraron que el WSSV se
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transmite mas por ingestion de tejidos infectados de animales moribundos o muertos,

al igual que sus mudas que por cohabitacion con vectores y reservorios o por contacto
con agua conteniendo particulas virales libres (Alday de Graindarge, V. 1999). Esta
forma de transmision es importante en la poblacién debido a que los camarones son
animales canibales (Chou et al., 1998; Rajan et al., 2000). No se ha demostrado
transmision vertical (del reproductor al huevo) a diferencia del caso del virus de la
necrosis hipodermica y hematopoyética (IHHNV). En el caso del WSSV se han
detectado oocitos infectados pero éstos no se desarrollan y degeneran. Sin embargo,
en el momento del desove, se liberan particulas virales que se adhieren a la superficie
de los huevos y pueden contaminar al animal, si estos no son desinfectados (Alday,

V. 1999).

1.1.4. Técnicas de deteccion del WSSV

1.1.4.1. Observacion de Signos Externos
En este caso, los signos externos pueden ser de gran ayuda como indicativos de una
anomalia. Pero como ya se ha dicho, no pueden usarse como unico medio de

diagnostico, se necesita recurrir a técnicas confirmatorias.

1.1.4.2. Tincién Réapida de Branquias
La fijacion rapida de branquias es una técnica que puede ser realizada por el personal

de la camaronera y que da una respuesta en 2 h aproximadamente. Esta técnica



permite identificar la enfermedad de la mancha blanca, cabeza amarilla, IHHNV,

vibriosis generalizada, micosis y epibiontes.

Una vez preparada la muestra se observa al microscopio y pueden detectarse los
cuerpos de inclusion caracteristicos, producidos por una infeccién con el virus de la

mancha blanca.

Un resultado positivo con esta técnica rapida confirma la presencia del virus. Sin
embargo, un resultado negativo no significa que el camarén no esté infectado,
necesita confirmarse por medio de histologia. En el caso de animales
indiscutiblemente enfermos no es necesario recurrir a técnicas de biologia molecular

que aunque nos pueden dar una respuesta son muchos mas costosas que la histologia.

1.1.4.3. Histologia

Es una técnica que da mucha informacidn, tiene sin embargo como inconvenientes
que es lenta (36 horas) y no es tan sensible como las técnicas de biologia molecular.
Para diagnosticar un proceso patologico, es necesario tomar animales que muestren

anomalias en su aspecto externo o en el comportamiento.

1.1.4.4. Reaccion de polimerizacion en cadena (PCR)

Si el animal no presenta signos externos de la enfermedad, no significa que no pueda

estar infectado. En este caso se debe detectar niveles muy bajos de infeccion para lo
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cual se necesita técnicas de biologia molecular que detectan y amplifican el DNA del
virus. La técnica mas adecuada es la PCR. Existe una variante de la PCR llamada
Nested PCR que equivale a una doble reaccion de PCR, haciéndola muchisimo mas

sensible (Alday de Graindarge, V. 1999).
1.2. SISTEMA INMUNE

El sistema Inmune se ha desarrollado para proteger a los organismos multicelulares
de sustancias extrafias (Vasquez et al., 1998; Lee ef al., 2002). Durante la evolucién
se han seleccionado dos tipos de sistemas inmune que proveen defensa interna contra
agentes infecciosos (Lee y Soderhill, 2002). EIl nombrado sistema de inmunidad
innata (natural) que consiste en la primera linea de defensa contra un agente
infeccioso y la inmunidad adaptativa (adquirida), caracterizada por la presencia de
anticuerpos y células especificas contra ese agente (Van de Braak et al., 1996). Asi

como el desarrollo de memoria inmunitaria.

El sistema de inmunidad innata es filogenéticamente el mas antiguo mecanismo de
defensa que se ha podido descubrir en todos los organismos multicelulares. Este
sistema es la primera linea de defensa que ayuda a limitar la infeccion en una etapa
temprana y confia en la linea de receptores codificados que reconocen y conservan el
presente modelo molecular sobre microorganismos (Fearon, et al., 1996; Medzhitov,

et al., 1997).

:



1.2.1. Respuesta Inmune de los Crusticeos

Contrariamente a los vertebrados, los crusticeos no poseen un sistema inmunitario
con memoria y estricta especificidad, debido a su incapacidad de producir
inmunoglobulinas (Hall y Soderhéll, 1984), receptores de células T y células de
memoria (Thornqvist y Sodrehdll, 1997; Arala-Chavez y Sequeira, 2000). Sin
embargo ellos poseen la capacidad de hacer frente a los patégenos invasores por
medio de mecanismos, celulares y humorales, en los cuales estan implicados los
diferentes constituyentes de la hemolinfa que operan para mantener la integridad del
organismo (Soderhédll and Cerenius, 1992). Este sistema inmune carece de la
complementariedad antigeno-anticuerpo caracteristica de los vertebrados, pero puede
reaccionar efectivamente para destruir los microbios invasores y agentes parasitos
(Christense & Nappy, 1988). Los mecanismos celulares implican directamente a los
hemocitos y generalmente estan relacionados con la respuesta inmune inmediata no
inducible, es decir con los mecanismos de defensa que se desencadenan
inmediatamente luego de que el animal ha sufrido la agresién del patogeno o una
herida (Johanson y Soderhdll, 1989). Existen tres tipos de hemocitos circulantes:
células hialinas, semigranulares y granulares (Bachere, 2000). Las células hialinas
estdn asociadas con la fagocitosis y las células granulares y semigranulares estan
relacionadas con la encapsulacién y con la produccion de melanina mediante el
sistema enzimdtico profenoloxidasa (proPQO), elmismo que es liberado de los

nemocitos en los sitios de infeccion. Los hemocitos son elementos cruciales en
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reacciones inmunes como la fagocitosis, eventos de nodulacion, encapsulacion,

citotoxicidad, coagulacion y almacenamiento de las enzimas de la cascada proPO
(responsable de la melanizacion) (Smith & Soderhidll, 1986; Van de Braak et al.,
1996; Thornquist y Soderhill, 1997; Johansson et al., 2000). Los mecanismos
humorales necesitan una estimulacion previa antes de activarse y estdn basados en la
presencia de factores microbicidas circulantes, los mismos que incrementan la
resistencia del huésped por un corto periodo de tiempo. En las defensas humorales
participan las proteinas plasmaticas, aglutininas (Ej. lectinas), enzimas hidroliticas,
péptidos antimicrobianos y factores microbicidas circulantes que mejoran la
eficiencia de la respuesta inmune (Van de Braak et al., 1996; Thornquist y Soderhall,
1997; Johansson et al., 2000). Ellos forman parte de la respuesta inmune inducida

(Chadwick y Dunphy, 1986).

Los decapodos tienen un sistema circulatorio abierto mediante el cual son distribuidos
nutrientes, oxigeno, hormonas y poseen solamente inmunidad innata (Vasquez ef al.,
1998). Los camarones poseen un sistema inmune innato rapido y eficiente para
reconocer y destruir material no especifico, incluyendo patdégenos (Van de Braak et
al., 1996). El primer mecanismo de defensa de un camardn consiste en sus barreras

fisicas, como el exoesqueleto.

El camardn como todos los crustaceos, necesita remover y reemplazar peridédicamente

su exoesqueleto rigido para seguir creciendo. El ciclo de muda ha sido dividido en



cinco estadios por Drach (1989) y son: postmuda (A,B) intermuda (C), premuda (D=,
D1, D2, D3) y exuvia (E). Este proceso es una fuente intrinsica de variaciones
etologicas, fisiologicas e inmunitarias. Dichas variaciones, sumadas a la pérdida de la
cuticula, son algunos de los factores que probablemente influyen en la resistencia y/o
susceptibilidad de los crustaceos a los patégenos. Asi, Le Moullac et al. (1997),
encontraron que P. stylirostris es mas sensible al vibrio patégeno AM23 durante la
premuda que durante la intermuda. Adicionalmente, Hasson ez al. (1999) reportaron
que TSV ocasiona la mortalidad de P. vannamei en D4 (tardia premuda) o en E
(exuvia). Por otra parte informacién anecdotica sefiala que los animales que mueren

por WSSV son blandos al tacto.

Los cambios bioquimicos y bioldgicos, asi como las modificaciones morfolégicas en
la epidermis de los crustaceos influyen también en el sistema inmune. Algunos
estudios sefialan cambios del hemograma durante el ciclo de muda. Tsing e al.
(1989), en P. japonicus y Le Moullac ef al. (1997), en P. stylirostri, encontraron el
mayor nimero de hemocitos durante la postmuda y el menor nimero durante la
intermuda. Similares variaciones fueron observadas, en Sicyonia ingentis en el cual
la mayor liberacion de hemocitos del tejido hematopoyético ocurrié en postmuda
(Hose et al., 1992). En cuanto a la férmula hemocitaria, el mayor nimero de
hemocitos granulares, ha sido observado en intermuda en P. stylirostris y S. Ingentis

(Le Moullac et al., 1997; Hose et al., 1992). En tanto que se ha reportado que el pico
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de las células hialinas ocurre durante el periodo de exuvia en S. Ingentis y en P.

japonicus (Hose et al., 1992; Sequeira et al., 1995).

Aunque las barreras externas son eficientes, muchos agentes infecciosos las
sobrepasan. Cuando éso ocurre, los agentes son rapidamente reconocidos como
“extrafios” o “no propios” por los mecanismos de vigilancia inmune del camardn,
mediados por los hemocitos y proteinas de la hemolinfa. Algunos de esos
mecanismos de reconocimiento también son capaces de desencadenar las reacciones
de defensa. Un ejemplo son las proteinas que reconocen y se unen a carbohidratos de
las paredes microbianas, lipopolisacaridos (LPS) de bacterias y B-1,3-glucano de
hongos.  Esos complejos proteina-microorganismos son fagocitados por los
hemocitos o encapsulados en nodulos y de esa forma eliminados (Granja, C. et al.,

2001).

