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GLOSARIO

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

humanos.

ADN: Acido Dexosin'ibonucleico: Un ácido nucleico compuesto de dos cadenas

polinucleotídicas que se disponen alrededor de un eje central formando una dotrie

hélice, capáz de autorreplicarse y codificar la síntesis de ARN. Soporte fisico de la

herencia en el 99 7o de las espécies. La molécula bicatenaria esta formada por dos

cadenas antiparalelas y complementarias entre sí. Formada por nucleótidos en los que

el azucar es desoxirribosa y las bases nitrogenadas son adenina, timina, citosina y

guanina. Excepto en los retrovirus que tienen ARN, el ADN codifica la infcrrnación

parula reproducción y funcionamiento de las células y para la replicación de la propia

molécula de ADN. Representa la copia de seguridad o depósito de la infonnación

genética primaria, que en las células eucariotas está codificada en la caja fuerte del

núcleo.

Antibiético: (del griego : contra; bios : vida) literalmente destructor de la vida.

Término que comprende todas las sustancias antimicrsbianas independientes de su

rrrigen, ya sean derivadas de microorganismos (bacterias, mohos, hongos) de

¡roductos químicos sintéticos o de ingeniería genética.
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Antígeno (dei griego anti : contra; genos : orígen): ]v{oiécuias, generalmente

extrañas al organismo receptor, que inician la produccién de anticuerpos,

generalmente son proteínas o combinaciones de proteínas con polisacáridos.

Apoptosis: Muerte celular programada, suicidio celular. Cuando eilo ocur¡e 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

mernbrana nuclear. Poco después se fragmenta en numerosos cuerpos apoptosicos

que engloban fracciones de las células siendo finalmente fagocitados.

Bacterias: Términó genéricos que cubre el conjunto de los micro-organismos

unicelulares con núcleo desprovisto de membrana, con cromosoma único,

generalmente con una pared exterior y capaces de multiplicarse por escisiparidad.

Microorganismo unicelular procariota. Son los seres más primitivos y resistentes que

habitan la Tierra" Ocupan todos los hábitats conocidos, desde los hielos de la

Antártica 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 orgátrico no vivo.

Cambio Climático: Es el resultado de los cambios que se están senerando en nuestro

planeta debido a la acumuiación en la atmósfera de gases causantes del efecto

invernadero. Todo esto trae aparejado consecuencia muy gmves comor el incremento
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de ias temperaturas, derretimiento de

desertificación, pérdida de la diversidad

hambre y miseria para la humanidad.

Cutícula (del latín cutícula diminutivo de

cutina, que se encuentra extrernadamente a la

los hieios, incremento dei nivel dei mar,

biológica, etc. Todo esto dará lugar a mas

cutis : piel): Capa de materiai graso:

pared ele las eélulas epiclérmicas.

Doble Hélice: La fbrma sue toman las dos hebras de ADN cuando se encuentran

unidas.

Especie Introdueida: Es la que ss introduce en Lln hábitat clue no es el de origen"

Especificidad: Propiedad de los participantes en [a respuesta inmune (.antigenr:,

anticlrerpo o células sensibilizadas) de combina¡se en lorma selectiva con el reacfante

correspondiente.

Exoesqueleto: Estructura que se encuentra par fuera del ruerpo de los organisrncs,

qLre les sirve como protección y sostén.

Factores Abiéticos: Son los factores fisicos y químicos del ambiente que actúan

sobre los seres vil'os. Entre los más relevantes se encuentran temperatura, humeelad,

luz, presién hidrostática, pH del agua, salinidad.
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Hábitat Espacio a área. ecológicamente hcmogéneas caracterizado par un sustrato

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

biocenosis. Sinónimo de biotopo.

Hospedero o Huésped: Organisrnos que representa la fuente de alimento, abrigo

otras ventajas para un organismo de otra especie. Puede ser positivo (favorable)

negativo.

Indicadores Ecológicos: Se refiere a ciertas especies, que debida a sns carasterísticas

pueden tomarse colno indicio sobre las condiciones ambientales de una zona

determinada.

Infeccién: Imrpción en un organismo vivo de un agente extrafio microscópico

(rnicrobio, virus, hongo) capaz de multiplicarse o de secretar taxinas.

Inmunidad: Capacidad de resistir, protegerse o inmunizarse frente a agentes

infecciosos. La inmunidad se debe a sistemas defensivos propios de los organisrnos:

Barrera de la piel, tubos digestivos asépticos y el específico sistema inmunolégico

basándose en células y la actividad química de los anticuerpos. Tal resistencia puede

ser innata o adquirida.

u
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Inrnunología: Rama de la biología que estudia lcs Íbnómeras iüherentes a

humanidad y, de una fcrma general, todos los prrcesos que tienen relación can

antigeneidad y con la elaboración de los anticuerpos.

Inrnunolégico: Relativo a los mecanismos que los organismüs vivos poseen pa¡a

defenderse de las enfermedades infecciosas.

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

ei lugar de interés.

Invernadero: Sitio creado para alojar a las plantas, con el fin de cuidarlas de

acciones climáticas y mantenerlas en condiciones que ayuden a mejorar

crecirniento.

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

protozoos hasta los insectos, gusanos, caracoles y ostras.

