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GLOSARIO.

Basofilo: Conforman el tipo de leucocito menos abundante en la sangre.

Bismarck Brown: Es un tinte diazo, se utiliza en la histologia para la tincion de

tejidos.

Citoquimicos: Son diferentes tipos de estudios que evaltan la actividad, la
morfologia y la conformacion y tipo de células en un determinado

lugar.

Cowdry: Son inclusiones nucleares eosinéfilos compuestas de acidos nucleicos y

proteinas.

Davidson: fijador que se utiliza en camarones para preservar tejidos, compuesto

por alcohol etilico y formaldehido.

Dietanolamina: Es un compuesto quimico organico que se utiliza en disolventes,

emulsionantes y aplicaciones detergentes.

Elisa: Es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de

generar un producto detectable

Endocitosis: Es un proceso por el cual la célula introduce moléculas grandes o
particulas, y lo hace englobandolas en una invaginacion de la
membrana citoplasmatica, formando una vesicula que termina por

desprenderse de la membrana para incorporarse al citoplasma.



Eosina: Es un colorante acido, por lo cual tifie sustancias basicas, a estas sustancias
basicas se las denomina eosindfilas (ya que tienen afinidad por los

sustancias cidas).

Eosinofilos: Estas células fueron descritas inicialmente por Paul Ehrlich en 1879,
y les dio el nombre de eosinofilos al observar que se tefiian

intensamente con ciertos colorantes acidos como la eosina.

Exocitosis: Es el proceso de transporte activo por el cual las células expulsan las
macromoléculas de su citoplasma, transportdndolas mediante
vesiculas hacia el medio externo y liberandolas mediante la

deformacién temporal de la membrana plasmatica.

Hematoxilina: Se utiliza en histologia para tefiir los componentes aniénicos
(&cidos) de los tejidos, a los que da una coloracion violeta. Tifie
intensamente los nucleos de las células, dado que estos contienen

acidos nucleicos ricos en radicales acidos.

Hipertrofia: Es el nombre con que se designa un aumento del tamafio de un tejido
cuando se debe al aumento correlativo en el tamafio de las células que
lo forman; de esta manera, el érgano hipertrofiado tiene células
mayores, y no nuevas. Se distingue de la hiperplasia, en que en esta

crece el nimero de células, no su tamafio.

Infecciones latentes: Algunos virus son capaces de persistir dentro de los tejidos
del hospedador durante largo tiempo sin producir una enfermedad
patente. Tales infecciones latentes pueden convertirse, en un momento
dado, en enfermedades agudas debido a factores externos que alteran

el equilibrio entre el hospedador y el parasito.
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Inmunofluorescencia: Es una técnica de inmunomarcacion que hace uso de
anticuerpos unidos quimicamente a una sustancia fluorescente para

demostrar la presencia de una determinada molécula.

Inmunohistoquimica: Es un procedimiento histopatoldgico que se basa en la
utilizacion de anticuerpos que se unen especificamente a una sustancia

que se quiere identificar (anticuerpo primario).

Kariorrexis nuclear: En esta etapa el nGcleo aumenta su tamafio, la cromatina
comienza a dispersarse, agrupandose alrededor de la membrana
nuclear, solo se observa en la necrosis, considerdndose como

patognomanico de esta.

Membrana peritréfica: Fina membrana no celular (quitinosa) que secreta el
intestino medio, con la cual envuelve la masa alimenticia y protege la

delicada capa epitelial del intestino medio.

Permount: Un medio de montaje de resina sintética a base de tolueno.

Picnosis: Denota una disminucion de tamafio nuclear con aumento de la basofilia

nuclear.

Sistema profenoloxidasa: Juega un importante rol en la inmunidad innata de los
crustaceos, particularmente en la cicatrizacion de las heridas y la

defensa contra los patdgenos.

Xileno: El xileno, xilol o dimetilbenceno, C6H4 (CH3)2 es un derivado dimetilado
del Benceno. Segun la posicion relativa de los grupos metilo en el
anillo bencénico, se diferencia entre orto-, meta-, o para- xileno (o con

sus nombres sistematicos 1,2-; 1,3-; y 1,4-dimetilbenceno).
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1. RESUMEN

La supervivencia del camardn blanco ante la presencia del virus de la mancha
blanca en piscinas, es sin duda uno de los grandes retos en las camaroneras. Los
factores de crecimiento IGF e IGFBP, son determinante para la supervivencia del
camaron. El presente estudio se enmarca en la determinacion del efecto de la IGF

y de la IGFBP sobre la talla de camarones Peneidos y su resistencia al WSSV.

Se separaron los camarones por su talla, pequefios y grandes. Una parte de estos
lotes se sembro en piscinas de la estacion CENAIM — PALMAR. Otra parte se
conservd en CENAIM. Al cumplir un promedio de 3 g estos ultimos se sometieron
a un desafio frente al virus de la mancha blanca, utilizando como control animales
domesticados. La mayor supervivencia se detectd en los camarones domesticados
con diferencias significativas con respecto a los grandes p = 0,009 < 0.05, mas no
con respecto a los pequefios. Se tomaron muestras de hemocitos antes y después
del desafio. Solo en los hemocitos de animales pequefios se detecto IGF antes del
desafio 261+40 y en los sobrevivientes 238+42 y unicamente en los sobrevivientes
grandes se detectd IGF 256+42. Se obtuvieron resultados negativos en la deteccion
de la proteina transportadora IGFBP. Se encontr6 mejor calidad de hemocitos en
los pardmetros inmunitarios en camarones silvestres pequefios, indicando un

posible efecto benéfico de la IGF.

En piscina luego del brote de la mancha blanca ya no se detectaron diferencias
significativas en el peso entre los animales pequefios y grandes. Ademas en las
piscinas sembradas con estos Ultimos hubo mayor pérdida de biomasa. Estos
resultados indican mayor mortalidad en los animales mas grandes del grupo de los

grandes.

Palabras claves: IGF, IGFBP, Deteccion, Inmunolocalizar.
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ABSTRACT

The survival of white shrimp in the presence of white spot virus in pools is
undoubtedly one of the greatest challenges in shrimp. The growth factors IGF and
IGFBP are crucial for the survival of shrimp. This study is part of determining the
effect of IGF and IGFBP about the size of shrimp Penaeids and resistance to WSSV.

Shrimp were separated by their small and large size. Some of these lots was sown
in pools station CENAIM - Palmar. Another part was preserved in CENAIM. When
completing an average of 3 g latter were subjected to a challenge against white spot
virus, using as domesticated animals control. The higher survival was detected in
domesticated shrimp with significant differences compared to large p = 0.009<
0.05, but not with respect to small. Hemocyte samples were taken before and after
challenge. Only in hemocytes of small animals IGF was detected before challenge
261 * 40 and 238 + 42 survivors and only in the great survivors IGF 256 + 42 was
detected. Negative results in the detection of the carrier protein IGFBP. Better
quality of hemocytes in immune parameters in small wild shrimp was found,

indicating a possible beneficial effect of IGF.
In pool after the outbreak of white spot and no significant differences were detected
in weight between small and large animals. Also in pools planted with the latter

there was a greater loss of biomass. These results indicate increased mortality in

larger animals large group.

Keywords: IGF, IGFBP, Detection, immunolocalize.
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2. INTRODUCCION

El sector camaronero en Ecuador pasa por tiempos de produccién y exportacion
fundamentales, en los dltimos siete afios el sector ha registrado un aumento
sostenido en sus ventas externas. El mayor mercado del camardn nacional es la
Union Europea, con el 40% de las exportaciones, seguido de Estados Unidos y Asia,
con un 30%, cada uno, CNA (2014).

El sistema inmune de crustaceos ha atraido considerable atencion en los ultimos
afios. Segun (Berger 2000; van de Braak et al., 1996), el camardn no posee un
sistema inmune adaptativo basado en especificidad y memoria (e.g., anticuerpos),
sino mas bien un sistema inmune innato que logra mediar defensas de corto plazo
ante infecciones bacterianas o virales. Los mecanismos de defensa innata del
camaron incluyen el sistema profenoloxidasa (ProPO), la expresion de péptidos
antimicrobianos (Destoumieux et al., 1997; Sdderhall et al., 1994) y reacciones
celulares (fagocitosis, formacion de nodulos y encapsulacion). Actualmente se
realizan investigaciones para evaluar y mejorar el estado inmune de los camarones,
asi como para establecer estrategias que permitan el control de los virus en la

acuicultura (Bachére, 2000).

Las barreras fisicas en los camarones estan representadas por el rigido exoesqueleto
y la membrana peritréfica, mientras que la respuesta inmune activa implica un
rapido cambio en el nimero de células circulatorias (hemocitos) y la sintesis de

nuevas proteina dentro de la hemolinfa (Pascual C, 2007).

Los hemocitos son las células que intervienen principalmente en la respuesta del
sistema inmune del camar6n. Segun Le Moullac et al. (1998), en las reacciones de
resistencia a patogenos del camardn, es muy importante el nimero de hemocitos

circulantes en la hemolinfa. Los camarones que poseen un alto nimero de



hemocitos resisten mayor a la infeccion que camarones con un bajo nimero de

hemocitos (Le Moullac op cit).

En respuesta a una variedad de estimulos, ante la presencia de virus en el medio,
la aparicién de la apoptosis en el camarén también es determinante para la
proteccion del organismo, al eliminar células potencialmente dafiinas o infectadas
(O brien, 1998; Hacker, 2000).