El proceso de fagocitosis es facilitado por otras proteinas denominadas opsoninas,
que incrementan la union del agente infeccioso al hemocito. Entre ellas estan las
lectinas que reconocen carbohidratos especificos expresados en la superficie de virus,
bacterias, protozoarios, etc. Ademds, las lectinas parecen ejercer otros papeles
biolégicos como factores citoliticos y participacion en la muerte celular programada
(apoptosis), entre otros. Estudios recientes en cangrejos y artropodos también las
involucran en el reconocimiento de moléculas no propias. La diversidad y
especificidad de ese reconocimiento, puede de cierta forma, ser comparado al de las

inmuglobulinas en los vertebrados (Granja, C. ef a/ 2001).

o
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Otro mecanismo de defensa desencadenado concomitantemente por carbohidratos de

las paredes de los microorganismos es el sistema proPO. Las reacciones celulares en
invertebrados estan en su mayoria acompafiadas por melanizacién. La enzima clave
en la sintesis del pigmento melanina es la PO, la cual esta presente en la sangre de los
artropodos (hemolinfa) como una proenzima inactiva, la proPO. Esta proenzima es
activada por componentes de la pared celular microbial como los B-1,3-glucanos de
hongos, los LPS de bacterias Gram negativas o los peptidoglicanos de bacterias Gram
positivas (Johansson & Soderhill, 1989). En camarones, el complejo del B-1,3-
glucano con su proteina ligante (BGBP) al unirse a la superficie del hemocito
conduce a la liberacién de los granulos que contienen serina proteinasa. Esta enzima

se activa en presencia de Ca’" y fracciona la ProPO, transformandola en PO. LaPO

(4]

s una enzima bifuncional que cataliza la o-hidroxilacién de monofenoles y la
oxidacién de fenol en quinona, la cual polimeriza en melanina. Tanto los compuestos
ntermediarios de esa cascada como la melanina son toxicos para los
microorganismos. Asi, la eliminacion del agente agresor a través de este mecanismo
cenera regiones ennegrecidas ocasionadas por los depdsitos de melanina
melanizacioén), facilmente identificables cuando se localizan en la cuticula (Granja,

et al 2001). La proenzima ProPO es sintetizada por hemocitos granulares y

semigranulares.
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La coagulacion participa tanto en la homeostasis como en la eliminacion de

patogenos. La coagulacion puede ocurrir por dos vias independientes. En la primera,
proteinas coagulables (lipoglicoproteinas) de la hemolinfa se polimerizan bajo la
accién de una transglutaminasa dependiente de Ca™, producida por hemocitos y
células musculares, llevando a la formacion de un gel. La otra via de coagulacion es
del tipo de una cascada compuesta por zimogenos de serina semejante a la cascada de
coagulacion de los mamiferos. Tanto compuestos bacterianos como de hongos (LPS
y B-1,3-glucano) son inductores potentes de ambas vias. En resumen, la coagulacion
juega un papel importante no sélo en la homeostasis sino también en la defensa ya

que inmoviliza los organismos invasores (Granja, C. et al 2001).

Ademas de los mecanismos mencionados anteriormente, la respuesta inmune de los
camarones puede involucrar una serie de otros mediadores solubles de la respuesta
inflamatoria e interacciones con sus respectivos receptores, ya descritos en otros
invertebrados. Diversos investigadores han encontrado que células de esponjas,
equinodermos y moluscos producen polipéptidos inducibles semejantes a las citocinas
interleucina-1, interleucina-6 y Factor de Necrosis Tumoral. Esas moléculas
semejantes a citocinas activan las células fagociticas, incrementan la opsonizacion y
pueden tener inclusive actividad anti-viral, como las moléculas semejantes al

interferén producidos por insectos (Granja, C. et al., 2001).
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Al respecto Arala-Chavez y Sequeira (2000) concluyen que los invertebrados a pesar

de tener una muy baja diversidad de receptores para inmunoestimulantes comparado
con los vertebrados, pueden generar respuestas inmunes. Los B-glucanos aplicados
oralmente han estimulado una mayor produccioén de Anién Super Oxido (05 (Song y
Hseih, 1994; Chang et al., 2003), promovido la activacion de los hemocitos
circulantes en Astacus astacus y Carcinus maenas (Smith y Soderhdll, 1983), P.
monodon (Le Moullac et al., 1998; Chang ef al., 2000; Van de Braak et al., 2002), P.
vannamei (Lopez et al., 2003), e incrementado significativamente la actividad de la
PO en juveniles de P. monodon (Le Moullac et al., 1998) y P. vannamei (Lopez et

al., 2003).

1.2.2. Inmunoestimulantes

Aunque el camardn cuenta con un sistema eficaz de defensa inmunitaria, su cultivo ha
experimentado un descenso dramatico debido a la presencia de patdgenos. La crisis
que atraviesa la industria camaronera ecuatoriana a causa de la Mancha Blanca, exige
alternativas de manejo que permitan incrementar la resistencia de los animales, la
manipulacion del sistema inmune se vislumbra como tal. En los invertebrados, en
quienes la vacunacioén no es posible a causa de las particularidades de sus sistema
inmune, los inmunoestimulantes constituyen los principales candidatos para inducir

un estado de alerta inmunitaria (Rendén, L., et al., 2003).
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La calidad y eficacia de los inmunoestimulantes para inducir la alerta inmunitaria esta

en funcion no solo de la concentracion del inmunoestimulante en el producto
ofrecido, sino también de la estructura molecular, esta ultima hace al producto
reconocible o no por el sistema inmune y varia de un organismo al otro (Rendon, L.,

et al,, 2003).

Es importante hacer una distincién entre nutrientes e inmunoestimulantes. El
nutriente puede actuar como estimulante del sistema inmune de un animal
proporcionandole a las células, los materiales requeridos para su Optimo
funcionamiento. Este es un impacto indirecto sobre el sistema inmune del animal

(Newman, S. 2000).

Las vitaminas como C y E, minerales y otros nutrientes tienen este efecto en
mamiferos. Sin embargo, el camarén es fisiologicamente diferente de los mamiferos
0 peces y no se debe asumir que lo que funciona en éstos funcionara automaticamente
en camarén. Los inmunoestimulantes son compuestos que actan directamente sobre
las células inmunes, sobre sus propios mecanismos de inmunidad y no sobre la

“salud” de la célula (Newman, S. 2000).

Tedricamente el rol de los inmunoestimulantes es imitar una agresion microbiana,
alertando por esta via el sistema inmune (Ergstad, 1994). Los inmunoestimulantes

son extraidos de las paredes celulares de microorganismos como bacterias Gram



negativas (LPS), bacterias Gram positivas (peptidoglicanos), hongos, levaduras y

algas (B-1,3-glucanos).

Glucano es un término que se refiere a una cadena de moléculas de glucosa unidas
por diferentes tipos de fuerzas quimicas. Algunas de estas configuraciones tienen la
habilidad de ser un estimulante no especifico para que el camardn resista las

infecciones virales y bacterianas (Newman, S. 2000).

En lo concerniente a B-1,3-glucanos. Desde 1998 CENAIM ha acumulado
informacion sobre la dosis en mg/kg de alimento de un producto extraido de las
paredes de S. Cerevisaen desproteinizado y libre de mananos. Este producto utilizado
a una concenracién de 150 mg/kg de alimento incrementa tanto la respuesta inmune
de camar6n (Otero ef al., 2000) como la resistencia al WSSV en piscinas (datos no

publicados).

1.2.3. Inmunoestimulacion

La metodologia tradicional y ampliamente extendida de levantamiento larvario de
camarones peneidos asi como del cultivo en piscinas, involucra el uso de antibidticos
de forma regular durante gran parte del cultivo, con la finalidad de combatir
patdgenos importantes como vibrios (Le Moullac ef al., 1998). El uso de antibi6ticos
representa un riesgo debido a la reciente resistencia de las bacterias a éstos. Por otra

parte, no se pueden descartar efectos secundarios negativos como la depresiéon del



sistema inmune, reportado en peces tratados con oxitetraciclina (Le Moulac ef al.,

1998).

Una estrategia de mucha aceptacion es la utilizacion de probidticos. Se considera que
una microflora benéfica ademas de impedir la colonizacion de bacterias patégenas
podria incidir sobre la salud de los animales, induciendo a un mejor desarrollo de los
tejidos inmunitarios en los estadios de desarrollo larvario (Moriarty, 1999; Berger,
2000). Rengpipat et al. (2000) utilizando la bacteria probiotica (Bacillus S11)
demostraron incrementos significativos (p<0,05) en la supervivencia, el crecimiento,
la actividad fagocitaria y la actividad PO de P. monodon desafiados con la bacteria
patégena V. Harveyi. Guillian (2001) evaluando el efecto inmunoestimulantes de
bacterias probidticas asociadas al cultivo de P. vannamei, concluyd que las bacterias
benéficas aisladas de la microflora autdctona del hepatopancreas (HP) son
competidoras potenciales de bacterias patégenas. De las 80 cepas bacterianas aisladas
del HP de camarones silvestres, dos Vibrio hepataias y Bacillus sp, cumplieron con
los requisitos de alcanzar altos porcentajes de colonizacion (>50 %) en camarones de
1 g e inhibir tanto in vivo como in vitro, el crecimiento de V. Harveyi (Gullian, 2001).
Ademas muchos trabajos para probar el efecto de los inmunoestimulantes se han
realizado utilizando bacterina de Vibrios (Sung et al., 1996; Sung et al., 1998), o
compuestos extraidos de la pared celular de bacterias y levaduras (Sung et al., 1994,

Song y Hsieht 1994).
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Por otra parte, un método alterno o sinérgico a los probioticos podria ser el suministro

en larvicultura de inmunoestimulantes tales como los f-glucanos. Larvas saludables
con sus tejidos inmunes bien desarrollados podrian enfrentar con ventaja los desafios
microbianos en los estanques, o responder mejor a tratamientos de

inmunoestimulacion.