In Vitro: Locución latina que se aplica a todo fenómeno observado fuera del

organismo y en particular, en laboratorio.

Larva: Fase de desarrollo de numerosos animales (batracios, insectos, crustáceos.

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

t-ta

t^
ff
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saien dei huevo y su transformación en crisáiida, que se ciiferencian del estacio adulto

por su forma o modo de vivir. Pueden tener su hábitat en el suelo, en el agua,

adheridos a vegetales o animales en forma parásita o no. Otros animales que pasan

por transformaciones larvales son: Las Anguilas, la langosta, el camarón, 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 supresión durante un largo período de las

funciones vitales y del uso de los sentidos.

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

parte del milímetro.

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

bacteriología, la virolo gía, la micología y la parasitologia.

Microhábitat: Un área restringida especializada, donde prevalecen condicrones

diferentes del ambiente seneral.

Microorganismos: Ténnino que se aplica a los innumerables organismas animales y

vegetales minúsculos que, por regla general, sólo son visibles con el auxilio de un
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microscopio. inciuyen bacterias, ciertos hongos y algas, así corno lbranriníibrcs,

diatomeas y todos los minúsculos organismos flotantes que constituyen la vegetación

flotante marina.

Patógenc: Agente que genera una enfermedad.

Patológico: Término utilizaclo para los residucs provenientes de servieios de salnd,

veterinarias o laboratorios de análisis clínicos, compuestos de guantes, gasas,

algodones, agujas hipodérmicas, restos de inte¡venciones quirurgicas. Estos resiciuos

tienen alta peligrosidad.

Péptido: Polímero o cadena de aminoácidos.

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

solución. Técnicamente, pH es un logaritmo reciproco {negativo) de la concentración

de iones en el hidrógeno (actividad hidrógeno ión) en moies por litro.

Población: Número de individuos (plantas y animales) con características simiiares,

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

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

ampliflcación de una secuencia de bases del ADN, ideado por Mullis, usando una

L
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poiimerasa termoestabie y cios cebadores ("primers") de 20 bases cie iargo de ia

secuencia a ser amplificada, uno complementario de las secuencias frnal de la hebra

(+) y otro de la otra secuencia final de la hebra (-). En razón 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 disociación del ADN bicatenario formado, producen

rápidamente grandes cantidades de la secuencia original (amplificación). La PCR

puede utilizarse para detectar una secuencia definida en una muestra de ADN. 2)

Reacción en cadena de polimerasa: técnica de análisis del genoma mediante la

amplificación ilimitada de porciones especificas del ADN, allnque sean minúscuias.

Es un método revolucionario de amplificación exponencial del AD¡{ por ia

intervención de una enzima termoestable, la Tap polimerasa, inventado por el

americano Kary Mullis en i985 por lo que se le concedió en i993 el premioNóbel.

Es el proeeso fundamental para la secueneiación del Proyecfo Oenoma Humano.

Salinidad: Es una medida de la cantidad de sai en ei aEua o en el suelo. Se representa

en partes por millón.

Vscuna: Antigeno procedente de uno o varios organismos patógenos que

aciministra para introducir la inmunidad activa, protegiendo ccntra la infeccién

dichos organismos. Es una aplicación práctica de la inmunidad adquirida.

ss
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Virión: Unidad estructurai cie los virus. Consta fundamentaimente de dos estructuras

imprescindibles: un ácido nucleico (ADN o ARN) y una envoltura proteica (cápside).

A estas estructuras básicas se añade en algunos casos una envoltura lipídica (peplos)

ylo espículas de glucoproteína.

Virus (del latín virus : veneno): Agente infeccioso de naturaleza obligatoriamente

intracelular para sintetiz'ar su material genético, ultramicroscópico y ultrafiltrable.

Consta de un ácido nucleico (ADN o ARN) y un recubrimiento proteico. Entidad no

celular de muy pequeño tamaño. En estado extracelular son inertes.

¿._
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ADN

AIDS

ANOVA

BG

BGBP

OC

Ca *+

CENAIM

CNA

Com. per.

CTAB

d

g

h

Ha

HP

ICENV

ICTV

ABREVIATURAS

Ácido desoxirribonucléico

Síndrome de Deficiencia Inmune Adquirida

Análisis de varianza

Betaglucanos

p- 1,3-glucanos fijadora de Proteina

Grados celsius

ión calcio

Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas

Cámara Nacional de Acuicultura

Comunicación personal

cetyl-trimetyl-ammonium brornide

días

gramo

Horas

Hectáreas

Hepatopáncreas

Virus Infeccioso Cuticular Epitelial (siglas en inglés)

Comisión Internacional sobre Taxonomía de Virus (Siglas en inglés)
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IHHNV virus de Ia Necrosis Hipodérmica Hematopoyética Infecciosa

(infectious hypodermic and haematopoietic necrosis virus) siglas en

inglés.

Individuos

Kilogramos

Lipopolisacáridos

litros

Metros

miligramos

mililitros

Cloruro de Sodio

nanogramo

Non-ocluded baculovirus

Támpon fosfato salino sin Ca** y Mg**

Tárnpon fosfato salino con Ca-* y Mg--, diluciÓn 1/10

Reacción de polimerización en cadena (siglas en ingles)

Peptidoglucanos

Potencial de Hidrógeno

Pr:st-infección

Picknosis-Karriorrhexis

Post larvas

Fenoloxidasa

Ind

kg

LPS

T

m

mg

rnl

NaCl

ng

NOB

PBS

PBS lX

PCR

PG

PH

p.i

P-K

PL

PO
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proPO

Oz-

SPF

SPR

TM

TSV

pm

pl

ups

U.V.