En vertebrados, existen evidencias de que la apoptosis puede activarse cuando la
muerte de la célula es deseada para mantener el buen estado del organismo (Cohen,
1993). Segun Granja et al. 2003; Rojtinnakorn et al., 2002; Lin et al., 2011) la
apoptosis parece manifestarse en diferentes tejidos, incluidos los hemocitos de
animales infectados por WSSV, la expresion de los mecanismos de apoptosis seria
mas importante en camarones resistentes al virus. Sin embargo, los factores de

crecimiento tendrian un efecto protector anti apoptosis sobre los tejidos inmunes.

La CHF (Factor Hematopoyético de Crustaceo) expresado en el tejido
hematopoyético de cangrejo de rio, bajo activacion de la astakina (promotor de la
fagocitosis), tiene un dominio IGFBP y su silenciamiento mediante ARNi provoca
la apoptosis de cultivos primarios de tejido hematopoietico, indicando que la
IGFBP actuaria en los crustaceos como un factor de supervivencia de los hemocitos
(Linetal., 2011). La IGFBP es una proteina que fija la IGF, la transporta y regula
su biodisponibilidad.

Cultivos primarios de OL (drgano linfoide) de camaron responden a la IGF como
factor de crecimiento proliferando tejido linfoide (José et al., 2012). En otras
especies, la IGF también es un factor de crecimiento y proliferacion celular, y actta
como un factor de supervivencia impidiendo la apoptosis de células normales (O”

Connor et al., 1997), pero también de células enfermas. Por lo tanto altas tasas de



IGF incrementan los riesgos de cancer, al impedir que células tumorales se suiciden,

activando o desactivando la apoptosis (Pollak et al., 2004).

Los factores de crecimiento IGF y su proteina transportadora podrian tener el rol
dual de inducir el crecimiento de los animales si ejercen su efecto sobre musculo o
tegumento, o asegurar la supervivencia y proliferacion de los tejidos inmunes si
ejercen su efecto sobre estos. En esta tesis se estudio si la IGF y la IGFBP estan
implicadas en la relacion inversa talla en peso y supervivencia observada en

camaron.



3. JUSTIFICACION

Durante la ultima década la acuicultura ha sido considerablemente reconocida por
su desarrollo y sus progresivos beneficios socioeconomicos; esta actividad
constituye uno de los sectores de produccion de alimento de mas réapido
crecimiento, mediante el aumento continuo de los volimenes de produccion asi
como también de su valor anual global (Montoya-Rodriguez; Lépez -Félix, 2000).
En ese contexto, la camaronicultura ha alcanzado niveles de gran importancia como
actividad econémica de rapido desarrollo, al contribuir a nivel mundial con el 30%

de la produccién (Martinez; Coérdova, 2002).

En los medios de cultivos de invertebrados, las infecciones virales son comunes,
pero se conoce poco acerca de la habilidad de estos organismos para controlarlas,
lo cual tiene su mayor dificultad en el hecho de que carecen de defensas antivirales
basadas en una inmunidad especifica (Kurosky et al., 2000). Los camarones
peneidos son afectados por aproximadamente veinte virus conocidos, la mayor
parte de los cuales han sido descubiertos a raiz de sus efectos negativos sobre los
cultivos (Aguirre y Ascencio, 2000), los que mayormente afectan al cultivo del
camaron son: El Virus del Sindrome de Taura (TSV = Taura Syndrome Virus); El
Virus de la Necrosis Hipodérmica Hematopoyética Infecciosa (IHHNV = Infectious
Hypodermal and Haematopoietic Necrosis Virus); El virus de la cabeza amarilla
(YHV = Yellow Head Virus); y el virus del sindrome de la Mancha Blanca (WSSV
= White Spot SyndromeVirus).

La Mancha Blanca causada por el WSSV, ha sido una de las patologia de mayor
impacto para el cultivo de camardn en el pais (Calderédn et al., 1999; Alday de
Graindorge & Griffith, 2000). La enfermedad puede ocasionar mortalidades de
hasta el 100% en los sistemas de produccion (Sahul et al., 2001). Actualmente,

existen pocas estrategias eficaces para amenorar su impacto en los sistemas de



produccion, estas se basan principalmente en el manejo y en las bajas densidades
de siembra. Ecuador ha optado por esta Gltima estrategia con resultados que han

permitido recuperar a la industria (Rodriguez et al., 2011).

Estudios para encontrar camarones resistentes al virus de la manchan blanca indican
que camarones resistentes al WSSV son pequefios y sus hemocitos tienen alta
expresion de IGFBP Insulin Grow Factor Binding Protein (Gutiérrez, 2008; Pérez
etal., 2002). Las IGFBP transportan el factor de crecimiento de tipo insulina (IGF)
y regulan su biodisponibilidad. Se ha demostrado que el IGF desempefia un papel
importante en la proliferacién celular (Jose et al., 2012), el desarrollo, el
crecimiento y la supervivencia (Gutiérrez, 2008). La funcién principal del sistema
inmune es proteger la individualidad bioldgica; asi que, su principal actividad es

diferenciar y eliminar todo material extrafio de sus tejidos (Vargas y cols., 1996).

Los mayores efectores de la respuesta inmune son las células de la sangre o
hemocitos (Gross et al., 2001); Por otra parte, en el cangrejo de rio, el factor
hematopioiético (CHF) tiene un dominio IGFBP e induce la supervivencia del
tejido hematopoietico) tejido responsable de la proliferacion de hemocitos; esos
resultados sugieren que la biodisponibilidad de la IGF incidiria no solo en el
crecimiento del camaron sino también en la resistencia (Lin et al., 2001). Es
importante para la sostenibilidad de la industria tener animales grandes y
resistentes, lo que se podra obtener a través de estudios relacionados a factores de
crecimiento, sus proteinas transportadoras y su rol tanto en resistencia como en

crecimiento.



4. OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto de la IGF y de la IGFBP sobre la talla de
camarones Peneidos y su resistencia al WSSV, mediante la
aplicacion de inmunoensayos, para obtener mejores resultados de
produccion.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Medir la IGF en lineas de camardn de distinta supervivencia

en desafios frente al virus de la mancha blanca.

2. Evaluar la expresion de la IGF en cultivos de camarones

Peneidos a distintas tallas.

3. Inmunolocalizar IGF, IGFBP en cortes histolégicos de

Penaeus vannamei de distintas tallas: grandes y pequefios.



6. HIPOTESIS

Hipdtesis nula: La IGFBP retiene la IGF en OL (6rganos linfoide), hemocitos y
TH (tejido hematopoietico), lo que refuerza la inmunidad de los camarones, pero

disminuye su biodisponibilidad para el crecimiento.

Hipdtesis alterna: La IGFBP no retiene la IGF en OL (6rganos linfoide), hemocitos
y TH (tejido hematopoietico), por lo que no refuerza la inmunidad de los

camarones, y no disminuye su biodisponibilidad para el crecimiento



7. MARCO TEORICO

7.1. Produccién camaronera ecuatoriana.

En tan solo seis meses luego de la aparicion del virus de la mancha blanca en el afio
1999, se obtuvieron pérdidas de hasta 63000 toneladas de camaron cultivado, por
un valor de 280 millones de ddlares Americanos (Alday de Graindorge & Griffith
2000).

La camara nacional de acuicultura confirma que las exportaciones de camaron
redujeron drasticamente de 94 millones de TM en 1999 a 37 millones de TM en el
2000, que se mantuvieron en niveles relativamente bajos en el 2001. A partir del
2002 el sector camaronero vié una recuperacion gradual de los niveles de
produccién, habiéndose alcanzado en el 2010 una produccion de 133 millones de
TM aproximadamente (CNA 2010) (figura 1), alcanzando a finales del 2014
52.893, 515 libras y aproximadamente 2000 millones de dolares (CNA 2014)
(figura 2).

EXPORTACIONES ECUATORIANAS DE CAMARON
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Fig 1.- Curva de recuperacion anual de exportaciones de camarédn desde el afio de 2002.
Fuente: Datos tomados del CNA (Camara Nacional de Acuacultura, 2010).
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Fig 2.- Curva mensual de recuperacion de exportaciones de camarén desde el afio
de 2011 - 2014. Fuente: Datos tomados del CNA (Camara Nacional de Acuacultura,
2014).

7.2. Limitantes para la camaronicultura en el ecuador

La Acuicultura representa un importante sector de la produccion alimenticia
mundial creando una valiosa fuente de proteinas, empleo, ingresos y oportunidad
de seguridad alimenticia para los paises en desarrollo dedicados al cultivo de
camaron; Penaeus vannamei, es una de las especies predominantes para el cultivo

en granja a nivel mundial (FAO, 2006).

Sin embargo este cultivo se ha visto afectado por enfermedades, dentro de las
enfermedades estén las infecciosas y las no-infecciosas (Lightner y Redman, 1998).
Las primeras son causadas por bacterias y virus, (Bonami, 1997; Lightner y
Redman, 1998). Hasta la actualidad el mas devastador el virus ha sido el WSSV

como mencionan Natividad et al. (2008). Las enfermedades no-infecciosas estan




ligadas a factores no bidticos, tales como toxicos quimicos, ambientes

desfavorables, desbalances nutricionales y factores genéticos

Los cultivos de camar6n son afectados por cerca de veinte virus conocidos, la mayor
parte de los cuales han sido descubiertos a raiz de los efectos negativos en la
acuicultura (Aguirre y Ascencio, 2000), entre ellos los que mayormente afectan al

cultivo son:

Virus del sindrome de Taura (TSV = Taura Syndrome Virus), aparecio en
Ecuador en 1992 (Jiménez, 1992) y se expandio rapidamente por América Central
y Texas donde caus6é masivas pérdidas de produccion. Este virus ataca a juveniles
de entre (0.1 a 0.5 g) quienes mueren durante la muda; (Hasson et al., 1995;
Lightner et al., 1995) P. vannamei, P stylirostris y P. setiferus son las principales

especies afectadas (Fig 3).