Los problemas virales para los cuales no existe la alternativa de los antibidticos, han
incrementado atin mas el interés en el tema, ya sea por que se ve en estas sustancias
una alternativa para aumentar la resistencia a los virus o como un medio para
controlar bacterias que puedan minar la salud de camarones infectados por virus. Las
sustancias inmunoestimulantes tienen la cualidad de alertar al sistema inmune y son
por regla general extraidas de las paredes de microorganismos. Los
inmunoestimulantes pueden excitar el sistema inmune de los camarones,
preparandolos contra los microorganismos patogenos. Asi existe evidencia de
proteccion contra vibrios (Sung ef al., 1994) e incluso contra el virus causante de la

Mancha Blanca, WSSV (Takahashi et al., 1997; Chang et al., 1999).

A pesar de la falta de informacion sobre estas sustancias en invertebrados, en
acuacultura los inmunoestimulantes han sido utilizados antes de conocidas
situaciones de estrés (manipulacién, cambios de temperatura o ambiente, cambio del
tipo de alimentacion, etc) o cuando hay algin incremento en la exposicién a

microorganismos patégenos y parasitos (blooms en el ambiente), o durante las fases



en que los organismos son mas susceptibles a infecciones (cambios de estadios de los

animales).

Sung (1996) ha realizado pruebas inmunitarias como determinacion de la actividad
del plasma contra E. Coli, la actividad PO y la produccion del anién superoxido por
parte de los hemocitos de camarén, para evaluar el efecto de tres inmunoestimulantes.
Dichos estimulantes fueron “antigeno” vibrio (células de vibrios muertas por calor),
B-1,3-1,6-glucanos extraidos de Sacharomyces cerevisiae y symozan, (paredes de S.
Cerevisiae). Como conclusion Sung determin6é que: (1) Algunas reacciones
microbicidas pueden estar involucradas en la eliminacion de vibrios invasores de la
hemolinfa del camarén. (2) Los tres inmunoestimulantes tienen la capacidad de entrar
al camarén via tratamiento de inmersidn, conduciendo asi a la activacion de factores
plasmaticos y de los hemocitos, asi como reforzando las actividades de produccion de
PO y de Oy, (3) Esta mejora en las reacciones microbicidas conduce a una rapida
respuesta es de corta duracion (Sung ef al., 1996). Estos resultados corroboran los
obtenidos por la misma autora utilizando los B-glucanos como inmunoestimulantes, y

evaluando la actividad PO para estudiar el efecto del estimulante (Sung ef al., 1994).



1.3. TIPOS DE CULTIVO DE CAMARON

La produccién de camar6n puede provenir de dos procesos productivos diferentes: la
pesca de camarén silvestre (de donde se obtiene aproximadamente el 60 % de la
produccion mundial en la actualidad) y la produccion acuicola. Aunque ambos
métodos son utilizados en todos los paises productores de camarén, el primer método
es la principal fuente de produccion en los paises asiaticos, de donde proviene el 75
% de la produccion total mundial de camarén, y el segundo método, la crianza de
camar6n en piscinas, es la principal fuente de produccion de los paises occidentales.
En la figura 5 podemos ver un resumen del ciclo productivo acuicola, desde la

obtencién de la materia prima (larvas de camaro6n) hasta su comercializacion.
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Figura 5: Ciclo de Produccién del Camardn en Acuicultura

Fuente: Fast 1992

Elaboracion: Tobey, James, er al

En la literatura se mencionan cinco clases de cultivo camaronero, que van desde
extensivo a ultra-intensivo, pero los mas utilizados son tres: extensivo, semi-
extensivo e intensivo. La mayor parte de granjas de camarén en Ecuador es del tipo
extensivo, aproximadamente el 60 % a mediados de los afios 1990. El 40 % restante
se ha desarrollado en un sistema semiintensivo, mientras que el sistema en granjas

intensivas ha sido de lento desarrollo (Mc Clennen, 2004).
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A continuacion se revisa con un poco mas de detalle cada uno de los tres tipos

principales de cultivo de camardn a nivel mundial, y en la Tabla N° 2 (reproducida de

Tobey et al, 1998) se presenta un resumen comparativo de las principales

caracteristicas de estos cultivos.

Tabla N° 2: Comparacién entre los tres principales tipos de produccién de camarén de cultivo.

Tamafio de Piscina

Manejo
Forma de piscina

Densidad siembra (por
ha)

Tasa de recambio de
agua (por dia)
Profundidad agua (m)
Alimentacion al
camaron

Tasa de supervivencia
Cosechas por afio
Demanda de energia
(hp/ha)

Mano de obra
(persona’ha)
Problemas
enfermedades

Costos de produccion
(por kg)

Costos de construccién
(por ha)

Rendimiento
(kg/ha/afio)

1100 ha
Atencién minima
irregular

5.000 - 30.000
5 — 10 % (mareas)

004 -1.0

Organismos ocurren con
flujo de agua natural (a
veces suplementado con
fertilizacion organica)

60 %

1-2

0=

S

0.15
minimos
Us$s1-3
bajo

50 - 500

5-25ha
Continuo, habil
Mas regular

25.000 — 200.000
10 — 20 % (bomba)

0.7-1.5

Alimentacion del
camardén aumenta con
organismos que ocurren
naturalmente

60 — 80 %

2-3

2-5

0.10-0.25

Usualmente
problema
U$$3-5

no €8

U$$ 15.000 — 25.000

500 - 5.000

Fuente: Fast 1992; Maur and Roberts 1982; Lumbegis and Friffin 1992.
Elaboracion: Tobey, James, ef al.

1.3.1. Cultivo Extensivo

0.01 -5ha

Continuo, habil
Cuadrado o rectangular
regular

200.000+

30 % (bomba)

1.5-2.0

Principalmente alimento
formulado (menos del 5
% de alimento por
presencia natural)
80-90 %

2.5-3

15-20

0.5-1

Pueden ser serios
J$85-7

U$$ 25.000 — 100. 000

5.000 - 10.000

El sistema extensivo es el que estd asociado a la capacidad de carga natural que tiene

el estanque, con densidades de siembra entre 3 y 5 juveniles por metro cuadrado,
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renovacion de agua por diferencia de pleamares, bombeo casi nulo y sin alimentacion

suplementaria. Este tipo de cultivo es propio de regiones en donde no existen ni
capital (infraestructura) ni recurso humano con especializacion técnica, y en las que
hay elevados costos crediticios y tierras baratas. Las piscinas son grandes (20 a 100
Ha generalmente) y debido al bajo costo de tierra y falta de capital, se construyen
utilizando un sistema de contencion consistente en una represa (hecha a mano
generalmente) en un curso de agua natural o canal, dando lugar a la formacion de una

piscina.

Los terrenos que se utilizan para la construccion de este tipo de piscinas son pantanos
de manglares y pampas salinas. Por la geografia del terreno, las piscinas poseen
forma y profundidades irregulares (de 0,4 a 1 m), y pueden contener abundante
vegetacion. La alimentacion y recambio de agua depende de las mareas, aunque a
veces se agregan fertilizantes y estiércol para aumentar el crecimiento de algas y dar
mas alimento a los crusticeos. La densidad de siembra se estima entre 5.000 y
30.000 camarones por Ha. La supervivencia y rendimiento son bajos, pero debido a
los bajos costos administrativos y financieros lo hacen un negocio atractivo y

rentable.

1.3.2. Cultivo Semi-extensivo

Es el método que mas se utiliza en Latinoamérica. Este sistema comprende una

densidad de siembra mayor a la que el sistema (natural) puede sostener por si solo.
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Las piscinas son de menor tamafio (5 — 15 Ha), de dimensiones mas regulares y

profundidades més uniformes, que permiten un mayor control sobre la siembra de

crustaceos.

Los costos de operacién y administrativos son mucho mas elevados que los del
sistema extensivo, ya que debido a la mayor densidad de siembra (25.000 a 200.000
juveniles/Ha) debe invertirse mas en alimentacion, mano de obra, controles de
produccién, y en utilizacion de diesel y gasolina para aireaciéon y bombeo para

recambio de agua (la cual es cambiada entre un 10 y 30 % por dia).

En este sistema se utilizan con relativa frecuencia estanques especiales para precria en
donde se colocan a los juveniles (silvestres o de laboratorio) hasta que alcanzan la
resistencia necesaria para poder ser sembrados en densidades menores en piscinas de
cria. En lugares donde no se siembran especies endémicas (como en el Caribe y la

costa este sudamericana) existe una alta dependencia de laboratorios.

Mientras mayor sea la densidad de siembra bajo este sistema, se crea una mayor
dependencia de la tecnologia, pues la probabilidad de que la cosecha falle por
enfermedades, alimentacion insuficiente, o estrés de las especies sembradas aumenta

con la cantidad de camarones por hectéarea.
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1.3.3. Cultivo intensivo

Este tipo de cultivos estd asociado con tasas de produccién extremadamente altas
(5.000 — 10.000 kg/Ha/afio), mediante una mayor aportacién de capital operativo,
equipo y mano de obra especializada, alimentacién, nutrientes, quimicos y agentes

quimioterapeuticos.

El tamafio de las piscinas es relativamente pequefio (0,01 — 5 Ha) y la densidad de
siembra es mayor (> 200.000 juveniles/Ha). El camar6n se cultiva por fases (1 hasta
5 fases), aprovechando la longitud y peso de los especimenes se siembran mayores
cantidades en los primeros estadios y menores cantidades a medida que crece el

o

camaron.

Otras caracteristicas de este tipo de cultivo, son los sistemas mecénicos de aireacion y
de circulacion (bombeo para recambio) del agua, el uso exclusivo de alimentacion
balanceada, y la dependencia de laboratorios de larvas para asegurar semilla sana y

libre de enfermedades.

Debido a la elevada densidad de siembra los controles deben ser efectuados
constantemente para poder detectar potenciales problemas y actuar a tiempo, ya que
los fracasos se pueden presentar frecuentemente y ocasionar pérdidas catastroficas en

as cosechas en muy corto tiempo.
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Ante el escaso progreso en la implantacion de técnicas de manejo que permitan
incrementar los niveles de produccion hasta un punto en que la actividad vuelva a ser
rentable, varios productores empezaron a realizar pruebas de cultivos intensivos en lo
que se denominé acuicultura en tierras altas (IN LAND). Estos sistemas consisten en

estanques pequefios (1 Ha) y el agua proviene de pozos con salinidades bajas.