WSD

WSSBV

WSSV

Sistema profeno loxidasa

Anión superóxido

Camarones libres de patógenos {siglas en ingles)

Resistentes a Patégenos específicos (siglas en ingles)

toneladas métricas

Virus del síndrome de Taura (siglas en ingles)

micras

microlitro

unidades prácticas de salinidad

ultravioleta

Enfermeda<l de la mancha blanca (siglas en ingles)

white spot syndrome baculovirus

Virus del síndrome de la mancha blanca (por sus siglas en

volimen /volúmen

ingies)
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RESUMEf,{

Este trabajo se enfocó en establecer la supervivencia de los camarones prejr-rveniles P,

vannamei cultivados en invernaderos y sometidcs a temperafuras de mayor

susceptibilidad al patógenc y en comFrobar el efectc de los inmuroestimulaltes \,/o

ia preexposicién con antígenos viraies sobre la supervivencia de postlarvas P"

vannsrnei desafiados al WSSV a temperatura alta. Para estc, se realizó dos

experimerÍos: El primero consistió en utilizar camarones prorrenientes de

invernaderos y bajar la temperatura (33, 28 y 24 oC), el experimento duró 21 días y se

tomó varias muestras durante el experimento para análisis de histología para

confirmar el estado de salud del camarón por tratamiento, hasta el final doncle

encontramos animales de dos tipos de coloración, rosados y azules. Los resultados

nos muestran que no existió mortalidad, en cuanto a los análisis de histología

mostraron que los animales que estuvieron más infectados fuercn ios de coloracién

azul (.45,45 oá de animales muestreados), en tanto que el poreentaje de infeeeión en

los animales de coloración rosada fue del 36,36 %-

En el segundo experirnentc se utiliza¡an ani¡nales SPF ¿iii'ididas en 3 tra.tarnientu:

(.aninrales SFF, aplicación de WSSV inactivo en Zoea y Misys y aplicación de WSSV

activoen PL 12), los animales de cada tratamiento fuercn separados en dos lotes ,v un

lote de cada tratamiento recibió glucanos mezclado can el alimento. dando como

resultado 6 tratamientos. El desafia duró 7 dias , obteniendo la supervivencia de el

XXTX



55,3 y 57 oÁ para el grupo de anirnaies con tratafilientcls SPF vs WSSV Inactivo y el

27 y 32% para el grupo de los animales con tratamientos SPF + glucano y WSSV

Inactivo + glucano. Se determinó diferencias en niveles de infección mediante

histoiogía. Obteniendo los resultados que lcs animales más infectados fueran los del

katamiento 3 (tratados con Virus inactivo). Los del tratamienta 1 y 5 {animales SPF

y animales tratados con WSSV Activo respectivamente) tuvieron similares grad* rfe

infección, seguidos por los tratamientos 2 y 4 (animales SPF tratadas con glueana y

animales tratados con Virus Inactivo + glucano) con similares grado de infección y

finalmente ios animales del tratamiento 6 (WSSV Activo r Giueano)" Las animales

de los tratamientos 3 y 5 mostraron infbcción en grado 4 con el 100 % de la población

infectada. En los animales del tratamiento 6 no ss encontró células infectadas pc'r

WSSV. Todos los camarones que murieron (agudos), manifestaron coiaracién rc.jiza

del cuerpc y manchas blancas que fueron obseruadas en el interior del caparazón ¡:er*

no visibles a simpie vista. i,os carrlarones tamt¡idn mostrarcn aspeeto lechosa y

mcvimientos erráticos"
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II¡TRODUCCION

El vims del Síndrome de la Mancha Blanca (WSSV), es la amenaza más seria que ha

afrontado la industria del cultivo de camarón en Asia (descle 1992) y América Latina

desde 1999 (Flegel et al., 1997;' Lightner and Redman 1998b). Datos de la Cámara

Nacional de Acuacultura (CNA) del Ecuador muestran que debido al WSSV, Ias

exportaciones de camarón cayeron de 115000 toneladas métricas (TM) en 1998 a

38000 TM en 2000, recuperándose a 47000 TM enZAA2 y 50000 TM en 2003 (CNA,

Website).

El WSSV tuvo su origen en Asia entre 1 992 y 1993 (Inouye et al., 1994; Zhang et al.,

1994), y actué en forma devastadora en China, Japón y Taiwan. Posteriormente se

extendió a otros países colllo Tailandia (Wongteerasupaya et al., 1995), Corea,

Indonesia, Yietnarn, Malasia e India (Chou et al., 1995; Wang et al., 1995). En

América Latina, se detectó por primera vez en 1999 en granjas camaroneras de

Honduras y Nicaragua, de donde pasó a Panamá (país eminentemente exportadcr de

laruas de camarón para cultivo) y de ahi se difundió rápidamente por la región

afectando principalmente a Ecuador, Ferú, Colombia, los países centroamericanos y

México. Los efectos de la mancha blanca se han hecho sentir principahnente en la

zona del Pacífico sudamericano (Gonzále z, D .J . 2A02) (Anexo. 1 ).