Fig 3.- Juveniles moribundos de P. vannamei con TSV en fase aguda, telson y
urépodos de color rojo intenso. Fuente redalyc.org.
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Virus de la Necrosis Hipodérmica Hematopoyética Infecciosa (IHHNV =
Infectious Hypodermal and Haematopoietic Necrosis Virus). Se encuentra
ampliamente distribuido en ambos hemisferios; afecta a camarones juveniles y
adultos de P. stylirostris, P. monodon y P. vannamei tanto silvestres como de
cultivo (Aguirre y Ascencio, 2000). EI virus se caracteriza por causar infecciones
persistentes y latentes, ocasionando grandes pérdidas. Segun (Lightner etal., 1996)
P. vannamei es relativamente resistente al virus pero su presencia esta relacionada
con enanismo o deformaciones, obteniéndose afectando la calidad final del

producto y obteniéndose pobres resultados de produccién (Fig 4).

Fig 4.- Micrografias electrénicas de transmision de preparaciones purificadas (por
ultra centrifugacion en sacarosa o cloruro de cesio gradientes) de los virus de
camarones peneidos tefiidas con un 2% de la PTA IHHNV. Department of
Veterinary Science and Microbiology University of Arizona, Tucson, AZ 85721
USA.

Virus de la Cabeza Amarilla (YHV = Yellow Head Virus). Aparecio Tailandia
en 1990 (Cowley et al., 1999), causa infecciones latentes e infecciones abiertas,
afecta a peneidos en general, siendo P. monodon la especie més susceptible
(Shankar y Mohan, 1998) (Fig 5).
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Fig 5.- Micrografias electronicas. Virus del sindrome de la cabeza amarilla (YHV)
30,000 X. De la Rosa-Veélez, J. y J. R. Bonami. 2006.

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV = White Spot Syndrome
Virus). Se detectd en Asia en 1992 y se propag6 por diferentes paises del Asia y
América. Hasta el momento es el virus mas letal para camar6n y ha causado
grandes pérdidas a la industria con mortalidades de hasta un 100% (Van Hulten,
2001) (Fig 6).

Fig 6.- Deteccion de WSSV mediante hibridacion in situ en corte histologico de
tejido epitelial de camar6n P. chinensis. (Shi, 2000).
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7.3. Generalidades del virus del sindrome de la mancha blanca Virus (WSSV)

El virus WSSV pertenece al género Whispovirus y familia Nimaviridae (ICTVdB,
2009) es un virus envuelto (envoltura trilaminar), no-ocluido, de forma baciliforme
dotado de un apéndice filamentoso (Chou et al., 1995; Wongteerasupaya et al.,
1995; Durand et al., 1996; Escobedo-Bonilla et al., 2008). Los viriones pueden
medir entre 210 y 380 nm de largo y, entre 70 y 167 nm de ancho (Flegel y Alday-
Sanz, 1998; Park et al., 1998; Rajendran et al., 1999; Escobedo-Bonilla et al.,
2008). Durand et al., 1996; Nadala y Loh, 2000, la nucleocapside tiene 14 anillos

el genoma es de DNA de doble cadena circular de aproximadamente 300 kpb

Los signos clinicos de los animales enfermos incluyen: nado lento o errético,
pérdida del apetito, manchas blancas en la cuticula que oscilan entre 0.5y 2.0 mm
de diametro (Fig. 7 a 'y b) (Wang et al., 1995; Kasornchandra et al., 1998). Los
animales moribundos presentan una coloracion rosada del cuerpo que va de rojiza
a rosada debido en parte a la presencia de cromatoforos expandidos (Chang et al.,
1996; Lightner, 1996; Kasornchandra et al., 1998; Lo et al., 1998) y porque la

hemolinfa se torna color rosada (Montesdeoca et al., 2002)

Fig 7.- Manchas blancas en caparazon caracteristicas de camarones severamente
infectados con WSSV. a. P. vannamei b. Macrobrachium rosenbergii (Pramod et
al., 2002).
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Mohan et al. (1998), menciona que las infecciones tempranas de los tejidos
afectados se caracterizan por hipertrofia nuclear y marginacién de la cromatina.
En ndcleos altamente infectados, los viriones en formacion son localizados
centralmente (Fig 8 ¢ y d), mientras que los viriones maduros tienden a concentrarse

a lo largo de los margenes nucleares (Durand et al., 1997).

Wongteerasupaya et al., (1995); Durand et al., 1997; Chang et al., (1998),
mencionan que el tejido infectado es totalmente de origen meso y ectodermal
incluyendo tejido conectivo y epitelial, nédulos hematopoyéticos, hemocitos,
epitelio subcuticular de la epidermis y del estbmago, branquias, intestino, musculo

estriado, hepatopancreas, corazon, tejidos reproductivo y nervios.

Fig 8.- (a). Microfotografia electronica del virus del WSSV (Wageningen
University, Laboratory of Virology, 2001). (b) nucleocapsides de WSSV (escala
barra, 185nm) (Zhang et al., 2001). (c) Seccion histolégica de células estomacales
de un juvenil de P. chinensis infectado con WSSV, cuerpo de inclusién intranuclear
prominente (Lightner, 1996). (d) seccién de branquias de juvenil de P. chinensis
infectado con WSSV, células infectadas muestran cuerpos de inclusion intranuclear
(Lightner, 1996).
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7.3.1. Propagacion del WSSV

La infeccion por WSSV se caracteriza por un brote rapido de la enfermedad y altas
mortalidades en corto tiempo (Chou et al., 1998). Tiene un amplio rango de
huéspedes que incluye mas de 40 especies de cangrejos, copépodos y otros
artropodos, el virus ha sido reportada en varias especies de decapodos aunque es
mas frecuente en camarones peneidos (Flegel, 1998; Wang et al., 1998; Chang et
al., 1998; Rajendran et al., 1999).

Varios factores benefician la propagaciony a la aparicion del WSSV, mala calidad
del agua o inadecuada remocion de los desperdicios. Fluctuaciones en los factores
abiodticos tales como oxigeno, pH y salinidad, aumentan el estrés y la

susceptibilidad de los animales a la enfermedad (Kautsky et al., 2000).

El riesgo a la enfermedad aumenta en los cultivos intensivos en los cuales la
densidad en la poblacion de camarones es mucho mayor (Chou et al., 1998; Kautsky
et al., 2000; Wu et al., 2001); el virus puede ingresar a los cultivos con camarones
portadores sin signos clinicos; por lo tanto camaroneras que comparten la misma
agua estan en riesgo de contraer la infeccion (Chou et al., 1998). En sistemas de
cultivo el agua y el canibalismo favorecen la transmision horizontal del virus. (Wu
etal., 2001).

7.3.2. Distribucion Geografica de WSSV
El WSSV se ha reportado en todas las regiones del mundo donde se cultiva
camaron. Después de su aparicion en 1992-1993, en el noroeste de Asia, el virus

se dispersO rapidamente a través de la mayoria de las regiones cultivadoras de

camaron en Asia e Indo Pacifico (Lightner 1996).
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7.3.3. Deteccion del virus WSSV.

En determinadas circunstancias los camarones con leve infeccion muestran una
marcada necrosis en el OL (6rgano linfoide) muy similar a la observada en
infecciones por YHV (Pantoja y Lightner, 2003), y se considera que es muy posible
la coinfeccion con ambos virus (Durand et al., 2000). Hemocitos con nucleos
picnaticos y kariorrexis han sido relacionados con ambos virus. La similitud de

lesiones ha causado errores de diagndstico; (Pantoja y Lightner, 2003).

En la etapa temprana de la infeccidn, las lesiones de mancha blanca se caracterizan
por la hipertrofia de los nucleos en células infectadas, muy similar a los cuerpos de
inclusion denominados Cowdry A de las infecciones con IHHNV (Momoyama et
al., 1994, Lightner y Chen, 2000). Estas lesiones son muy frecuentes en el tejido
conectivo del estobmago (Pantoja y Lightner, 2003). Cuando la infeccion es

avanzada estos cuerpos de inclusién son basofilos (Lightner y Chen, 2000 op cit).

Otro signo histopatoldgico reportado para infecciones con WSSV es una necrosis
general en diferentes tejidos caracterizada por la presencia de células con picnosis
y kariorrexis nuclear, principalmente en érgano linfoide (Pantoja y Lightner, 2003;
Rodriguez et al., 2003b), esta necrosis han conducido a crear confusiones en el
diagnostico entre WSSV y Yellow Head (Pantoja y Lightner, 2003).

7.4. Técnicas para la deteccion de WSSV.

La histopatologia es una técnica de diagnostico confirmativa durante los brotes de
enfermedad (Lightner, 1996). Otras técnicas para detectar la enfermedad de la
Mancha Blanca, incluyen herramientas moleculares, como amplificacion de
fragmentos gendmicos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
PCR en tiempo real, hibridacion con sondas moleculares especificas sobre soporte
solido (Dot-Blot) o In situ (Durand et al.,1996; Wongteerasupaya et al., 1996; Lo
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et al., 1996; Kim et al., 1999; Nadala y Loh, 2000; De la Rosa-Vélez y Bonami,
2006) y métodos inmunoldgicos, como la inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica (Poulos et al., 2001). Sin embargo desde el punto de vista
practico, dentro de las diversas técnicas de diagnostico, el PCR simple y anidado
provee un alto grado de sensibilidad y especificidad (Lo et al., 1996; Lightner,
1996; Powell et al., 2006).