1.4. INVERNADEROS, UNA ALTERNATIVA DE INTENSIFICACION

Los impactos sobre la produccion camaronera en Ecuador estan gobernados por la
naturaleza y fundamentalmente por eventos climaticos de gran escala. Asi como se
observan incrementos en las exportaciones en la época de los eventos El Nifio,
también vemos una marcada disminuciéon de las mismas durante las ocurrencias de
los eventos La Nifia. El evento de 1999 - 2001 ha sido uno de los eventos frios mas
intensos de los ultimos 50 afios y se mantuvo en forma sostenida con anomalias
negativas de temperatura por mds de 24 meses. Este periodo coincidié con la

ocurrencia de la epidemia del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) (Calderon, 2002).

Se estima que la temperatura 6ptima para el desarrollo de camarén L. vannamei es de
25 a 30 °C (Wyban et al., 1995; Ponce-Pelafox ef al., 1997). La dinamica de
ocurrencia de patogenos en sistemas acudticos esta probablemente modulada por
parametros ambientales tales como la salinidad y temperatura (De la Pefa et al.,

1993; Bray et al., 1994; Jiménez et al., 2000). La literatura reporta modificaciones en
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la respuesta inmune de crustaceos provocadas por fluctuaciones de temperatura

(Chisholm and Smith 1994, Vargas-Albores et al., 1998; Cheng y Chen 2000).

Una de las pruebas maés promisorias es el tratamiento de los animales con
temperaturas altas. A una temperatura de alrededor de 33 °C la formula hemocitaria
cambia permitiendo al camarén controlar la replicacion del WSSV y eventualmente
“limpiarse” del mismo. En pruebas de laboratorio el camarén sometido a tratamiento
térmico puede enfrentar una prueba de desafio con el WSSV sin presentar mortalidad
(Calderén, 2002). Del analisis de aproximadamente 2.000 ciclos de produccion
durante el periodo 1998 - 2001, se pudo observar que la prevalencia de WSSV esta
inversamente relacionada con anomalias térmicas. Esta informaciéon es muy
relevante, pues se puede observar que cuando las anomalias térmicas se encuentran
bajo -0.5 °C la prevalencia del WSSV es cercano al 50 %. Cuando las anomalias
empiezan a ser positivas la prevalencia del Virus decae. Es importante recalcar que la
prevalencia no estd indicando los resultados de la produccion, estd indicando
simplemente la cantidad de estanques camaroneros infectados en el sistema y por lo

tanto el nivel de riesgo en ese momento (Calderdn, 2005).

El aumento de las mortalidades por WSSV ha sido atribuido a elevadas temperaturas
del agua en China (Han ef al., 1998). Sin embargo, los agricultores y el personal de
extension de cultivos de camardn en otras partes han observado un aumento de la

severidad de la enfermedad WSSV asociada con la temperatura baja y otros factores
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relacionados como el aumento de las precipitaciones. La observacidn general ha sido
que las pérdidas epidémicas debido a WSSV lo que ocurren en menores

probabilidades durante periodos calientes.

Tanto supervivencias como producciones finales fueron mayores durante el verano
del hemisferio sur, entre los meses de enero y abril de los afios 2000 y 2001. Esta
estacidn esta caracterizada por lluvias y temperaturas ambientales mas elevadas. Sin
embargo, histéricamente las producciones han sido superiores en ésta época. Por un
lado, el incremento de la luminosidad estimula la productividad natural del estanque
mejorando las condiciones nutricionales del camaron, y por otro lado el incremento
de temperatura aceleraria el metabolismo del camarén traduciéndose esto en

crecimientos mas rapidos.

La temperatura del agua en los estanque de cultivo puede alcanzar valores entre 28 a
31 °C durante el invierno de diciembre a abril. Teichert-Coddington y otros (1994)
reportaron diferencias de produccion de camardn asociadas a la época y temperatura
ambiental en Honduras. Jiménez y otros (2000) encontraron una correlacion negativa
entre la prevalencia del virus infeccioso cuticular epitelial (ICENV al que otros
denominan TSV), y temperatura en granjas de cultivo de camaron en el Ecuador para
el periodo 1994-1998, sugiriendo que el clima frio podria ser un factor de riesgo que

precipite la ocurrencia de [CENV.
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De modo interesante, en varias especies de animales de sangre caliente, las ventajas
de la hipertermia en el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo aquellas
causadas por virus y cancer son conocidos (Pontiggio et al., 1996; Ge and Huang
200; Hildehrandt et al., 2000). Mas recientemente, la hipertermia ha sido aplicada
como una terapia experimental para pacientes con Sindrome de Deficiencia Immune
Adquirida (AIDS) (Pennypacker et al., 1995). La temperatura del cuerpo de animales
homeotermos es determinada principalmente por la temperatura del ambiente que
ellos habitan y la cantidad de radiacion solar que ellos absorben. En el caso de
invertebrados acuaticos, la temperatura del cuerpo depende principalmente de la
temperatura de agua (Feder 1999). La regulacion de temperatura de cuerpo es
alcanzada por ajustes conductuales como el movimiento entre microhdbitats. Sin
embargo, animales acuaticos generalmente son limitados a los cuerpos del agua que
varfan en temperatura segin el ambiente circundante. El camardn es incapaz de

termorregular y esta sujeto a la temperatura predominante donde vive.

Los estudios realizados por el CENAIM durante el afio 2001, demostraron que con
temperaturas del agua de 33 °C, el WSSV no provoca la muerte del P. vannamei
(Calderdn, J. ef al., 2003). Una de las alternativas propuestas para alcanzar estas

temperaturas es el empleo de invernaderos (Fig. 6).
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CAMARONERAS CON NUEVO SISTEMA
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Figura 6: Invernaderos de cultivos de camardn.

Su utilizacion implica el empleo de sistemas de cultivos intensivos a fin de que la
rentabilidad justifique los costos. Los invernaderos tradicionalmente empleados en
agricultura no son directamente aplicables a los cultivos acuicolas. Las caracteristicas

de la atmdsfera dentro del invernadero, la temperatura y humedad altas se enfrentan a
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nuevos retos tecnolégicos para hacer posible su manejo a escala comercial (Calderon,

J. et al., 2003).
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2. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA RESISTENCIA

AL WSSV DE CAMARONES PREJUVENILES Penaeus vannamei
MEDIANTE B-1,3-GLUCANO Y PREEXPUESTOS AL VIRUS DURANTE

CAIDAS DE TEMPERATURAS

El desarrollo de este trabajo se realiz6 en el Centro Nacional de Acuicultura en
Investigaciones Marinas "Edgar Arellano M." (Fundacion CENAIM-ESPOL), ubicado
en San Pedro de Manglaralto, 45 Km de Santa Elena (Provincia del Guayas). La parte

experimental se realiz6, durante el periodo de Septiembre del 2004 a Febrero del 2005.

2.1. BIOENSAYO I. EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE LOS
CAMARONES PREJUVENILES P. vannamei CULTIVADOS EN

INVERNADEROS ANTE CAIDAS DE TEMPEARTURAS.

En el estudio se utilizaron camarones prejuveniles de la especie P. vannamei (N =
720), con un peso promedio de 1,66 + 0,63 g., los camarones fueron obtenidos de un
invernadero, de la estacion experimental del CENAIM, localizada en la zona de
Palmar, 40 Km de Santa Elena (provincia del Guayas). Los animales fueron
trasladados a tanques conicos de 250 L. Los prejuveniles fueron aclimatados durante
24 h. Antes de la aclimatacion, se tomo una muestra de 50 individuos para detectar

por PCR la presencia del WSSV y determinar una prevalencia menor al 50 %.
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2.1.1. Disefio Experimental

Para el experimento se utilizé un disefio completamente aleatorio (Tabla N° 3). Las
unidades observacionales fueron camarones de 1,66 + 0,63 g. La poblacion se dividio
en tres lotes de animales. Animales mantenidos a 33 °C (poblacién A), animales
mantenidos a 28 °C (poblacién B). La tercera poblacion fue llevada a temperatura
ambiental 24 °C (poblacion C). Hubo 7 réplicas (unidades experimentales) por
tratamiento, existiendo 21 unidades experimentales. En cada unidad experimental
hubo 40 unidades observacionales. Cantidad equivalente a 80 ind/m” (n=40; N=960).
Los tanques utilizados para el experimento tienen una capacidad de 150 L, y un area
de 0,44 m®. Los datos obtenidos de peso e indices histologicos durante la realizacion
del ensayo fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) (DataDesk

6.1).

Tabla N° 3. Disefio Completamente Aleatorio.

i, 28 °C
T3 T ° Ambiente

2.1.2. Manejo del Experimento

El experimento se llevo a cabo en el laboratorio N° 23 durante el periodo comprendido
del 30 de Octubre del 2004 al 19 de Noviembre del 2004 (21 dias). La desinfeccion
de tanques se realizé antes y después del bioensayo con cloro granulado. El sistema
de aireacion incluy6 piedras difusoras y un sistema de circulacion de agua Air lift.

Este sistema se consigui6 instalando la piedra difusora en el tubo central, el cual tenia
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comunicacion con la cdmara inferior del tanque ubicado bajo el fondo de conchilla. De

este modo se consiguié que el agua recirculara a través de la conchilla (Fig. 7).

Figura 7: Unidades experimentales provistas de sistema Air lift

Cada unidad experimental cont6 con un protector plastico o tapa para evitar
contaminacién ambiental y pérdida de calor. La temperatura se controlé mediante el

uso de calentadores de barra (Fig. 8). La salinidad fue medida antes de la siembra con

un refractometro.

46



Figura 8: Calentadores de Barra

La alimentacion (5% de la biomasa) se basé en una dieta comercial, Molino 50 dada
en 2 raciones diarias. Se sifoned semanalmente. Se monitoreo la temperatura de los
tanques al igual que la mortalidad en intervalos de 4 horas. Se realiz6 un muestreo de

peso al final del bioensayo ( 336 animales/poblacion).
En dos ocasiones se tomaron muestras de agua para medir amonio.