La sustentabilidad de la industria del camarón depende en gran parte del ca¡rtrol de

enfermedades. Teóricamente, las estrategias profilácticas y de control del WSSV

incluyen buenas condiciones ambientales, un stock libre de patógenos específicos

(SPF) o postlarvas resistentes a patógenos específ,tcos (SPR).

La dinámica de ocurrencia de patógenos en sistemas acuáticos está probablemente

modulada por parámetros ambientales tales como salinidad y temperatura (De La

Pefra et a|.,1993;Bray et a1.,1994; Jirnénez et a|.,2000). El cultivo de camarón en

parlicular está sujeto a cambios climáticos debido a las prácticas de cultivo que

influyen en la calidad fisicoquímica 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

cnrstáceos provocadas por fluctuaciones de temperatura (Chisholm and Smith 1994,

Vargas-Albores et al., 1998; Cheng y Chen 2000). Estas modificaciones en ios

parámetros inmunitarios podrían ser las responsables de las diferencias en la

susceptibilidad a las enfermedades, de acuerdo a las estaciones climáticas o a las

alteraciones de temperatura (Jiménez et al.,20AA; Durand 1997).

La intensificación del cultivo de camarón se ha basado en progresos en acuacultura

con una carencia de conccimientos de la fisiología de penaeidos y a menudo con poca

consideración de aspectos ecológicos. Por lo tanto, la prevención y el control de

enfermedades de camarón necesitan un acercamiento irttegrado en el cual el



conocimiento de la inmunidacl dei carnarón debe ser meiorado. l{uevas estrategias de

control incluyendo la vacunación contra el WSSVserían sumamente deseables. Sin

embargo, los invertebrados carecen de un sistema de respuest¿ inmune adaptativo,

manifestando en su lugar una respuesta inmune innata (Kimbrell, et al., 2001).

Aunque considerado merlos sofisticado, este sistema inrnune innato es capaz de

reconocer y destruir rápida y eficientemente el material no propio, incluyendo

patógenos (Lee, et a1.,2ü02).

Las interacciones que el camarón tiene con su medio ambiente no son faciles de

interpretar, básicamente porque la respuesta fisiológica no solamente depende de

factores externos, sino también de factores internos o hsiológicos, condiciones de

salud o condiciones nutricionales, etc. En esta complejidad de factores intrítrsecos y

extrínsecos, las altemativas para controlar las enfennedades se han multiplicado

(Vargas-Albores ef al., 1998). En los últimos años se ha irnpulsado el uso de

inmunoestimulantes. Los efectos protectores de varios immunoestimulantes han sido

reportados contra infecciones de WSSV, por ejemplo, la administración oral de

péptidoglucanos o lipopolisacaridos en Penaeu,s japonicus (Itami et a/., 1998;

Takahashi et a1",2000) y Penaeus monodon (Song et al., 1997; Chang et a|.,1999).

La immunaestimulación se presenta como una alternativa ya que los crustáceos no

poseen Lina respuesta inmune adaptativa basada en inmuncglobulinas que faciliten la

vacunación (Sóderháll and Thornqvist, 1997; Lee and Sóderháll, 20A2).



La presente investigación pretende determinar el efecto protector de los p-i,3-glucano

ylo La preexposición con antígenos virales, sobre la supervivencia de camarones

prejuveniles Penaeus vannamei expuestos al virus activo, a una temperatura de

susceptibilidad al patógeno. Se analizé en un primer ensayo, la prevalencia para

WSSV de camarones prejuveniles (aproximadamente l-2 g) provenientes de

invernadero y sometidos luego a bajas temperaturas.



JUSTITICACION

La importancia de este estudio es investigar el efecto protector de los

inmunoestimulantes ylo la preexposición con antígenos virales sobre la supervivencia

en camarones prejuveniles de P. vennamei infectados con WSSV. Se espera

recomendar medidas que se podrían aplicar para el control del virus WSSV, en los

cultivos baio invernaderos.

El presente trabajo tratará de determinar el efecto de las caidas de temperafura sobre

la supervivencia de animales cultivados en invernadero. Se pretende saber además si

la inmunoestimulacién y/o la preexposición a antígenos virales incrementa la

supervivencia a desafios con WSSV. Se espera que ésta información permita

recomendar estrategias de rnanejo del WSSV en invernaderos y en piscinas

camaroneras descubiertas.

OBJETIVO GENERAL

antígenos virales de WSSV sobre la supervivencia de camarones prejuveniles

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

patógeno.



oBJETrvos ESPECÍrrcos

cultivados en invernaderos y

susceptibilidad al patégeno.

los caurarones prejuveniles P. vannamei

sometidos a temperaturas de mayor

antígenos virales sobre la supervivencia de postlarvas P. vannamei desafiados

al WSSV a temperaturu alta.

IIIPOTESIS

La producción de camarones en la época de verano se reduce significativamente por

la disminución de la tenperatura y es en ese momento, cuando en la producción 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

estarían mejor preparadas para enfrentar el desafío viral que las larvas no

inmunoestimuladas.