7.5. Respuesta inmune de los crustaceos.

La primera linea de defensa en los crustaceos es la cuticula, la cual constituye una
barrera fisica y biologicamente activa, a ella estarian asociados actividad
microbicida (Destoumieux et al., 2000) y actividad fenoloxidasa segun
(Sugumaran, 1996).

Sdderhall y Cerenius, 1992; Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000, mencionan
que los mecanismos de defensa innata estan basados en componentes celulares y
humorales del sistema circulatorio, especializados en la deteccion y eliminacion de
patdgenos extrafios, microorganismos y parasitos que impliquen un peligro

potencial para el huésped.

Segun Bachére (2002), la respuesta inmune de los crusticeos esté divida en varias
fases: 1) Etapa inmediata e inducible correspondiente al reconocimiento de lo no
propio. Los crustaceos no poseen un sistema inmunitario adaptativo pero se ha
confirmado que algunos factores presentes en la hemolinfa poseen una alta
especificidad de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(Destoumieux et al., 1997; Vazquez et al., 1998). 2) Etapa de defensa celular y
sintesis de efectores: Soderhall y Cerenius (1992) y Vazquez et al. (1998),
mencionan que los hemocitos participan en procesos de fagocitosis y encapsulacion
y estan involucrados en la coagulacion de la hemolinfa, asi como en sintetizar y

almacenar moléculas con accion antimicrobiana (Destoumieux et al., 1997).
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Relacién a las infecciones virales de peneidos se han reportado las siguientes

respuestas celulares:

a. Endocitosis de virus (Soderhall et al., 1996), la cual es considerada la
primera linea de defensa en invertebrados (Bayne, 1990). Ocurre
frecuentemente en el OL en infecciones por WSSV (Montesdeoca, 2002).

b. Encapsulacion (Momoyama et al., 1994).

c. Melanizacién (Hasson et al., 1999a; Wang et al., 1999).

d. Nodulacion (Soderhall y Cerenius, 1992; Durand et al., 1997).

e. Formacién de esferoides del 6rgano linfoide (LOS) (Anggraeni y Owens,
2000).

3) Etapa humoral y de recuperacion celular. Se ha reportado que los hemocitos
liberan su contenido por exocitosis incluyendo factores para la coagulacion de la
hemolinfa, sistema proPO (Sdderhall y Cerenius, 1998) o péptidos antimicrobianos
como las peneidinas (Destoumieux et al., 1997), caracterizadas en L. vannamei, las
cuales son activas contra hongos y bacterias Gram (+) (Wang et al., 1999) y ademas
actiian como opsoninas contra bacterias Gram (-) (Mufioz et al., 2002).

7.6. Comportamiento celular de los crustaceos.

Hasson et al. (1999) destacan el rol importante que cumple el érgano linfoide en
los mecanismos de defensa antiviral contra el virus del sindrome de Taura. El
organo linfoide forma parte del sistema circulatorio (Bell y Lightner, 1988)
actuando como filtro de particulas virales (Hasson et al., 1999). Durante las
infecciones virales, en el organo linfoide se forman estructuras esféricas
multinucleadas Ilamadas esferoides (Bonami et al., 1992). La formacién de
esferoides en el 6rgano linfoide se ha visto asociada por lo menos con seis diferentes
infecciones virales en camarones peneidos (Hasson et al., 1999, Anggraeni y
Owens, 2000), incluido el WSSV (Vidal et al., 2001).
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Hay varios tipos de esferoides segun el grado de vacuolizacion (Hasson et al.,
1999):

Tipo A, una masa de células homogéneas que contienen pocas 0 ninguna célula

necratica, ligeramente baséfilo (Hasson et al., 1999).

Tipo B, una evolucion del tipo A pero difiere por el incremento de las células
necroticas y moderado nimero de vacuolas citoplasmaticas (Hasson et al., 1999).

Tipo C, presenta un incremento en la basofilia, conteniendo un alto porcentaje de
nucleos basofilos (= 33 a 50%) mas pequenos que los observados en el tipo A y B,

y vacuolas citoplasmicas en menor numero (Hasson et al., 1999).

Hemocitos infiltrantes en el 6rgano linfoide llevarian a la formacion de esferoides
(Anggraeni y Owens, 2000). Al respecto Van de Braak et al. (2002) han
determinado por medio de anticuerpos la migracién de hemocitos desde los tabulos

del 6rgano linfoide a la periferia de los mismos, en animales infectados con WSSV.

Segun Hasson et al., 1999; Montesdeoca et al., 2002; Mufioz et al., 2002, los
hemocitos circulan en el hemocele y también son capaces de migrar a los tejidos.
Ante el ataque por WSSV los camarones proliferarian hemocitos los cuales se
infiltrarian en los tejidos infectados. Montesdeoca et al., 2002 indica que si la
proliferacion celular se detiene, en la hemolinfa se acumularian hemocitos
desgastados; las infecciones virales pueden ser controladas en tanto los camarones
sean capaces de proliferar hemocitos en buen estado y movilizarlos a los tejidos

infectados.

Los hemocitos en los crustdceos han sido clasificados en base a criterios

estructurales, citoquimicos, antigénicos y funcionales. También son reconocidos
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morfoldgicamente como hialinos, semi-granulosos y granulosos (Hose y Martin,
1989; Soderhall y Cerenius, 1992; Rodriguez et al., 1995).

7.7. Clasificacion de los hemocitos.

» Hemocitos hialinos, son células de forma ovoide de 12,4 x 7,8 um de
diametro, libres de granulos o con pocos granulos, que bajo el microscopio
de contraste de fase no son refréctiles (Martin y Graves, 1985). El ndcleo
es ovoide, el citoplasma forma una fina capa alrededor de éste y se expande
ligeramente hacia los polos (Martin y Graves, 1985), ademas presentan
ribosomas libres, reticulo endoplasmico liso y rugoso y no presenta aparato
de Golgi. Segun Bachere et al., 1995, presentan granulos estriados. Estos
hemocitos han sido considerados como células jovenes e inmaduras (Tsing,
1987; Van de Braak et al., 2002a), precursoras de los otros tipos de
hemocitos (Van de Braak et al., 2002b) (Fig 9a).

» Hemocitos semigranulosos, tienen granulos pequefios, de  forma
redondeada con nucleo redondo o en forma de herradura. Intervienen en la
fagocitosis, encapsulacion y en la liberacion del sistema profenoloxidasa
(proPO); sintetizan y liberan las peneidinas y pectidos antimicrobianos.
(Pascual C et al, 2007; Ruiz-Uribe et al.2007 y Rodriguez et al., 1995) (Fig
9b).

» Hemocitos granulosos, son células grandes, con nicleo excéntrico y tienen
inclusiones citoplasméticas. Almacenan las enzimas que conforman el
sistema proPO a un nivel més alto que los semigranulosos. Al igual que
los hemocitos semigranulosos sintetizan y almacenan las peneidinas, e
intervienen en la encapsulacién. Son muy refractiles al microscopio de
contraste de fases (Pascual C et al, 2007; Ruiz-Uribe et al.2007 y Rodriguez
et al., 1995) (Fig 9c).
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Fig 9.- Clasificacion de hemocitos de crustaceos. (A) Hialinos, (B) Semi-
granulares, (C) Granulares (Giulianini et al., 2007).

7.8. Apoptosis

Es un mecanismo de respuesta a una variedad de estimulos, uno de ellos es la
presencia de virus en el medio y también es determinante para la proteccion del
organismo, al eliminar células potencialmente dafiinas (O brien, 1998; Hécker, op
cit). La apoptosis esta asociada a procesos de regulacion genética mejor descritos
en vertebrados que invertebrados (Savill et al.,1993; Cohen, 1993; Hacker, 2000),
sin embargo en los ultimos afios se han realizado varios estudios sobre los

mecanismos de apoptosis en camarones infectados con WSSV.

El término muerte programada es utilizado para indicar que la muerte de la célula
sigue un programa intracelular, por lo consiguiente en vertebrados existen
evidencias de que el programa suicida puede activarse cuando la muerte de la célula
es deseada para mantener el buen estado del organismo, (Cohen, 1993).
Independientemente de la situacion que induce la apoptosis, la aparicion de la
muerte celular tiene caracteristicas similares y requiere de la presencia de enzimas
proteasas denominadas Caspasas que tienen como sustrato algunas proteinas del
sistema reparador del DNA vy el citoesqueleto (Hacker, 2000; Granja et al., 2003).
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De acuerdo a la teoria de acomodacion Flegel y Pasharawipas, 1998, indican que,
en los camarones ocurre la apoptosis cuando falla el mecanismo de acomodacién al
patogeno y es parte del proceso de resistencia de los crustaceos a los virus. Esta
hipGtesis muy controversial, sostiene que la causa fundamental de la muerte del
camaron seria el desencadenamiento de la apoptosis al comprometer importantes
funciones celulares (Sahtout et al., 2001; Khanobdee et al., 2002).