Los animales utilizados en el bioensayo fueron analizados en cuatro ocasiones para

detectar el virus de la mancha blanca:
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1.- En la piscina camaronera antes de transportar un lote de camarones al CENAIM,
se tomé una muestra de 50 animales, la misma que fue analizada mediante la técnica
de PCR.

2.- En el CENAIM, a los 5 dias de haber empezado el bioensayo, se tomé 5 animales
de cada tanque para ser analizados por PCR.

3.- A los 17 dias, se tomé 5 animales de cada tanque.

4.- Al término del bioensayo (21 dias) se analizaron 5 individuos de cada tanque y se
recolectd para analisis de histologia 10 animales de coloracion rosadas y azules del

tratamiento con 33 °C.

Para el diagndstico de WSSV por PCR las muestras se preservaron en Etanol al 95 %.
En los mismos tiempos se tomaron muestras para histologia, las cuales se fijaron con
solucién Davidson y luego se las preservo en Etanol al 70 % hasta su posterior

! analisis.

' 2.1.3. Técnicas para la detecciéon del virus de la Mancha Blanca (WSSV)

2.13.1. PCR

La técnica de Reaccidon de Polimerizacion en Cadena (PCR) ha sido adoptada en la
acuicultura para la amplificacion de ADN de virus, bacterias e invertebrados (Lightner
y Redman, 1998). Para detectar el virus de WSSV se utilizé los iniciadores de

Kimura.
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2.1.3.1.1. Extraccion de ADN gendémico por CTAB

El material genético de los camarones fue extraido de la cabeza. La muestra de
camar6n fue homogenizada, macerada y desintegrada con la ayuda de un macerador
manual en tubos eppendorf con 500 pl de cetiltrimetilamonio bromuro (CTAB) y 40
ul de Proteinasa K. Fue incubada en bafio Maria entre 55 - 60 ° C por 2 h. Se
retiraron las muestras del bafio Maria. Cuando alcanzaron la temperatura del ambiente,
se adiciono a cada tubo 250 pl de Fenol y 250 pl de Cloroformo-isoamil. Las
muestras se homogenizaron manualmente y luego fueron centrifugadas a 15800 g. por
10 min. Se recuperd el sobrenadante y se adiciond 450 pl de cloroformo-isoamil. Se
centrifugd a 15800 g. por 6 min y al liquido sobrenadante recuperado se le adiciond
600 pl de Isopropanol (para precipitar el ADN) por 12 horas a -20 °C. El ADN fue
separado por centrifugacion mediante 10 min a 15800 g a 24 °C. El ADN precipitado
fue lavado con etanol frio al 70 %, centrifugado por 4 min a 15800 g, secado en la
estufa a 40 °C y resuspendido en 30 pl de H,O destilada doblemente filtrada (MiliQ).
La cuantificacion del ADN se realizé por espectrofotometria (Bio Photometer

Eppendorf) a ng/pL. dsDNA.

2.1.3.2. Histologia

2.1.3.2.1. Fijacioén o Preservacion

Las muestras se procesaron siguiendo el protocolo de Bell y Lightner (1988). En

resumen los animales (vivos) se inyectaron con fijador Davidson (0,1 a 10 ml
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dependiendo del tamafio del camarén). Primero directamente en la parte dorsal
(desde arriba) a nivel del hepatopancreas de manera lenta teniendo cuidado de no
reventar el hepatopancreas ni de traspasar la aguja de un lado al otro lado del animal.
De la misma forma se inyectd en las dos partes laterales en los siguientes lugares:
cabeza, el primer segmento abdominal, tercer segmento abdominal y luego en la cola

(Bell and Lightner, 1988) (Fig. 9).

1 ml

Figura 9: Proceso de Fijacion y Preservacion de Camaron

Fuente: Fanny Panchana

Las muestras permanecieron en ésta solucion durante 24 h. Después de 24 - 72 h

dependiendo del tamario del camaron, las muestras se transfirieron a etanol al 70 %.

Se retiré los camarones del etanol al 70 % y se separo transversalmente al camaron

entre el cefalotérax y el abdomen. Se dividio el cefalotorax justo en la mitad.
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La deshidratacién se realizé mediante bafios sucesivos de alcohol a concentraciones

crecientes (Tabla N° 4).

Tabla N° 4: Proceso de deshidratacién de muestras para histologia.

Etanol al 70 %
Etanol al 80 %
Etanol al 90 %
Etanol al 100 % 1
Etanol al 100 % II
Etanol al 100 % III
Xilol I

Xilol I

1h
1h
1h
1h

1h

Los tejidos se impregnaron en parafina en el procesador de tejidos automatico

(Procesador de Tejido Shandon).

Los cortes se realizaron utilizando un micrétomo (Micrétomo Shandon 0325). El

desparafinado se realizo mediante bafios sucesivos de xilol y alcohol (Tabla N° 5),y

las placas fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina (Tabla N° 6).

Tabla N° 5: Proceso de desparafinado de muestras para histologia.

Xilol 1T

Xilol I

Etanol al 100 % 111
Etanol al 100 % 11
Etanol al 100 % I
Etanol al 90 %
Etanol al 80 %
Etanol al 70 %
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Tabla N° 6: Proceso de tincion de “placas con Hematoxilina y Eosina.

Agua Destilada 1 min
Hematoxilina 18 min
Agua Potable 3 min
Agua Destilada 1 min
Eosina 1 min
Etanol al 70 % 1 min
Etanol al 90 % 1 min
Etanol al 100 % I 1 min
Etanol al 100 % 11 1 min
Xilol I 3 min
Xilol IT - 3min

2.1.4. Analisis Histologico

Los animales fueron analizados a nivel histologico, y se observd que grado de
infeccién con WSSV presentaban. Una vez detectadas las lesiones, se elaboraron
tablas e indices histolégicos que permitieron cuantificar los datos y encontrar el grado
de infeccion de los diferentes drganos. Ademas se observo si los tejidos presentaban
alguna otra anomalia (Picknosis-Kariorrhexis), o si por el contrario los animales
habian desarrollado algin mecanismo de defensa (infiltracion, capsulas o esferoides)
para eliminar el virus. Para definir el grado de infeccion con WSSV o de P-K se
siguié el procedimiento de Panchana (com. per.), el cual tiene 4 grado de acuerdo al

nivel de infeccion (Tabla N°7).

Tabla N° 7: Tabla de niveles de lesiones de manchas blancas.

Menor de 3 células infectadas Muy leve
Mayor de 3 - 20 células infectadas Leve
Mayor de 20 a 60 células infectadas Medio
Mayor de 60 a 100 células infectadas _Severo
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22. BIOENSAYO II. DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS

INMUNOESTIMULANTES Y/O LA PREEXPOSICION CON ANTIGENOS
VIRALES SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE POSTLARVAS P. vannamei

DESAFIADAS CON WSSV.

Las larvas provinieron de familias obtenidas de 6 cruces comerciales de
reproductores Libres de patdgenos especificos (SPF) provenientes de Estados Unidos
(Shrimp Improvement Sistem). 600.000 nauplios fueron levantados hasta postlarvas

en las instalaciones del CENAIM.

2.2.1. Disefio Experimental

Las larvas tuvieron 3 tratamientos 1) animales SPF. 2) Aplicacion de WSSV Inactivo
entre Zoea y Misys. 3) Aplicacion de Virus Activo en PL12. Los animales de cada
tratamiento fueron separados en dos lotes en el estadio PL27. un lote de cada
tratamiento recibié glucanos mezclado con el alimento, dando como resultados 6
tratamientos (Tabla N° 8). Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis
de varianza (ANOVA), verificando los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianzas.
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Tabla 8: Tratamientos utilizados en el presente estudio

“OMB

Tl SPF, sin glucanos

T2 SPF, con glucanos

T3 Virus Inactivo, sin glucanos
T4 Virus Inactivo, con glucanos
T5 Virus Activo, sin glucanos

16 Vi /elive, on BNCHReS

2.2.2. Manejo del Experimento

2.2.2.1. Preparacion de WSSV inactivada

La suspension viral usada en este estudio estuvo preparada experimentalmente con P.
vannamei infectado con WSSV siguiendo el protocolo previamente reportado por Wu
et al. (2002). Brevemente, la hemolinfa fue retirada en un volumen de 4 ml con bufer
de fosfato salino (PBS) de animales moribundos siendo dividido en alicuotas de 0.3 ml

y almacenado en -80 ° C.

Para la preparacion de formalina-inactivada de WSSV se utilizo formalina (0,5 % v/V),
la misma que fue afiadida a la suspension viral lista como se describi6 anteriormente.
El virus fue inactivado durante 10 min a 75 °C. Se retir6 la formalina mediante dos
centrifugaciones a 30000 g por 1 h a4 °C. Elpelet fue suspendido en PBS, y usado
como una vacuna, (vacuna inactivada de WSSV). La suspension viral fue diluida de
10 ml de PBS e inactivada durante 10 min a 60 ° C. Este protocolo fue tomado de

Namikoshi et al., 2004.
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2.3.3.2. Preparacion de WSSV Activo

2.2.2.2.1. Preparacion del Inoculo Viral

La solucién viral para la infeccion por bafio fue preparada siguiendo el protocolo de
CENAIM, el mismo que es un protocolo modificado de Chou et al. (1998). El WSSV
fue extraido de cabezas de camarones infectados P. vannamei diagnosticados como
positivos al virus. Siete g fieron macerados y homogenizados en tampdn TN 1X (20
mM Tris-HCL, 0.4 M NaCl, pH 7,4) en una relacion 1:5. La suspension fue
centrifugada a 780 g por 20 min. El sobrenadante fue filtrado a través de una
membrana de celulosa de 0.45 pm (ADVANTIC). La solucion fue mantenida en

hielo (pocos minutos) hasta el momento de la inoculacion.