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 número de

obstáculcs que entran en el proceso productivo, especialmente los relacionados con

las enfermedades. Hasta hoy a nivei mundial han sido reportadas un número

considerable de enfermedades de naturaleza infecciosa debido a agentes biológicos

principalmente causados por virus, bacterias, ricketsias, hongos, protistas y

metazoarios (Lightner and Redman, 1998). Las no infecciosas son originadas por

factores abiéticos como sustancias químicas tóxicas, ambiente desfavorable,

desequílibrios alimenticios o factores genéticos (Lightner, D. 1996; Lightner, D.Y., et

al., 1997). Sin embargo los principales agentes causantes de enfermedades del

camarón son virus y bacterias asociadas, las primeras con el colapso casi absoluto de

esta industria en el continente asiático (Alvaré2, J.D., et a1.,20Ü3; Bachere,2000) y

en el Ecuadeir (CNA, Website). Se conocen veinte diferentes virus que infectan a

camarones peneidos" Estos son probablemente los más importantes patógenos

encontrados en la industria camaronefa (Lightner, 1996; Aguirre y Ascencio, 2000;

Hernandez-Rodríguez et al., 2401 ).

A finales de la década del 6Q se dió inicio a la industria camaronera en el Ecuador, y

con ella nació una de las industrias de mayor crecimiento y tscnificación en nuestro

país. La misma ha evolucionado a través de más de tres décadas, enfrentando



problemas tales como enfermedades, fblta 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 año 2000 existían un total de 152.523 Ha concesionadas para la

crianza de camarón y 2.036 cultivadores, entre tierras altas y de playa, como lo vernos

en la Tabla No. 1. No obstante, desde la aparición del WSSV, el sector camaronero

ha venido perdiendo su dinamismo, agravado por el incremento de la competencia

mundial.

Tabla No. l. Criaderos de camarón.
Hectáreas concedidas y cultivadores

Cultivadores Has Culrivadores l{as Cultivadores llas Cultivadores F{m Cu}¡ivadores

1976
1980

198-5

1990
I 995
2000

6 139
l-56 14.10'l
940 93.222

r 780 128.071

1.994 t19.710

00
150

32 2.241
I -16 4.363
l 70 6 8,16

120
28 1.7"12

I 12 5.413
347 10.716
404 12.089

2 300
tu4 1{J.944
581 71.020
877 f){.}.010

972 9ó.-s,97

I 119
23 t.941

2r5 r4.,548
4ZA 22.982
,148 24. i 88

2.036 152.523 180 9.949 409 12.159 998 i0,5.482 449 24.633

Fuente: Subsecreta¡ia de Recursos Pesqueros.
Tomado de: Marriott, F.2003

Los impactcs sobre la producción camaronera en Ecuador están gobernados por la

naturaleza y fundarnentalmente por eventos climáticos de gran escala (Calderón,

2005). Entre los principales hechos que han afectado negativamente al sector

camaronero tenemos en primer lugar el evento del Niño, el mismo que causa

destrucción en gran escala de la infraestrucrura de piscinas por ias fueúes lluvias e

inundaciones. La primera enfermedad significativa se llamó el "Síndrome de la

Gaviota", provocado por vibrios pero nombrado así por la tendencia de estas aves



marinas de acudir en masa airededor de las piscinas con camarones enfermos. La

enfermedad airofió el crecimiento de la industria a 4.000 TM durante un scio año en

1989 (l'{C Clennen, 2044).

La segunda enfermedad significativa fue el "Síndrome de Taura" (TSV); (Laiz et a!

1997), el cual apareció a mediados del año 1991 y fue detectado en octubre de 1993

en la poblacién de Taura, provincia del Guayas. EI TSV ccasionó el ciere de 12.000

Ha de producción en 1994 y su efecto se extendió por la zona del Golfo de Guayaquil

(Alday de Graindorge and Griffith 2001).

Quizás el peor embate que han debido afrontar los camaroneros hasta ahora ha sido el

virus de la mancha blanca, que fuJ detectado por primera vez en China a mediados ¿le

1993, y qlle se extendió a Japón y a toda Asia, ercepto Filipinas que cerró sus

fi'onteras y evitó la entrada de laryas y calnarones infbctados, ocasionando eievados

índices de mortaiidad.

Estas tres grandes enfennedades infecciosas mencionadas anteriormente se

presentaron durante anomalías térrnicas negativas en el tnar, evento la Niña,

subrayando el efecto de la temperatura sobre la susceptibilidad del camarón a las

enfennedades (CENAIM, Website) (F'ig. 1).
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Figura 1: Enfermedades lnfecciosas presentes dulante anomalías térmicas negativas en el mar.
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El WSSV apareció en Ecuador a fines de mayo de 1999 y se extendió a las cuatro

prürcipales provincias productoras las cuales son: Esmeraldas, Manabí, Guayas y El

Oro (Fig. 2) (Calderón et al., 1999, Calderón et al., 2000), generando una catástrofe

en la industria camaronera ecuatoriana.

r. .r. iéi.t .i^ *
f:f ll li .-il¡.iiJ:f

1,1.1ti*[:,r

. -r r: .. ic-

rl i'':r''-,

Tunii"'+¡

-rn

Figura 2: Principales provincias productoras de Camaroil en el Ecuacior.