7.9. Relacion edad y WSSV.

En Ecuador, las camaroneras mueren por WSSV entre la cuarta y sexta semanas
luego de la siembra que corresponderia a PL42 a PL52. Pérez et al. (2002), Sugiere
que el periodo sin mortalidad inmediatamente después de la siembra podria
expresarse como el tiempo necesario para que la enfermedad se amplifique,
alrededor de PL30 aparecerian los primeros animales muertos a causa del virus, que
serian canibalizados y una segunda ola de moribundos se produciria entre 7 y 10
dias después, se necesitarian 2 6 3 olas continuas de infeccion para que a la mayor

parte de la poblacion sea afectada y aparezcan mortalidades fuertes.

Kasornchandra et al. (1998) aseguran que el WSSV se manifiesta en juveniles de
camaron de todas las edades vy tallas; pero las edades de mayor susceptibilidad se

encuentran entre 1 6 2 meses después de la siembra en estanques.

No obstante, Yoganandhan et al. (2003) mencionan que en infecciones
experimentales por inmersion de larvas y estadios tempranos de post-larvas de P.
monodon, la virulencia del WSSV se incrementa conforme avanzan los estadios de
desarrollo y que el WSSV no se desarrolla como enfermedad en post-larvas
menores a PL10. Sin embargo Venegas et al., 1999, sugieren que la susceptibilidad
al virus depende de la talla y del estado fisioldgico de los animales incrementandose
con la edad de PL.
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7.10. Factor de crecimiento tipo insulina (IGF)

Posteriormente al descubrimiento de la insulina, se identificaron, los factores de
crecimiento tipo insulina IGF-1 y IGF-Il, los cuales forman un grupo de
polipéptidos, debido a un alto grado de homologia en la secuencia de aminoacidos
y en la estructura terciaria. Los IGFs son sintetizados por varios tipos de células y
tienen efectos autocrinos (actta sobre la misma célula que la produce para regular
su secrecidn.) o paracrinos (regular la accién de una hormona aumentando o
disminuyendo su accidn) sobre células objetivo cercanas, y accién endocrina (actla
a distancia sobre una célula efectora) a través de la circulacion, cuando van
acompafados por una proteina enlazante (Sara et al., 1990). Estudios prueban que
los IGFs son un factor esencial de crecimiento, estimulando la mitogénesis y el

crecimiento celular (Baker et al., 1993) (ver figura 10).

Fig 10.- Estructura bioldgica del IGF, basada en difraccion de cristal de rayos-X.
Fuente: Tomado CSIRO. 2004.
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7.10.1. Péptidos tipo insulina en crustaceos.

La IGF ha sido reportada en crustaceos Sanders (1983). Péptidos que interacttan
especificamente con anticuerpos contra la insulina bovina han sido detectados en
hepatopancreas, intestino y hemolinfa de la langosta Homarus americanus. Por
otra parte Davidson et al., 1971, Gallardo et al., 2003, han reportado en el cangrejo
Carcinus moenas Yy la langosta Panulirus argus, extractos etandlicos de
hepatopancreas que mostraron actividad tipo insulina al ser probados en tejido de
raton o en radioinmunoensayos para insulina humana, respectivamente. En el
camaréon P. monodon se report6 que receptores de insulina han sido diferenciados

en hepatopancreas y musculos (Chuang et al., 1994).
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8. METODOLIGIA (MARCO METODOLOGICO)

8.1. Estrategia de estudio.

Para el estudio se utilizaron camarones marinos silvestres y domesticados obtenidos
de laboratorios de la peninsula de santa Elena. Los camarones silvestres se
aclimataron en tanques intensivos durante (10 dias), realizando luego un tamizaje
se separaron en tallas grandes y pequefios. Para determinar la talla de los animales
separados se tomaron muestras de 30 camarones pequefios y 30 camarones grandes.
Se midieron con un perfilador (Fig. 11 a y b), realizando un t-student para
determinar la diferencia poblacional. Los dos lotes de animales se utilizaron en un

estudio de campo y de laboratorio.

Fig 11.- Medicion de camarones separados entre grandes y pequefios en el
perfilador.

Los camarones silvestres fueron sembrados aleatoriamente en piscinas de 400 m?

del sector A de la estacion experimental de CENAIM — Palmar (Provincia de Santa
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Elena, 02°01°23.9”°S — 80°44°02.28°°0), a razon de 8 animales/m? (tabla 1). 120

dias después se realizd la cosecha.

Tabla 1.- Detalles de la siembra sector “A”; codigo P (pequetios), G (grandes).

Cdodigo | PISCINAS | Tamafio | Numerode | Densidad | Peso | Biomasa
(G-P) de Ind de inicial (0)
piscinas | sembrados/ | siembra | (PL/g)
(m2) piscina (m2)
P A-1 400 3200 8 194 16,5
P A-2 400 3200 8 194 16,5
G A-3 400 3200 8 65 49,3
P A-4 400 3200 8 194 16,5
G A-5 400 3200 8 65 49,3
P A-6 400 3200 8 194 16,5
G A-7 400 3200 8 65 49,3
P A-8 400 3200 8 194 16,5
P A-9 400 3200 8 194 16,5
G A-10 400 3200 8 65 49,3
G A-11 400 3200 8 65 49,3
G A-12 400 3200 8 65 49,3
G A-13 400 3200 8 65 49,3
P A-14 400 3200 8 194 16,5

Fig 12.- Plano estacion experimental CENAIM-PALMAR, lugar de siembra sector
“A” (color naranja).
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De los camarones tamizados se separ6 un lote (1200 camarones grandes), (1200
camarones pequefios), los cuales se colocaron en tanques de 500 litros en las
instalaciones principales de CENAIM — ESPOL. Estos camarones se mantuvieron

durante 175 dias con un sistema de aireacion “AIR LIFE”.
8.2. Sistema de monitoreos.
Los camarones sembrados, fueron monitoreados semanalmente a partir del dia 30

posterior a la siembra (Fig 13). Para ello se tomaron 30 camarones por piscinas los

que fueron pesados individualmente (ver anexo B).

Fig 13.- Sector “A” de la Estacion Experimental CENAIM — PALMAR, lugar de
siembra y monitoreos de los camarones.
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8.2.1. Obtencion de muestras.

En la estacion se realizaron tres muestreos de animales (histologia, dos
animales/piscina) y de hemolinfa (hemocitos para los inmunoensayos, 10 animales
por piscina), durante el brote de mancha blanca, después del brote y justo antes de

la cosecha.
8.3. Prueba de desafio con WSSV.

Animales con pesos promedio de 4,1 para camarones silvestres grandes, 2,6 para
silvestres pequefios y 6,5 para camarones domesticados, se trasladaron al set # 1
del CENAIM para realizar la infeccion a WSSV, se utilizaron 30 unidades

experimentales (10 por grupo) (tabla 2).

Tabla 2.- Distribucién de camarones por acuario para la prueba de desafio, 30
acuarios totales, tratamientos grandes, pequefios y domesticados.

GRANDES PEQUENOS DOMESTICADOS
#AC | AC #AC | AC #AC | AC
1 2 11 3 21 4
2 5 12 7 22 23

3 12 | CONTROL | 13 11 | CONTROL | 23 24 | CONTROL

4 13 14 18 24 28
5 15 15 19 25 29
6 6 16 9 26 1
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7 8

8 16
9 21
10 26

WSSV

17 17
18 22
19 25
20 30

WSSV

27 10
28 14
29 20
30 27

WSSV

En cada acuario asignado se colocaron 15 camarones, por lo tanto se utilizaron

450 camarones, 150 de grandes silvestres, 150 de pequefios silvestres y 150 de

domesticados (Fig 14).

Fig 14.- Camarones ubicados en los acuarios con sus respectivos tratamientos, set

# 1 CENAIM.

Los camarones fueron aclimatados durante 10 dias, Las muestras se tomaron antes,

durante y después de la infeccién para Histologia, Inmunohistoquimica y ELISA,
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Se utilizé papilla preparada con diluciones de tejidos de materiales infectado con

WSSV vy no infectados; los camarones fueron infectados al 2,5%.

La infeccion fue per os. La papilla fue mezclada y homogenizada antes de
proporcionarla a los animales (Fig 15 a - b). Para incrementar las posibilidades de
que los camarones desafiados consuman la papilla suministrada se someti6 a los

animales a un régimen sin alimentacion por 48 h.

Fig 15.- a) Preparacion de la papilla infectada, b) Colocacion de la papilla en los
acuarios de los camarones destinados al desafio.

Se monitoreo durante 15 dias cada 2 horas, realizando recambios de agua al 100%
al dia. En cada monitoreo se extrajeron los camarones muertos y moribundos por

WSSV. Al final del ensayo se peso los camarones sobrevivientes.
8.3.1. Técnicas histologicas.

Se utilizo fijador Davidson que es el recomendable para camarones. Los animales
se inyectaron en cabeza y abdomen; los camarones inyectados con Davidson fueron
sometidos al proceso de fijacion durante 24 h (Fig 16).
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Fig 16.- Obtencion de muestras para histologia, fijacion de camarones en las
piscinas de CENAIM — Palmar.

Acto seguido, se procedio a la diseccidn de las muestras, cabeza partida en la mitad,
musculo y cola colocadas en cajas etiquetadas (Fig 17 ay b). Luego se realizé el
proceso de deshidratacidn de la muestra, con alcoholes a diferentes porcentajes, 70,
80, 90, 95 100 % cada una durante 1 h.

a) b)

Fig 17.- Diseccion de la muestra, cabeza, musculo y cola colocados en cajas
especificas.
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Se realizo6 bloques en inclusién de parafina. En el microtomo se realizaron cortes
para luego ser colocados en portaobjetos (Fig 18 a-b). El proceso de desparafinado
se realizé pasando los portaobjetos por, Xilol I, Xilol 1, alcoholes al 100, 95, 90,
80 y 70 %. Los cortes pasaron el proceso de tincién con Hematoxilia-eosina,
deshidratacion con alcoholes al 70, 80. 90, 95 y 100 %, y Xilol I, Xilol Il, para

finalmente realizar el montaje con permount en el cubre objetos (Fig 18 ¢ - d).