Con la finalidad de contar con animales crénicamente infectados con WSSV
(infeccion sub-letal), se realizaron pruebas en las que se evalué la capacidad infecciosa
de 3 dosis de material infeccioso, (0.5, 1'y 2.5 % de la biomasa de los animales a ser
infectados) aplicadas como un homogenizado al agua (30 L). Se utilizo la sala
experimental #21, a la cual fueron trasladados 40 animales con un peso promedio de
3 -4 g, y distribuidos en 4 gavetas. La desinfeccion del local se realizo con cloro
liquido a 100 ups. antes y despu€s del experimento. El agua de mar fue esterilizada
con filtros de 0,25 pm y desinfectada con una solucién de cloro de 100 ups. El cloro

fue desactivado con 25 ups de tiosulfato de sodio (50 %). La poblacion de camarones
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fue aclimatada durante 2 d, y permanecidé en ayuno 24 h antes de la infeccion.

Posteriormente 10 camarones fueron infectados por bafo al 0,5 % de la biomasa (en
un volumen de 10 ml del indculo viral anteriormente descrito), 10 mas fueron
infectados con 1 % de la biomasa (20 ml del indculo viral) y los 10 siguientes con el
2.5 % de la biomasa (50 ml del inoculo viral). La infeccién se realizé6 a una
temperatura de 28 °C y duré 15 h. El grupo control (una gaveta), no fue infectado.
Pasado las 15 h p.i. se procedio a la distribucion de los camarones infectados en las
unidades experimentales, la misma que se realizo aleatoriamente. Las unidades
experimentales consistieron en frascos de vidrio de 3 L con un sistema de aireacion
permanente y tapas para evitar contaminaciéon ambiental. Los frascos fueron
distribuidos en 3 bandejas con calentadores de barra para mantener la temperatura de
manera estable a 28 °C. Se procedié a alimentar y a observar la aparicion de signos
externos. En base a estos se eligio 3 camarones infectados al 2,5 % de la biomasa para

infectar por cohabitacién a los animales SPF (expuestos a virus activo).

2.2.3. Exposicion al WSSV Activo

Se utiliz6 la sala experimental #21 a la cual fueron trasladados 1000 animales SPF a
una sola gaveta, ellos fueron aclimatados durante 2 d. En esa gaveta se instald los
animales seleccionados para la infeccién por cohabitacion dentro de una canasta de

malla para evitar la depredacion.

56



2.2.4. Inmunoestimulacion

2.2.4.1. Dietas

El B-glucano fue suplementado durante 9 dias a razon de 150 mg/Kg del producto
comercial incluido en el alimento. Cuando los camarones alcanzaron el estadio PL27,
de cada tratamiento se separ6 dos lotes de 500 animales en gavetas plasticas de 60 L,
con aireacion constante y récambio diario de agua. En una de las poblaciones se
aplicé B-1,3-glucano mezclado con el alimento artificial Molino 50 durante 9 dias
hasta el estadio PL36, los animales de la otra poblacion recibieron solamente Molino
50. Los camarones fueron alimentados cada 4 h (08:00, 12:00, 16:00, 20:00, 00:00,
04:00 h) 6 veces al dia. La racién inicial fue del 0,5 % del peso corporal, y se fue
ajustando conforme respondian a la alimentacién. Durante el experimento la

temperatura del agua se controlo con calentadores de barra.

2.2.5. Desafio con el WSSV y evaluacién de la supervivencia
Se realizaron dos experimentos usando larvas preinmunizadas. Los camarones tenian
un estadio aproximado de PL 43 y 45 respectivamente. En ambos experimentos se

evalu6 la supervivencia luego de un desafio con WSSV.
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2.2.5.1. Primer bioensayo

2.2.5.1.1. Disefio experimental

El bioensayo consistio en evaluar la supervivencia de los animales SPF y los animales
SPF tratados con WSSV inactivo. Las unidades observacionales fueron larvas PL46
camarones de aproximadamente 0,10 + 0.11 g. Se utilizé un disefio completamente
aleatorio con 20 réplicas (unidades experimentales) por tratamiento y 15 unidades
observacionales por réplica (n = 15; N=300 ). Las unidades experimentales fueron

recipientes de vidrio de 4 L de capacidad (carameleras) Fig. 10.

Figura 10: Recipientes de vidrio de 4 L. (unidades experimentales).
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2.2.5.1.2. Manejo del Experimento

El experimento se realizo en el laboratorio #1 durante el periodo comprendido del 29
Enero al 3 Febrero del 2005 (6 d). El desafio se realizé por medio de ingestion. El
extracto viral fue preparado en el CENAIM siguiendo el protocolo descrito por Chou
et al. (1998). Se realizaron dos aplicaciones de la papilla a intervalos de 3 h cada una.
Se administré aproximadamente el 0,5 % de la biomasa por unidad experimental.
Luego de 1 h de aplicacién se procedié a recambiar el agua a fin de evitar mortalidad

por degradacién de la calidad del agua.

El experimento se dividié en 2 fases y durante cada fase se anot6 el nimero de
camarones muertos por unidad experimental. La primera fase abarco observaciones
individuales por unidad experimental cada 2 h durante las primeras 72 h del
experimento. En la segunda fase las observaciones se realizaron cada 4 h cubriendo el

periodo entre las 73 y 144 h de experimentacion.

Después de 6 d se cosecharon los camarones sobrevivientes. Se tomd una muestra (5

camarones) de cada tratamiento para PCR ¢ Histologia.
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2.2.5.2. Segundo Bioensayo.

2.2.5.2.1. Disefio experimental

Se estableci¢ la hipotesis de trabajo de que las postlarvas PL46 cultivadas e
inmunoestimuladas con B-glucanos y expuestas al virus estarfan mejor preparadas para
enfrentar un desafio viral que las larvas no inmunoestimuladas. El bioensayo consisti6
en evaluar la supervivencia en los animales provenientes de los 2 tratamientos
sometidos a desafio con WSSV. Las unidades observacionales fueron los camarones
de aproximadamente 0,10 + 0,07 g. Se utiliz6 un disefio completamente aleatorio con
10 réplicas (unidades experimentales) por tratamiento y 10 unidades observacionales
por réplica (n=10; N=100). Las unidades experimentales fueron recipientes de vidrio

de 4 L de capacidad (carameleras).

2.2.5.2.2. Manejo del Experimento
El experimento se realiz6 en el laboratorio #1 (CENAIM) durante el periodo
comprendido del 29 Enero al 3 Febrero del 2005 (6 d). El desafio se realiz6 por medio

de ingestion siguiendo el método previamente descrito.

Cada 2 h a partir del momento de la infeccion, se retiraron los camarones muertos y

moribundos para el andlisis de supervivencia. Para el diagndstico de WSSV se

tomaron las muestras de sobrevivientes - cronicos a los 7 d p.i. después de finalizar el
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ensayo. Los camarones fueron fijados en Solucién Davison y analizados por

Histologia.
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3. EFECTOS DE LA DETERMINACION DE LA RESISTENCIA AL WSSV
DE CAMARONES PREJUVENILES Penaeus vannamei MEDIANTE p-1,3-
GLUCANO Y PREEXPUESTOS AL VIRUS DURANTE CAIDAS DE

TEMPERATURAS

3.1.ENSAYOI

3.1.1. Condiciones Experimentales

Con la implementacion del sistema Air-lift se mantuvo la calidad del agua. La
temperatura se mantuvo estable durante todo el experimento: 32.8+, 27.8+, 25+ °C.
La concentracién de O, disuelto estuvo alrededor de 0,5 mg/L valores que estan

dentro de los rangos permitidos.

Durante el experimento se recolectaron 2 muestras de agua, una al inicio del ensayo'y
otra al final del mismo para evaluar los niveles de amonio. La concentracién de

N-amonio se mantuvo por debajo de 0.09 mg/L.

3.1.2. Analisis de la Supervivencia
El ensayo durd 21 d, transcurrido este tiempo se procedio a contar y recolectar los
animales sobrevivientes registrando los signos externos, aspecto del tracto digestivo

(vacio o lleno), coloracion, etc. Se tomaron sub muestras para PCR (de todos los
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tratamientos) e histologia, muestredndose camarones con coloracién rosada y azules

de los tratamientos de 33 °C. Se verificé asi mismo el peso.

Durante el ensayo no se observo mortalidad en ninguno de los tratamientos.

3.1.3. Prevalencia Inicial y Final de la Poblacién de Estudio
El analisis de PCR en la poblacién utilizada para el estudio (animales del invernadero

#1) mostr6 una prevalencia inicial del 6 %, al 95 % de confianza.

3.1.4. indice Histologico de WSD

En el tratamiento de hipertermia se observé animales de color rosado. Este signo
clinico externo es muy comun de WSD, los cuales al ser retirados del agua se
encorvaban y luego de unos minutos morian, y animales de apariencia azules. Se
realiz6 el analisis histologico a animales de color rosado y azules para poder hacer

diferencias en cuanto a nivel de infeccion en sus tejidos.

El analisis histologico mostré que los dos grupos de animales (Rosados y Azules)
presentaron células infectadas (nicleos hipertrofiados, eosin6filos a basofilos y
cromatina marginada) en los siguientes tejidos: los Rasados. Cerebro, epitelio
cuticular general, tejido conectivo, intestino y branquias (Fig. 11) y los Azules.
Branquias, tejido conectivo, epitelio cuticular general y corazon (Tabla N° 9)

(Fig. 12).




Figura 11. Microfotografias de organos y tejidos de

| camaron L. vannamei de coloracion Rosados: (a
y b) Region Oral, barra 30 pm, (¢) Tejido Conectivo, barra 10 pm, (d) Boca, barra 10 pm. (H&E).
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anos y tejidos del camarén L. vannamei de coloracion Azul: (a)

Figura 12. Microfotografias de org
orazén, barra 30 pm (c) Estomago, barra 30 pm, (d) Branquias,

Ogano Linfoide, barra 10 pm, (b) C
barra 30 pm. (H&E).
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Figura 13: iﬁdicé Hiétolégi?:dae {VSD ae aﬁilﬁaléé 7Rosre;d(r)757 }IiAiul;s (iel t;z;tz;nie;t;de témperatura
33°C.