Fuente: Calderón et al.. 1999
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I.1. EI- VIRUS DET, SíNNROMI] DF] LA MANCHA BLAhICA {WSSV: WHITE

SPOT S}T.IDROME VtrRUS'I

i.1.i. Generalidades sotrre el WSSV

Sin duela una de ias caracteristicas más importantes del WSSV es su gran poder de

propagación, las múltiples vías de infecciones y el amplic especfro de huéspedes,

tanto silvestres como cultivados que pueden actuar como reservorios y/o vectores

(FIDE Montesdeoca, M. 20A4. Se sabe que no sóla todas las especies cultivadas de

penei<los son sensibles a este virus, sino además cangrejos, cangrejos dc río {La et al.,

1996; Chen et a|.,1997; Flegel et al.,1997\ y otros erustácecs. incluso copép*dos y

larvas de insectos acuáticos prieden ser infbctados. El mayor riesgo lo presentan los

portadores asinto¡náticos que tienen flícil acceso al estanque, con-to los cangrejos o 1as

especies de carna¡ón planctónico, que van liberando pa$ículas viricas o que

transmiten la enfermedad al ser ingeridos (Alday, V. 1999). Esta ccndición pcccr

común para los virus, lo conviefien en un virus altamente peiigrosc para los

crustáceos (Shi ei c/., 2000).

En casos severüs, la-s mortalidades pLrede alcanzar 1AA % entre los 3 y 10 días

después de la aparición de los primeros síntonras 1\\'ang et al." 1999; Mahan et c¿\."

1998; Nakana et al." 1994). Ei WSS\ puede experimentalmente ingresar en

camarorles por fres vías, inyección, urmersión de iiquidc homogenizante filtrado de

t2



camaróll enfbffiro (Chou, H. Y, ¿i al 1995; Llhang, C, F., et al 1999), e ingestión {Soto

y Lotz,2001).

El agente causante de la mancha blanca es uir virus de dcble cadena de ADl{ (Wang

et al". 1995,i (Fig. 3). Varias investigaciones lo denominan coíno baculovirus del

sínclrome de la mancha blanca "u4rite spot syndrome baculovirus" (WSSBV) il,o er

a1.,1997), quienes clasificaron en uR principic al virus del WSSV en el géner:o

Baculovims no ocluido "Non-ocluded baculovints" {NOB), de tra subfbmilia

Nudibacuiovirinae y cle Ia farnilia Bacuioviridae (lnouye et al.,1996; Murplsy et *1.,

1995), siendo esto aceptailo en el quinto reporte de la Cornisién Internacional sobre

Taxonomia tle Virus "lnternational Committee on the Taxonomy of Virus" (ICTV)

(Franeki et cl., tr991; Lo et al., W97). Sin embargo en el sexto r*pot1e de la ICT\¡. ia

pertenencia a la sutrfamiiia Nudibaculovirinae y al género l{oB fueron omitidos (.Lo

et al., 1997), ya que el WSSV no tiene suficientes características en con¡ún con el

resto de los baculovirus. Estr-rdios a nivei molecular han demostrado que el WSSV

pertenece a un nuevo grLlpo diferente a todos los virus eonocidos y ha queciado

clasificado coino virus "no clasificado" (.Alday, 1999)' Estudios reaiizados de tres

proteínas estructurales clei virus dernuestran que estas distan de ser homóiogas a ias

proteínas estructurales de otros virus. Esia earacterística frnica aSruda a sustentar ie

idea de que WSSV puede representar .,ln nuevo género de virr¡s {Whiispavirus) o

quizás una nueva familia $l/hispot'iridae\ {\'an H'-rlten et ai',2000; Tsai el ¿]l', 20ü0)'

Observaciones al microscopio electrónico de secciones cle tejir.ic infbctado y

l3
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suspensiones virales del WSSV revelan su flonna de varilla, una envoltura y un gran

nrimero de viriones no ocluídos (Durand et al., \997a). Los viriones ccmpletos

tienen un promedio de 83 nm de diámetro y 275 nm de longifud, no se encuentra

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

ABC
Figura 3: (A) Agente Causante del Virus de la Mancha Blanca, (B) 350 nm de longitud. (Ci
Estructnra.
Fuente: Aqua In Tech lnc.

Además de su alta virulencia, el WSSV se caracteriza por ser poco específico en

cuanto a su capacidad de invadir y afectar tejidos (Chang et al., 1996i). Mediante

técnicas de histopatología, se han encontrado er,-idencias de infeceión y destrucción

celular en: tejidos mesodermal y ectodermal incluyendo el epitelio cuticular, tejido

conectivo, glándula antenal, branquias, tejido nervioso, órgano linfoide, tejido

hematopoyético y principalmente en la ectodermis (Chang et al." 1996). El virus

también daña el estómago, las branquias, glánduia antenal, coruzón y ojos. Durante

las etapas posteriores de infbccién, estos órganos son destruidos y muchas células son

lisadas (GSMFC website).