Fig 18.- a) Bloques realizados en inclusion de parafina, b) Cortes de tejidos de
camaron, ¢) Proceso de tincion de las placas, b) Montaje de placas.
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8.3.2. Elisa: “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (CENAIM - ESPOL)

Los hemocitos (10 p, 50.000 células, fijados al 3.7 % de formol y resuspendidos en
agua destilada) previamente extraidos de los muestreos antes y después de la
infeccion, se inmovilizaron por triplicado en discos de Nylon a la medida de 3mm
(correspondiente al diametro de los pocillos de la microplaca ELISA (Figura 19)).
Se puso 100 uL de agua destilada en cada pocillo para hidratar las células, para
permeabilizar las células se afiadio 100 uL de metanol. Luego se colocé 200 pL de
la solucién bloqueante (Roche) en cada pocillo durante 1 hora, para luego realizar
3 lavados con TBS + tween 20 al 0.1 %.
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Fig 19.- Microplaca de 96 pocillos utilizada para la técnica ELISA — CENAIM.

Se procedi6 a colocar el primer anticuerpo en (Tbs+Tween) 100 uL cada pocillo,
las diluciones de los primeros anticuerpos fueron IGF 1/1000 y IFGBP 1/5000.
Luego de 1 hora, se realizaron 3 lavados con TBS + tween 20. En seguida se
procedio a afadir el segundo anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina (1/1000).
Para el control negativo no se coloco el segundo anticuerpo. Posteriormente se

realizaron 3 lavados con TBS + tween 20. Consecutivamente se procedio a colocar
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el sustrato (Pnpp en tampdn diethanol-amine) para el revelado. Finalmente se

realizaron lecturas de la microplaca cada 30 minutos durante 2 horas.
8.4. Parametros inmunitarios

Se midio6 actividad PO, actividad antibacteriana y hemograma de los animales
silvestres grandes y pequefios, asi como de los domesticados siguiendo el protocolo
descrito por Guillan et al. (2003).

8.5. Interpretacion y andlisis de resultados.

Los datos de supervivencias en la cosecha, al final del desafio y los datos obtenidos
de pesos de los camarones se analizaron con un ANOVA de una via con un nivel
de confianza de 95% para determinar diferencias entre tratamientos. Previamente,
se verificaron las asunciones de normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) y

homogeneidad de varianzas (Levene).

Se utilizaron los métodos de comparaciones multiples t - student para determinar
diferencias estadisticas entre las medias de los distintos tratamientos cuando el
analisis de ANOVA no fuere significativo. Los resultados de las pruebas

estadisticas fueron considerados significativos con p < 0.05.

La deteccion de IGF e IGFBP, se baso en la cuantificacion de la reaccién enzimatica
asociada a la formacion de complejos inmunes, mediante el uso de anticuerpos
unidos a una enzima facilmente detectable, siendo estas medidas en el lector de

microplacas.
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9. RESULTADOS

La estrategia del estudio se baso en separar un lote de camarones silvestres (no han
sometidos a ningun proceso de seleccion) en dos tallas; pequefios y grandes a fin de
determinar si la talla est4 relacionada a susceptibilidad al WSSV vy a expresion de

factores de crecimiento.

El estudio comprendi6 varias etapas 1) Siembra y cosecha de camarones en el sector
“A” de la estacion CENAIM — PALMAR, en el que se evalu6 el crecimiento en
gramos Yy supervivencia en los camarones silvestres en condiciones naturales de
desafio, no se aplicé ningun tipo de aditivo para controlar la salud (atibidticos,
probioticos o B-glucanos). 2) Desafio con WSSV, donde se evaluo la supervivencia
ante mancha blanca de los camarones silvestres en condiciones de laboratorio,
tomandose como control camarones domesticados, y 3) ELISA para cuantificar

las proteinas IGF e IGFBP en hemocitos.

9.1.- Separacion de tallas grandes y pequefios.

Los resultados obtenidos en el andlisis para la diferencia poblacional, mediante t-
student, nos indico que se obtuvo una poblacion diferencial de dos tallas grandes y
pequefios con un valor de p = 3,70E-12 (tabla 3) (anexo A. tabla 4).

Tabla 3.- Tallas promedios de los camarones silvestres separados.

Tallas Longitud en mm.
Pequerios 8,65+1,61
Grandes 11,14+2,75
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9.2.- Supervivenciay peso de camarones sembrados en el sector “A” CENAIM
- PALMAR.

Hubo un brote de enfermedad de mancha blanca entre la 6 y 8 semana de cultivo
(presencia de animales muertos) confirmado por histologia (Fig 20), que ocasion6
pérdidas de biomasa (Fig 21).

Fig 20.- Lesiones de mancha blanca en epitelio del estomago de animales
moribundos debido a un brote en piscina (magnificacion 70 x).

Los animales grandes tuvieron un peso significativamente mayor hasta la quinta
semana (tabla 5). En la sexta semana coincidiendo con el brote de mancha blanca
se perdio significancia, en tanto el muestreo de biomasa indicdé pérdidas,
principalmente en las piscinas de animales grandes (Fig 22). En los ultimos
muestreos ya no se detectaron diferencias significativas en peso (tabla 5). Estos
resultados sugieren que en las piscinas grandes se perdieron los animales de mayor
talla.
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Tabla 5.- Pesos promedios semanales obtenidos en las piscinas.

SEMANAS | PEQUENOS | GRANDES | SIGNIFICANCIA
1 1,6 1,9 0,023<0.05
2 2,3 2,8 0,023<0.05
3 2,9 3,4 0,020<0.05
4 3,8 4,4 0,015<0.05
5 4,8 5,6 0,013<0.05
6 59 6,5 0,055>0.05
7 6,0 6,8 0,031<0.05
8 6,5 7,6 0,015<0.05
9 7,6 8,3 0,133>0.05

10 8,3 9,3 0,058>0.05
11 8,6 9,2 0,221>0.05
12 9,7 10,6 0,115>0.05

12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Pesos (g)

SO S X5 b A 9RO Y
R S I NP

—Pequefios =—Grandes

Fig 22.- Pesos semanales obtenidos en piscinas sembradas con animales pequefios
y grandes.
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Fig 21.- Biomasas obtenidas en piscinas sembradas con animales pequefios y

grandes.

En la cosecha, que se realiz6 unas semanas después del tltimo muestreo de peso y

biomasa, no se observaron diferencias en ningin parametro de produccion (tabla

6).

Tabla 6.- Indicadores de produccion de las piscinas sembradas con animales
grandes y pequefios.

Pequenos Pesos Spv Libras Lb/ha | #Camarones | F.C.A.
Al 8,36 59,42 35 875 1900 1,13
A2 8,79 59,72 37 925 1911 1,07
Ad 8,69 58,8 36 900 1882 1,10
A6 8,67 44,18 27 675 1414 1,46
A8 10,26 47 34 850 1504 1,16
A9 11,3 42,69 34 850 1366 1,16

Al4 10,15 53,12 38 950 1700 1,04

Media 9,46 52,13 34,43 860,71 1668,14 1,16

Desvest 1,11 7,47 3,60 89,97 238,85 0,14

Grandes Pesos Spv Libras Lb/ha | #Camarones | F.C.A.
A3 11,24 45,46 36 900 1455 1,10
A5 10,7 42,44 32 800 1358 1,23
A7 10,58 48,29 36 900 1545 1,10

Al10 11,15 38,16 30 750 1221 1,32
All 9,34 47,07 31 775 1506 1,27
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Al2 9,83 57,73 40 1000 1847 0,99
Al3 10,44 72,02 53 1325 2305 0,75
Media 10,47 50,17 36,86 921 1605,29 1,11
Desvest 0,68 11,36 7,93 198,13 363,53 0,20

9.2.1- Anélisis de supervivencia y peso de camarones sembrados en el sector
“A” CENAIM - PALMAR en cosecha.

Analisis de supervivencia

La prueba de Kolmogorov-Smirnov proporcioné un resultado de sig. P = 0,678,
indicando que los datos de supervivencias siguieron una distribucion normal (ver
nexo A tabla 7 y Fig 23). La significancia de Levene fue mayor al nivel de
significacién o (0.05); lo que indic6 homogeneidad de las varianzas (ver anexo A
tabla 8). En las piscinas sembradas con camarones grandes se obtuvo un promedio
de 50,17 % de supervivencia, y en piscinas de camarones pequefios una
supervivencia promedio de 52,13 % y un valor de p = 0,79 indicando que no hubo

diferencias significativas (ver anexo A tabla 9y 10).

Analisis de peso

La prueba de Kolmogorov-Smirnov proporciond un resultado de sig. P = 0,872
indicando que los datos de supervivencias siguieron una distribucion normal (ver
anexo A tabla 11. Fig 24). La significancia de Levene fue mayor al nivel de
significacion a (0.05); lo que indico homogeneidad de las varianzas de las medias

de supervivencias de camarones grandes y pequefios (ver anexo A tabla 12).