Los organos que se infectaron en ambos grupos de animales fueron el tejido
conectivo como se muestra en la Tabla N° 9, cerebro y branquias en los cuales la
severidad de la infeccién fue de grado 2 en la mayoria de los camarones. Los
animales que estuvieron mas infectados fueron los de coloracién azul (45,45 % de

animales muestreados), en tanto que el porcentaje de infeccion en los animales de

coloracién rosada fue del 36,36 %.
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Tabla N° 9: Lesiones de tejidos y porcentajes de camarones positivos para WSSV en la poblacion de
estudio (Rosados y Azules a 33 °C.)

T Glandula Antenal

0 0
e Epitelio Cuticular 1 1
j  Epitelio del Estémago 0 0
i Tejido Conectivo 1 1
d Tejido Hematopoyético 0 1
o Organo Linfoide 0 0
s Corazén 0 1
Tejidos Positivos (%) 28,57 57,14
Animales Positivos (%) 36,364 45,455
Total Animales Observados 11~~~ 11

Se observd ademas células vacias y con fragmentacion del niicleo encontrandose en
mayor proporcion tanto en nivel como en numero, principalmente en los animales de
coloracién azules (Fig. 14). Estas lesiones han sido observadas en animales enfermos
de WSD (Panchana, comunicacion personal). Sin embargo este signo no es tipico de

WSD y los resultados de PCR para WSSV fueron negativos en estos animales.

Se detectd infiltracién de hemocitos fundamentalmente en tejido conectivo del

estomago, también en corazon, apéndices bucales y branquias.
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Figura 14. Microfotografias de epitelio cuticular del estomago del camarén L., barra 30 pm. (H&E).

3.1.5. Analisis Microbiolégico
Se realizé analisis microbiolégico a camarones de coloracion rosada que estuvieron a
temperatura de 33 °C a manera de control y camarones que estuvieron a temperatura

ambiente. los resultado se presentan en la Tabla N° 10.

Tabla N° 10: Resultados de los nlisis microbiol6gico a los animales de coloracion rosada.

AM "~ TCBS =
Rosados 6.03x10 1x10
Azules 138’ O
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3.1.6. Analisis de Pesos Finales
El analisis de peso final mostréd que no existio diferencias significativas (p=0,15)
(Anexo 2) entre los tratamientos y que los animales tuvieron la misma tasa de

crecimiento (0.74 g/semana) independientemente de la temperatura (Fig. 15).

Peso (g)

Peso Inicial T° Ambiental T° 28°C T° 33°C

Tratamientos

Figura 15: Promedios de Pesos de animales de los 3 tratamientos Juego de 21 dias de cultivo y peso

Inicial.

3.2. ENSAYO 1L

A los 7 d de haber empezado el desafio con WSSV se tuvo que finalizan el ensayo
debido a que en uno de los tratamientos (Tratamiento N° 3) quedé un numero
reducido de animales necesitandose para el analisis histologico, 20 animales

sobrevivientes por tratamiento. E] desafio se lo realizé a temperatura ambiente.
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3.2.1. Analisis de la Supervivencia

32.1.1. SPF vs WSSV Inactivo. La mortalidad se inici6 a las 24 h p.i. El porcentaje
de supervivencia en este momento fue del 96,3y 99 % en los tratamientos (animales
SPF y animales pre-tratados con virus inactivo respectivamente). La mortalidad llegd
al 55,3y 57 % a las 72 h p.i no existiendo diferencias significativas (p=0,72)
(Anexo 3), la supervivencia final en los dos tratamientos fue de 12 y 9,7 % para los
animales SPF y aquellos pre-expuestos al WSSV Inactivo respectivamente, como se

muestra en la Fig. 16. La supervivencia de los animales del control no infectado fue

del 100 %.

Porcentajes (%)

Dias post-infeccién

—e— SPF Inactivo ‘

Figura 16: Curva de supervivencia de Post-larvas de L. vannamei de 2 tratamiéntos (SPF y WSSV
Inactivo) infectados con WSSV. Resultados de la presente investigacion. Elaborado por Yomara De la
Cruz Gonzalez.

32.1.2. SPE + Glucano vs WSSV Inactivo + Glucano. La mortalidad se inicio a las
24 h p.i. El porcentaje de supervivencia observado en este momento fue del 98 y 100

% en los dos tratamientos (SPF + Glucano versus Virus Inactivo + Glucano
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respectivamente), llegando a una supervivencia de 27y 32 % a las 96 h p.i, no existio

sin embargo diferencias significativa entre los tratamientos (p=0,43) (Anexo 4). La
supervivencia final en los dos tratamientos fue de 10y 17 % para los animales SPF +
glucano y los animales expuestos a WSSV tratados con Inactivo + glucano
respectivamente como se muestra en la Fig. 17. La supervivencia de los animales del

control no infectado fue del 100 %.

901\ RSP
| R
- =

0 e e R e

Porcentajes
4
o

Dias post-infeccion

—e— SPF+Glucano Inactivo+Glucano

Figura 17: Curva de supervivencia en Post-larvas de L. vannamei infectadas con WSSV de 2
tratamientos (SPF versus WSSV Inactivo e inmunoestimulados con p-1,3-glucano). Resultados de la
presente investigacion. Elaborado por Yomara De la Cruz Gonzalez.

3.2.2. Analisis histopatologico en la poblacién infectada por WSSV
Los resultados de histologia, obtenidos en la muestra de camarones tomados a las 168

h p.i mostraron que la infeccion experimental se habia realizado exitosamente.
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Se determiné diferencias en niveles de infeccion mediante histologia. En los tejidos
se investigo el grado de lesiones tipicas de WSD, necrosis, Picknosis, asi como la

respuesta celular del hospedero (hemocitos infiltrantes, esferoides).

Obteniendo los resultados que se muestran en la Fig. 18 y la tabla N° 11 donde se
observa que los animales mas infectados fueron los del tratamiento 3 (tratados con
Virus Inactivo). Los del tratamiento 1y 5 (animales SPF y animales tratados con
WSSV Activo respectivamente) tuvieron similares grado de infeccion, seguidos por
los tratamientos 2 y 4 (animales SPF tratados con glucano y animales tratados con
Virus Inactivo + glucano) con similares grado de infeccion y finalmente los animales

del tratamiento 6 (WSSV Activo + Glucano).
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Figura 18: indice Histologico WSSV de animales sobrevivientes de 6 tratamientos luego de ser
infectados experimentalmente. Cada punto es un promedio de 5 camarones.

Los animales de los tratamientos 3 y 5 (Tabla N° 11) mostraron infeccion en grado 4

con el 100 % de la poblacion infectada en los tejido hematopoyético, epitelio
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cuticular del estomago, 6rgano linfoide, glandula antenal, intestino, branquias, tejido

conectivo, corazén y epitelio cuticular general.

En animales de los tratamientos 1, 2 y 4, los tejidos infectados fueron: glandula

antenal, epitelio cuticular del estomago, tejido hematopoyético, intestino, branquias,

tejido conectivo y epitelio cuticular general, corazon; en animales de los tratamientos

1 y 4, 6érgano linfoide en los animales del tratamiento 2, dando como resultado el

80 % de infeccion en grado 4 de la poblacion analizada de los tratamientos antes

mencionados.

En los animales del tratamiento 6 no se encontrd células infectadas por WSSV.

Tabla N° 11:

T Glandula Antenal

e Epitelio Cuticular

j  Epitelio del Estomago

i Tejido Conectivo

d Tejido Hematopoyético
o Organo Linfoide

s Corazén

Tejidos Positivos (%)

Animales Positivos (%)

__Total Animales Observados

N A W

N W
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85.7
80
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3.2.3. Signos externos en la peblacién infectada por WSSV

Todos los camarones que murieron (agudos), manifestaron coloracion rojiza del
cuerpo y manchas blancas que fueron observadas en el interior del caparazon pero no
visibles a simple vista. Los camarones también mostraron aspecto lechoso y

movimientos erraticos.

Los signos externos en la poblacion que sobrevivio al desafio (cronicos) fueron:

aspecto lechoso, manchas blancas y cola roja.
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4. CONCLUSION

Mediante PCR se detecté una prevalencia para WSSV del 6 % en la poblacion

original del invernadero.

Se mantuvo la calidad del agua con el sistema Air-Lift sin recambios de agua,

manteniéndose un buen nivel de oxigeno y de amonio.

Los rangos de los valores de temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y pH,
correspondiente a los tres tratamientos estuvieron en rangos considerados

normales para el buen desarrollo de los camarones.

Posiblemente debido a la buena calidad del agua en el medio no existio
mortalidad por WSSV en ninguno de los tratamientos, a pesar de la presencia de

WSD detectado por histologia.

En cuanto a pesos por tratamientos no se encontro diferencia entre los

tratamientos.

No se encontr6 diferencias entre animales rosados y azules, ni en carga viral ni en

carga bacteriana.




En el analisis histologico de animales de color rosado y azules no se observaron

diferencias en cuanto al indice de WSD.

La supervivencia final de post-larvas de L. vannamei desafiadas con WSSV no se

increment® con el uso de B-glucanos.

Ninguno de los tratamientos mostré mejor supervivencia luego del desafio.

Los Tratamientos 5 y 6 no soportaron la reinfeccion.

El nivel de infeccién encontrado al tercer dia produjo mas del 50 % de la

mortalidad para todos los tratamientos.

El ANOVA de medidas repetidas no encontrd que los B-glucano tuvieran un

efecto positivo en la supervivencia durante el periodo 0 - 144 h post infeccion.

Los sobrevivientes del tratamiento 6 fueron negativos para WSD. Sin embargo

trabajar con este tipo de animales resulté poco practico. Ellos resultaron muy

sensibles obteniéndose pocos sobrevivientes antes del segundo desafio.
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DISCUSION

Este trabajo estuvo enfocado por una parte en encontrar si dentro del cuerpo de agua
de los cultivos en las camaroneras se encuentra el virus y si existe un brote de WSSV,

si se presenta una baja de temperatura por unos dias en el campo de cultivo.