14



1.1.2. Signos Clínicos Externos

El virus recibió el nombre por ios signos extemcs que producía euando apareció" Los

signos externos típicos de camarones infectados con WSSV son una cutícula blanda

con manchas blancas que oscilan entre 0.5 y 2.0 nrm de diámetro (Chau et ctl., 1995;

Wang et al., 1995; Lightner, 1996; Lo et al., 1997'). Estas manchas representan

depósitos anonnales de sales de calcio en la epidennis cuticular, pero con fi'ecuencia

son observadas en el interior de la superficie del caparazÓn, en los segrnentos

atrdcminales y en la parle extetna de todo el cuerpo (Wang et al", 1999) (Fig' 4). Para

verlos más f;ácilmente, se arranca la cutícula de la cabeza y con la uña del pulgar se

rasca hasta retirar la epidenlis (Alday" V. 1999) ia cutícula floja en los anirnales

afectados se desprende fácilmente y se separa de ia epidermis subyacente (Chou er

al.,1995; Wang et a|.,1999). Sin embargo estos signos no siempre están presentes, o

pueden presentarse sin la presencia del virus. Las manchas blancas, también pueden

ser provocadas por causas ambientales relacionadas co¡r la concentración de Ca*'y el

pH del estanque (Alday, V. 1999). I.os camarones af'ectados se encuentran en un

estado de letargia, nadando en forma lenta y errática en la superficie o en los bordes

del estanque (Lo ef al., 1998), observándose adenás una rápida reducción del

consumo de alirnento.
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Figura 4: Signos Extemos Típicos de camarón infectado con WSSV. Manchas blancas sobre la

cutícuia.

Fuente: Shrimp Disease Research. wvw.usm.edu/gcrl/research/shrimp*disease.php
Por; Jef{iey M. Lotz, Ph.D.

Otros signos, es la coloración pálido rojiza de los camarones infectados, dada por la

presencia de cromatóforos expandidos y tal vez por la coloracién rosada de la

hemolinfa (provocadas por una inadecuada actividad PO plasmática) (Rodriguez,

2000), la cual normalmente es azul verdosa. Adicionalmente se obsela un

incremento en el número de hemocitos hialinos y aparición en cireulación de

hemocitos de morfologia alterada (Montesdeaca et a|.,2042).

1.1.3. Vías de transrnisión y prop*gación del virus

El virus de la mancha blanca se transmite horizontalmente (Wang et a1.,1999), esto

se refiere de animal a animal. Soto y Lotz (2001) demostraron que el WSSV se
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tansmite más por ingestión de tejidos infectados de animales moribundos o tnuertos,

al igual que sus uudas que por cohabitación con vectores y reservorios o por contactc¡

con agua conteniendo partículas virales libres (Atday de Graindarge, V. 19q9)" Esta

forrna de transmisión es importante en la población riebido a que los carnarones son

animales caníbaies (Chou ef al., 1998; Rajan et a1.,2000). No se ha demostrado

transmisión vertical (del reproductor al huevo) a diferencia del caso del virus de ia

necrosis hipoderrnica ,rr hematopoyética (IHHNV). En el caso del WSSV se han

detectado oocitos infectados pero éstos no se desarrcllan y degeneran. Sin embargo,

en el momento del desove, se liberan paftículas virales que se adhieren a la superficie

de los huevos y pueden contaminar al anirnal, si estos no son desinfectados (Alday.

v. 1999).

1 .1 .4. Técnicas de detección clel WSSV

i . i .4" 1. Observacién de Sisnos Externcs

En este caso, los signos externos pueden ser de gran ayuda cofilo indicativos de una

ano¡nalía. Pero como ya se ha dicho, no pueden usarse como único medio de

diagnóstico, se necesita recurrir a técnicas eontlrmatorias.

1.1.4.2. Tinción Rápida de Branquias

La {ijación rápida de branquias es una técnica que puede ser realizada por el personal

de la camaronera y que da una respuesta en I h aproximadamente. Esta técnica
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permite identificar la enfermedad de la mancha bianca, cabeza amarilla, [FlHt\V,

vibriosis generalizada, micosis y epibiontes.

IJna vez preparada la muestra se observa al microscopio y pueden detectarse los

cuerpos de inciusién caracteristicos, producidos por una infección con el virus de ia

mancha blanca.

Un resuitado positivo con esta técnica rápida confirma la presencia del virus. Sin

embargo, un resultado negativo no significa que el camarón no esté infectado,

necesita confin¡arse por medio de histología. En ei caso de animales

indiscutiblemente enfermos no es necesario recurrir a técnicas de biolosía molecular

que aunqlle nos pueden dar tina respuesta son muchos más costosas que la histologia.

1 .l .4.3. Histología

Es una técnica que da mucha infomación, tiene sin embargo como incclnvenientes

que es lenta (36 horas) y no es tan sensible corno las técnicas de biologia molecular.

Para diagnosticar un proceso patológico, es necesario tomar animales que rnuestren

anomalías en su aspecto externo o en el comportamiento.

1 .1 "4 .4. Reacción de polimerización en cadena ( PCR)

Si el animal no presenta signos exterrlos de la enfermedad" no significa que no pueda

estar infectado. En este caso se debe detectar niveles rnuy bajos de infeccién para lo
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cual se necesita técnicas de biología moiecular que detectan y amplifican el DlrlA del

virus. La técnica más adecuada es ia PCR" Existe una variante de ia PCR llamada

Nested PCR que equivale a una doble reacción de PCR, haoiéndola muchísimo más

sensible (Alday de Graindarge, V. 1999).