El analisis estadistico dio un valor de p = 0,063 indicando que no hubo diferencias

significativas de peso para un valor de @ 0.05 (ver anexo Atabla 13y 14).
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Destaca que en las piscinas A8 y A9 sembradas con animales pequefios, se
obtuvieron animales grandes y bajas supervivencias. En tanto en las piscinas Al2

y Al13 sembradas con animales grandes se obtuvieron altas supervivencias.

Correlacion entre peso y supervivencia en piscinas.

Informacion anecddtica indica que luego de un evento de mortalidad, los animales
sobrevivientes crecen rapidamente al disponer de mayor espacio y recursos. Por
otra parte la literatura reporta mayor crecimiento y menor incidencia de mancha
blanca en piscinas sembradas a baja densidad (Bayot et al, 2014). Estos dos
aspectos de confusion deben considerarse en el estudio. Si los animales grandes y
pequefios tienen la misma susceptibilidad al virus, la mortalidad en cada grupo
deberia ser aleatoria y los sobrevivientes tendrian una significativa ganancia de peso
principalmente en el grupo de grandes. Sin embargo luego del brote las diferencias
de peso fueron infimas, sugiriendo que en las piscinas sembradas con animales
grandes se perdieron los camarones mas grandes. La asociacion entre peso y
supervivencia se realizO mediante analisis de correlacién y estimacion del
coeficiente de correlacion de los dos grupos separados, encontrandose
efectivamente mayor asociacién en los animales pequefios (r= -0.66, r2=0.43) (Fig
25) que en los grandes (r= -0.34, r2= 0.11) (Fig 26), obteniendo la correlacién
negativa para ambos grupos (ver anexo A tabla 15y 16). Este resultado sugiere que

en efecto en las piscinas grandes la mortalidad no fue aleatoria.
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Fig 25.- Diagrama de dispersion entre peso y supervivencia de camarones silvestres

pequefios.
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Fig 26.- Diagrama de dispersion entre peso y supervivencia de camarones silvestres

grandes.

Tanto en las piscinas de animales grandes y pequefios se detectaron valores atipicos

(“outliers™), si estas piscinas se eliminan del analisis los valore de peso y
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supervivencia cambian, p = 0.08 para supervivencia (significativo al 90 % de

confianza) y p = 0.049 para peso (anexo A tabla 17).

9.3.- Supervivencia y peso de camarones en el desafio con WSSV.

Antes de realizar el desafio se encontré una mayor supervivencia en el lote de los
animales pequefios (50%), versus los camarones grandes que tuvieron una
supervivencia de (35 %). Se tomaron pesos antes y después de la infeccion (Fig
27), observandose que no hubo detencion del crecimiento en los tres grupos de

animales

Pesoeng

O P N W S~ 01 OO N 00 ©

grandes chicos domest

OCT-NI OINFC @ Antes

Fig 27.- Pesos de camarones pequefios, grandes y domesticados antes de la
infeccion, no infectados (controles negativos) e infectados.
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La eficiencia de la infeccion con mancha blanca se verifico mediante histologia (Fig
28)

Fig 28.- Lesiones de mancha blanca en epitelio de estémago (magnificacion 70 x)
Los resultados de supervivencias promedio para camarones pequefios fueron de

44% + 5,48, para camarones grandes 40% + 7,07 y para camarones domesticados
54% + 5,48 (Fig. 29)
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Fig. 29.- Supervivencia de camarones silvestres pequefios, grandes y camarones
domesticados.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov para supervivencia a WSSV entre camarones
silvestres pequefios, grandes y camarones domesticados dio un valor de
significancia de p= 0,393 (ver anexo A tabla 18), por lo consiguiente los datos
obtenidos tuvieron una distribucion normal (ver anexo A. Fig. 30). La prueba de
Levene indicé homogeneidad de las varianzas de las medias de supervivencias de

camarones grandes, pequefios y domesticados (ver anexo A. tabla 19).

Los datos de ANOVA fueron significativos (p = 0,009) para supervivencia,
indicando que en las supervivencia obtenidos para camarones silvestres pequefios,
grandes y camarones domesticados al menos en un grupo existio diferencias
significativas (ver anexo A tabla 20). La prueba de Tukey mostro diferencias
significativas de supervivencia entre camarones silvestres grandes y camarones
domesticados p = 0,009, pero no entre camarones silvestres pequefios Yy

domesticados (ver anexo A tabla 21).
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9.4. Inmuno dosificaciones mediante ELISA de los factores de crecimiento IGF

e IGFBP en los camarones antes y después de la infeccion experimental.

Uno de los objetivos de este estudio fue relacionar la expresion de IGF e IGFBP
con una menor susceptibilidad al WSSV debido a su efecto sobre los tejidos
inmunes. No fue posible detectar la IGFBP mediante ELISA (tabla 22). Sin
embargo si se detectd IGF en animales pequefios antes y después de la infeccion y
en los animales grandes después de la infeccion (tabla 23) (ver anexo A tabla 24 y
25).

Tabla 22.- ELISA contra IGFBP

Pequefios Grandes Domesticados CT-
Antes de la 151+18 167+23 163+15 203
infeccion
Después de 204 £29 196 +49 176 £ 27
la infeccion

Tabla 23. ELISA contra IGF.

Pequenios Grandes Domesticados CT-
Antes de la 261+40 211+25 213+36 200
infeccion
Después de 238142 256142 207+4
la infeccion

9.5. Parametros inmunitarios en animales grandes y pequefios infectados y no
infectados con WSSV.

Tres parametros se midieron en animales silvestres grandes y pequefios y en
animales domesticados infectados y no infectados. La actividad PO fue mayor en
los animales pequefios y en los domesticados, en particular luego de la infeccion
(Fig 31).
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Fig 31.- Actividad Fenoloxidasa (PO) de los animales desafiados, grandes,
pequefios y domesticados.

La actividad antibacteriana del plasma fue muy baja en los tres lotes, en particular
en los domesticados, donde se detectd valores del 0 %. En los animales pequefios

la actividad antibacteriana se incremento luego de la infeccion (Fig 32).
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Fig 32.- Actividad antibacteriana del plasma de animales silvestres pequefios,
grandes y domesticados infectados y no infectados con WSSV.

9.6. Hemogramas de hemocitos en camarones silvestres pequefios, grandes y

domesticados en desafio.

Se obtuvieron los hemogramas de los camarones silvestres de tallas pequefias,
grandes y camarones domesticados no infectados e infectados, no se encontro
diferencia significativa en cuanto a conteos de hemocitos (ver anexo A tabla 26 y
27), (Fig 33.). El andlisis de histologia mostrd que los animales supervivientes de
los tres grupos no presentaron lesiones de mancha blanca, detectandose una fuerte

infiltracion de hemocitos en los tejidos.
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Fig 33.- Hemograma de animales silvestres pequefios, grandes y domesticados
infectados y no infectados con WSSV.
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10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1. Conclusiones

e Enel campo si bien se cosecharon mas libras de las piscinas sembradas con
animales pequefios, no se encontraron diferencias significativas en peso y
supervivencia. Los andlisis estadisticos indicaron mortalidad de los
animales mas grandes en las piscinas sembradas con animales grandes
(perdida de significancia durante los brotes). Los andlisis histologicos

detectaron el virus de la mancha blanca.

e En la infeccién con WSSV, los analisis histolégicos detectaron lesiones

tipicas del virus de la mancha blanca.

e En el desafio la mayor supervivencia se detectd en los camarones
domesticados con diferencias significativas con respecto a los grandes, mas

no a los pequerios.

e Solo en los hemocitos de animales pequefios se detectd IGF antes del
desafio y en los sobrevivientes. Solo en los sobrevivientes grandes se
detecto IGF.

e Los parametros inmunitarios actividad PO y actividad antibacteriana fueron
mas importantes en los animales silvestres pequefios sobrevivientes,

indicando una mejor calidad de hemocitos.

e En conjunto los datos analizados hasta el momento permiten concluir que

los animales de mayor talla son méas susceptibles al WSSV y a las
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condiciones de cultivo. Hay evidencia de mayor mortalidad entre los
animales mas grandes y menor supervivencia de los representantes de este
grupo que crecieron en laboratorio. Por otra parte se detecté IGF en los
hemocitos de los animales pequefios, animales que ademas expresaron

mejores parametros inmunitarios.

10.2. Recomendaciones

o Fortalecer el presente estudio con camarones domesticados que han sido

mejorados genéticamente en laboratorios.

e Si se evalla la supervivencia y ganancia de pesos en camarones silvestres
con siembras en piscinas, utilizar al menos una piscina con camarones

domesticados como control.

e Serecomienda continuar el estudio, para determinar si la IGFBP interviene
en la localizacion de la IGF, en tejidos hematopoyéticos, érgano linfoides y
masculos.

e Utilizar en los desafios camarones con pesos homogéneos tantos silvestres
como domesticados, para obtener la relacion peso y supervivencia con

exactitud.

e Realizar la inmunolocalizacion de los factores de crecimiento.
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12. ANEXO



ANEXO A

Tabla 4.- Andlisis de t - student separacién de tallas pequefios y grandes.

Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la

| Error tip. diferencia i
Desviacion de la Sig.
Media tip. media Inferior | Superior t gl (bilateral)
PEQUENOS | -2,49000 1,20498 | 0,22000 | -2,93995 | -2,04005 | -11,318 29| 3,70E-12
- GRANDES

Tabla 7.- Prueba de Kolmogorov-Smirnov para supervivencia en cosecha.