La temperatura €s un agente externo principalmente muy importante en el sistema de
produccion. Con respecto a los resultados obtenidos con temperatura, €n el presente
estudio, no hubo diferencias significativas, a los 21 dias de experimento en cuanto a
peso, por ende se ha propuesto que a temperaturas mas elevadas exista mayor
resistencia a las infecciones por WSSV. Se ha evidenciado que temperaturas de 31 -
33 °C tienen un fecto protector sobre el impacto del WSSV en el camaron (Vidal et
al., 2001; Sonnenholzner et al., 2002b). Vidal ef al. (2001) observaron diferencias en
supervivencia de camarones cultivados en las costas del océano Pacifico (aguas frias)
versus aquellos de las costas del Caribe (aguas calientes). En Ecuador las mayores
supervivencias se reportaron en temporadas de invierno donde las temperaturas del
agua fluctaan entre 29 y 31 °C (Sonnenholzner ef al., 2002b); asi mismo desafios
experimentales a camarones con WSSV en campo Yy laboratorio corroboran estas
observaciones (Sonnenholzner et al., 2002%, 2002b, 2002c), no se observo mortalidad

en este bioensayo.
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Por otra parte se enfoco también en el estudio de los mecanismos de defensa celular
en camarones inmunoestimulados con B-glucano e infectados con WSSV pero
capaces de enfrentar la agresion viral. En la hipotesis de trabajo se postulé que los
animales inmunoestimulados con f-glucanos en etapas tempranas (PL27) durante 9
dias con B-1,3-glucano, estaban mejor preparados para enfrentar desafios virales que
los animales no inmunoestimulados 'y por ende deberfan tener mejores

supervivencias.

Para comprender como s€ manifiesta la defensa inmunitaria del camaron ante la
presencia de procesos infecciosos como las patologias virales, es importante
considerar el método de infeccion. En ensayos con infecciones virales o desafios, un
factor importante a considerar en el momento de analizar los resultados es la
eficiencia de la infeccién. Es importante poder asegurar que la infeccion ha sido
adecuada para atribuir la mortalidad de los animales a la exposicion al virus. Existen
varios métodos para desafiar de manera experimental a crustaceos en laboratorio
como: inyeccion de un extracto de tejido infectado (Tapay ef al., 1997; Chang et al.,
2003), inmersién en agua conteniendo extracto viral (Chou et al., 1995; Chou et al.,
1998) e ingestion de tejido infectado (Lightner y Redman, 1998). Se escogid el
método de infeccion por ingestion por ser el mas usado, porque recrea las vias de
transmision natural del virus durante los brotes (Lotz y Soto, 2002; Lightner et al.,
1998) y porque es la ruta dominante de infeccion una vez que la epidemia ha

comenzado en los estanques (Lotz y Soto, 2002).
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La desventaja de este método es que no se puede controlar la carga viral ya que se
administra el tejido infectado directamente (Soto et al., 2001) en contraste con los
métodos de inmersion 6 inyeccion en donde la carga viral puede ser manipulada
(Chou et al., 1998; Vidal ef al., 2001; Echeverria et al., 2002), e incluso disminuida

(Chang et al., 1999).

Los resultados demostraron que el efecto de los B-1,3 glucanos en grupos infectados
con WSSV inactivo tuvo un caracter selectivo, es decir que observa un efecto
significativo. Este efecto se Vvid reflejado como wuna respuesta a la
inmunoestimulacion en una solo grupo, el tratamiento 4 (éste grupo habia presentado

la mayor supervivencia en el bioensayo).

El andlisis de la supervivencia por el método ANOVA no detectd diferencias
significativas entre los tratamientos. Las primeras mortalidades se observaron a las 12
h post infeccion, registrandose una mortalidad acumulada del 50% a la 72 h. Se
considera que hubo una reaccién viral muy fuerte durante este periodo ya que
generalmente en los experimentos de laboratorio utilizando el WSSV las
mortalidades inician entre las 24 a 48 h post infeccion (Chou ef al., 1995; Lightner et
al, 1998). Al respecto Chou er al. (1998) sostienen que el WSSV tiene su pico de
replicacion en el periodo 24 a 48 h post infeccion y es capaz de infectar la totalidad

de los 6rganos (Chang ef al., 1996).
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Un factor que incidi6 en la mortalidad del presente ensayo fue el canibalismo el cual
se observé durante todo el desafio pese al esfuerzo por retirar los cadaveres en cada
muestreo. El consumo de los animales muertos implic6 una maximizacién del
proceso infeccioso y una mayor diseminacion del virus via reinfeccion. Este efecto
aditivo de cohabitacién y canibalismo se ha reportado también en experimentos
realizados con Macrobrachium rosembergii desafiados con el WSSV, encontrandose
un aumento significativo en el canibalismo y la tasa de mortalidad debido a la

presencia de animales muertos (Pramod-Kiran ef al., 2002).

Durante el periodo 56 a 156 h el cual esta caracterizado como un periodo de infeccion
aguda (Lotz y Soto, 2002) la mortalidad aumento vy el efecto B-glucano dejé de ser
significativo. En esta etapa las combinaciones WSSV Inactivo y p-glucanos PL27
presentaron las mayores supervivencias (17%). Una explicacion serfa que la alerta
inmunitaria inicial en los tratamientos con WSSV Inactivo y B-glucanos no pudo
sostenerse por mucho tiempo debido a su alto costo energético (Sanchez et. al.,
2001). Otra explicacion seria que la carga viral se haya visto favorecida por las bajas
densidades a las que se realizaron los ensayos, por los procesos de reinfeccion
debidos al canibalismo o por la concentracion viral de la papilla misma, todos estos
factores pudieron haber aumentado tanto la carga viral que finalmente superd la
capacidad inmunitaria del hospedero (Lightner et al., 1998). Las supervivencias

finales no fueron significativamente diferentes y variaron entre un 9,7 a 17%.
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En términos generales hay muy pocos camarones supervivientes en desafios de

laboratorio con el WSSV (Lotz y Soto, 2002). Al respecto Chou et al. (1995);
Lightner et al. (1998) reportan supervivencias finales entre 0y 2,9 % en desafios
virales utilizando 3% de biomasa de camarones infectados con el WSSV en un
periodo de 12 dias. Resultados similares de bajas supervivencias finales (12 %) son
reportados en desafios de 15 dias de duracion utilizando postlarvas (PL 15) de P.
monodon desafiadas con el WSSV e inmunoestimuladas con dosis de B-glucanos de 2

g/Kg de alimento (Chang et al., 1999).

Durante este ensayo solo se observo la mortalidad y no se midieron otros parametros
inmunitarios, sin embargo podria suponerse que la mayor supervivencia observada en
este periodo estaria relacionada con un aumento de la respuesta inmunitaria de los
animales que recibieron B-glucano (Rengpipat et al., 2000; Gullian, 2001) en especial
a una mayor actividad de los hemocitos hialinos los que no son infectados por el
WSSV (Wang et al, 2002) y pudieron estar comprometidos en procesos de
fagocitosis, encapsulacion 6 nodulacién de particulas virales justo al inicio de la

infeccién como una respuesta celular inmediata (Montesdeoca, 2001).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar el sistema Air-lift para mantener la calidad del agua en

Ja produccion de camarén.

Con las muestras de camarones recogidas durante los muestreos del primer
bioensayo se recomienda realizar analisis histologico para confirmar el grado
de infeccion de WSSV en los diferentes tejidos, tambi€n se recomienda
realizar hibridacion in situ para confirmar la infiltracion de los hemocitos

granulosos y semigranulosos en los tejidos infectados.

Se recomienda utilizar glucanos (B-1,3-glucano) en larvicultura dado sus

efectos benéficos como inmunoestimulantes.

De igual manera se recomienda realizar mas desafios virales utilizando
animales SPF y administrando B,1-3.glucano durante la primera fase de
crecimiento con la finalidad de obtener la suficiente consistencia estadistica
que reafirme los beneficios de esta estrategia de inmunoestimulacion ante

desafios con el WSSV.
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ANEXO 1

Extension y distribucion de WSSV.
Fuente: WHITE SPOT SYNDROME VIRUS, CSIRO et al.

Figure 8, Spreadt saed Distribution of WSS




ANEXO 2

Resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado en el programa Data Desk
6.1 de peso final del Ensayo 1.

DESIGN
Dependent variables

Name Code
Temp Tmp

Type of analysis: OLS ANOVA

Factors

Name Code Nested in FIR Kind
Datos Dt 0 Fix Disc

Partial (Type 3) Sums of Squares
Interactions upto 1 -way

No Modifications

RESULTS
General Results

18 total cases

ANOVA
Analysis of Variance For Temp
No Selector
Source df Sums of Squares Mean Square F-ratio Prob
Const 1 64.2222 64.2222 192.67 S 0.0001
Dt 12 101111 0.842593 2.5278 0.1574
Error 5 1.66667 0.333333

Total 17  11.7778

Results for factor  Df
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ANEXO 3.

Resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado en el programa Data Desk
6.1 de supervivencia de Post-larvas de L. vannamei de 2 tratamientos (SPF y WSSV
Inactivo) infectados con WSSV del Ensayo II.

Source df Sums of Squares Mean Square F-ratio Prob

Const 1 47,7946 47,7946 636,72 S 0,000
vrl 1 0,028571 0,028571 0,38063 0,5450
Subject 18  1,35114 0,075063 10,329 S 0,000
Repeat 6 15,3344 255574 351,68 S 0,000
vi*Rpt 6  0,026429 0,004405 0,60612 0,7249
Error 108 0,784857 0,007267

Total 139 17,5254
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ANEXO 4.

Resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado en el programa Data Desk
6.1 de supervivencia de Post-larvas de L. vannamei infectados con WSSV de 2
tratamientos (SPF versus WSSV Inactivo e inmunoestimulados con 3-1,3-glucano)

del Ensayo II.

Scurce
Const
vIT
Subject
Repeat
v/T*Rpt
Error
Total

108
139

Sums of Squares
46,5178

0,016071
1,67043
14,4037

0,055429
1,00657
17,1522

Mean Square
46,5178
0,016071
0,092802
2,40062
0,009238
0,009320

F-ratic Prob
501,26 S 0,0001
0,17318 0,6822
9,9571 S 0,0001
257,57 S 0,0001
0,99120 0,4350
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