Camarones
Supervivencia. silvestre
Grandes/Peq
uenas

N 14
Parametros normales*® Media 51,1498
Desviacion tipica 9,29143
Diferencias mas Absoluta 0,192
extremas Positiva 0,192
Negativa -0,118
Z de Kolmogorov-Smirnov 0,720
Sig. Asintot. (bilateral) 0,678
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Fig 23.- Curva de normalidad de varianzas, de las medias poblacionales de las

40,00 50,00
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T
70,00 80,00

Media = 51,15

Desviacion tipica = 9,291
N=14

supervivencias de camarones silvestres grandes y pequefios.

Tabla 8.- Prueba de homogeneidad de varianzas de supervivencia en cosecha.

Camarones silvestre Grandes/Pequefias

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
0,502 1 12 0,492

Tabla 9.- Analisis de Anova para supervivencia de camarones en cosecha.

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 13,528 1 13,528 ,146 0,709
Intra-grupos 1108,771 12 92,398
Total 1122,298 13
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Tabla 10.- Prueba T para supervivencia en piscinas de camarones Grandes y
Pequefios.

Prueba t para medias de dos muestras

emparejadas

Variable Variable

1 2

Media 50,1671 52,1329
Varianza 128,9829 55,8090
Observaciones 7,0000 7
Coeficiente de correlacion -0,0862
de Pearson
Diferencia hipotética de las 0,0000
medias
Grados de libertad 6,0000
Estadistico t -0,3683
P(T<=t) una cola 0,3627
Valor critico de t (una cola) 1,9432
P(T<=t) dos colas 0,709
Valor critico de t (dos 2,4469
colas)

Tabla 11.- Prueba de Kolmogorov-Smirnov para pesos en cosecha.

Camarones
Pesos. silvestre
Grandes/Peq
uefas

N 14
Parametros normales*® Media 9,9637
Desviacion tipica 1,02846
Diferencias mas Absoluta 0,159
extremas Positiva 0,159
Negativa -0,143
Z de Kolmogorov-Smirnov 0,594
Sig. asintot. (bilateral) 0,872

a. La distribucion de contraste es la Normal.
b. Se han calculado a partir de los datos.
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3

Y

Frecuencia

N

Media = 9,96
Desviacion tipica = 1,028
N=14

8,00 9,00 10,00

11,00

T
12,00

Fig 24.- Curva de normalidad de varianzas, de las medias poblacionales de los pesos

de camarones silvestres grandes y pequefios.

Tabla 12.- Prueba de homogeneidad de varianzas para pesos.

Camarones silvestre Grandes/Pequefias

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
4,079 1 12 0,066
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Tabla 13.- Resultados de significacion para pesos ANOVA.

Camarones silvestre Grandes/Pequefias

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter- 3,559 1 3,559 4,191 0,063
grupos
Intra- 10,191 12 ,849
grupos
Total 13,750 13

Tabla 14.- Prueba T para pesos en piscinas de camarones Grandes y Pequefios.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable Variable

1 2
Media 10,4686 9,46
Varianza 0,4679  1,2296
Observaciones 7,0000 7
Coeficiente de correlacion de -0,8185
Pearson
Diferencia hipotética de las 0,0000
medias
Grados de libertad 6,0000
Estadistico t 1,5564
P(T<=t) una cola 0,0853
Valor critico de t (una cola) 1,9432
P(T<=t) dos colas 0,063
Valor critico de t (dos colas) 2,4469

72



Tabla 15.- Datos de correlacion para pesos y supervivencias de camarones
silvestres pequefios.

Pequefios Pesos [ Supervivencia
Pesos Correlacion de 1 -0,659
Pearson
Sig. (bilateral) 0,107
N 7 7
Supervivenci Correlacion de -,659 1
a Pearson
Sig. (bilateral) ,107
N 7 7

Tabla 16.- Datos de correlacion para pesos y supervivencias de camarones
silvestres grandes.

Grandes Pesos | Supervivencia
Pesos Correlacion de 1 -0,338

Pearson

Sig. (bilateral) 0,458

N 7 7
Supervivenci Correlacion de -,338 1
a Pearson

Sig. (bilateral) ,458

N 7 7
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Tabla 17.- Valores atipicos encontrados en piscinas de animales pequefios y
grandes.

11,3
72,02

1,66>1,5
1,93>1,5

Peso
Supervivencia

Pequefio A9
Grande Al13

Tabla 18.- Prueba de Kolmogorov-Smirnov para supervivencia a WSSV.

Supervive
Supervivencia a WSSV. ncia a
WSSV
N 15
Parametros Media 46,0000
normales®® Desviacion tipica 8,28079
Diferencias mas  Absoluta 0,232
extremas Positiva 0,232
Negativa -0,219
Z de Kolmogorov-Smirnov 0,900
Sig. asintot. (bilateral) 0,393

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
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Histograma
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Fig 30.- Curva de normalidad, supervivencia a WSSV.

Tabla 19.- Prueba de homogeneidad de varianzas para supervivencia a WSSV.

Supervivencia a WSSV

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.

0,099 2 12 0,907
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Tabla 20.- Resultados de significacion para supervivencia a WSSV ANOVA.

ANOVA
Supervivencia a WSSV
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Inter- 520,000 2 260,000 7,091 0,009

grupos

Intra- 440,000 12 36,667

grupos

Total 960,000 14

Tabla 21.- Pruebas post hoc para supervivencia a WSSV.
Comparaciones multiples
Supervivencia a WSSV
HSD de Tukey
Intervalo de confianza al
() Grandes, (J) Grandes, 95%
Pequefios Pequefios Diferenciade| Error Limite Limite
Domesticados Domesticados medias (I-J) tipico Sig. inferior superior
Grandes Pequefios -4,00000( 3,82971 ,564 -14,2171 6,2171
Domesticados -14,00000°| 3,82971 ,009 24,2171 -3,7829
Pequefios Grandes 4,00000 3,82971 564 -6,2171 14,2171
Domesticados -10,00000| 3,82971 ,055 -20,2171 2171
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ANTES

DESPUES

ANTES

DESPUES

Tabla 24.- Lecturas de placas microelisa para la deteccion y cuantificacion de

IGFBP.

Pequefos

Ac
9
195
157
133

Ac

188

186
262

Ac
17
225
146
155

Ac
17
258
162
224

Ac
22
212
121
140

Ac
22
322
216
226

Ac
25
119
146
127

Ac
25
216
176
157

Ac
30
175
228
123

Ac
30
209
281
198

Ac

307
161
132

Ac
163

138
182

Grandes

Ac
8
144
151
132

Ac

194

170
194

Ac
16
218
188
198

Ac
16
166
120
140

Ac
21
176
160
170

Ac
21
165
220
241

Ac

190
237
130

Ac
26
269
198
250

Ac

164
180
188

Ac
196

191
280

Ac
10
148
160
172

Ac
10
198
161
223

Domesticados

Ac
14
217
173
168

Ac
14
150
151
197

Ac
20

Ac
27

112 115
133 146
168 188

Ac

Ac20 27
174 145
172 235
187 151

BLANCO CONTROL

98 219
100 186
145 439

Tabla 25.- Lecturas de placas microelisa para la deteccion y cuantificacion de IGF.

Pequefios

Ac
9
220
995
382

Ac

314

241
219

Ac
17
242
400
231

Ac
17
204
263
176

Ac
22
321
200
289

Ac
22
188
188
251

Ac
25
270
430
225

Ac
25
265
273
233

Ac
30
171
221
207

Ac
30
406
275
192

Ac
6
215
176
186

Ac
231

306
300

Grandes

Ac
8
217
190
235

Ac

336

193
192

Ac
16
239
336
180

Ac
16
203
280
361

Ac
21
204
289
195

Ac
21
255
226
276
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Ac
26
235
264
337

Ac
26
241
206
261

Ac
1
266
269
173

Ac
199

212
283

Ac
10
204
266
192

Ac
10
204
267
211

Domesticados

Ac
14
241
201
219

Ac
14
199
221
215

Ac

20
173
213
248

Ac20
193
215
222

Ac

27 BLANCO CONTROL
165 121 201
203 138 186
172 132 214

Ac
27
214
189
361



Tabla 26.- Promedios de hemocitos no infectados e infectados.

Pequefios | Grandes | Domesticados
No 1,94E+07 | 2,12E+07 2,68E+07
Infectados
Infectados | 1,57E+06 | 1,78E+06 2,60E+06

Tabla 27.- Desviaciones estardar de no infectados e infectados.

Pequefios | Grandes | Domesticados
No 2,29E+06 | 6,81E+06 3,62E+06
Infectados
Infectados | 4,12E+05 | 6,56E+05 5,10E+05
ANEXO B

Monitoreos en el sector “a” CENAIM-PALMAR.

Estacion experimental CENAIM-PALMAR.
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Sector “A” CENAIM-PALMAR.




Toma de muestra de camarones. Obtencion de camarones para pesos.

Pesos individuales de camarones. Toma de datos de pesos de camarones.
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ANEXO C

Obtencién de muestras en la estacion CENAIM-PALMAR.

Toma de muestras para Inmunoensayos.  Fijacién de camaron con Davidson.

Extraccion de hemolinfa. Obtencidn de hemolinfa para ELISA.
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ANEXO D

Infeccion de camarones en el set # 1 CENAIM.

Preparacion de acuarios para infeccion. Camarones en sus respectivos acuarios.

Preparacion de la papilla infectada.
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ANEXO E

Aplicacion de inmunoensayos.

Camarones en bloques de parafina. Cortes para histologia.

Placas con tejido animal. Proceso de desparafinado de placas.
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Hemocitos extraidos y fijados.

Discos colocados en placas microelisa.

Placa microelisa para lecturas.
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Lector de microplaca.