1.2. SISTEMA INMLI¡{E

El sistema Inmune se ha desarollado para proteger a los organismos millticelulares

de sustancias extrañas (Vásquez et a1",1998; Lee et al., 2AA4. Durante la evolución

se han seleccionado dos tipos de sistemas inmune que proveen defensa interna contra

agentes infecciosos (Lee y Sóderháll, 2AA?). El nombrado sistema de inmunidad

innata (natural) que consiste en la primera línea de defensa contra un agente

infeccioso y la inmunidad adaptativa (adquirida), caracterizada por la presencia de

anticuetpos y células específicas contra ese agente (Van de Braak et al., 1996i). Así

como ei desarrollo de memoria inrnunitaria.

Ei sistema de inmunidad innata es filogenéticamente el más antiguo mesanisrno de

defensa que se ha podido descubrir en todos los organismos multicelulares. Este

sistema es la primera línea de defensa que aylrda a limitar la infección en una etapa

temprana y confía en la linea de receptores codificados que reconocen y conservan el

presente modelo molecular sobre microorganismos (Fearon, et al.. 1996; Medzhitor,'.

er al., 1997).

i
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1.2.i. Respuesta l*mune cle lcs Crustáceos

Contrariamente a ios vertebrados, los crusláceos no poseen un sistema inmunitario

con memoria y estricta especificidael, debido a su incapacidad de producir

inmunoglobulinas (Hall y Séclerháll, 1984), receptores de células T y células de

men'roria ('Ihórnqvist y Sódreháll, 1997; Arala-Chávez y Sequeira, 2000). Sin

ernbargo ellos poseen la capacidad de hacer frente a los patógencs invasores por:

medio de mecanismcs, celulares y irumorales, en lc¡s cuales están implicados los

diferentes constituyentes de la hemoiinfa que operan para n:antener la integridael del

organismo (Sóderháll anci Cerenius, 1992)" Este sistema inmune carece de la

complementariedad antigeno-anticuerpo característica de los vertebrados, pero puede

reaccionar ef'ectivamente para destruir los microbios invasores y agentes parásitos

(Christense & Nappy, 1988)" Los mecanismqis celulares irnplican direcfamente a los

hemocitos y generalmente están relacionados cün la respuesta inmune inrnediata no

inducible, es decir con los nrecanismos de defensa que se desencadenan

inrne<iiatalnente luegc de que ei animal ha sufrido ia agresión del patógeno o una

herida (Johanson y Si5derháll, 1989). Existen tres tipos de hemccitos circulantes:

células hialinas, semigranrilares y granulares (Bachere" 2000). Las células hialinas

están asociadas c,¡n la fbgocitosis y las células granulares y semigranulares están

relacionadas cün la encapsulacién y con la prr:ducción de melanina rnediante el

.istema enzir-nático profenolcxidasa (proPO). elinismo que es liberacla de los

'; :tocitos en los sitios de infección. Los hemocitos son elementos cruciales en
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reacciones inmunes cotllo la fagocitosis, eventos de nodulación, encapsulación,

citotoxicidad, coagulación y aimacenamiento de las enzimas de la cascada proPO

(responsable de la melanización) (Smith & Séderháil. 1986; Van de Braak et al,.

1996; Thórnquist y SóderháL1, 1997', Johansson ef al.. 2000). Los mecanismos

hurnorales necesitan una estimutración previa antes de activarse y están trasados en la

presencia de f'actores rnicrobicidas circulantes, los mismos que incrementan ia

resistencia del huésped por un corto periodo de tiernpo. Hn ias defensas humorales

participan las prcteínas plasmáticas, aglutininas (Ej. lectinas). enzimas hidrolíticas.

péptidos antimicrobianos y factores rnicrobicidas circulantes qlle nrejiiran la

eficiencia de la respuesta inmune (Van de Braak et rsl.,199fi; Thiirnquist ,v Séderháli,

1997; Jahansson et a|.,20ü0). Ellos forman parte de la respuesta inmune inducida

(Chadrvick y Dunphy, 1986).

Los decápodos tienen un sisterna circulatorio abierlo mediante el cual son distribuidos

nutrientes, oxígeno, hormonas y poseen soiamente inmunidad innata (Vásquez ef *1..

1998). Los camarones poseen un sistema inmune innato rápido y eficiente para

reconocer y destruir ¡naterial no específlco, incluyendo patógenos (Van de Braak e¡

al.^ 1996). El primer mecanismo de def.ensa de un camarótr consiste en sus tran"eras

Í-ísicas, como el exoesqueleto.

El camarón como todos los crustáceos, necesita ren.ro\-er y reemplazar periédicamente

su exoesqueleto rígido para seguir creciendo. El ciclo de r¡ucla ha sido dividida en

i.
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cinco estadíos por ilrach ( I989) \ son. postmuda (A,B) intemuda (C), premuda (D:.

D1, l)2, D3) y exuvia (E). Este proceso es r¡na fuente intrínsica de variaciones

etológicas. fisiológicas e inmunitarias. Dichas variaciones. sumadas a la pérdida de la

cutícula, son algunos de los factores que probablemente influyen en la resistencia yio

susceptibilidad de los crustáseos a los patógenos. Así, Le Moullac et ai" (19971,

encontraron que P. stylirotrrtt es más sensible al vibrio patégeno Ah423 durante la

premuda que durante la intennuda. Adicionahnente, Hasson el ul. i.l999) repoftaron

que TSV ocasiona la mortalidad de P. vannaffiei en D4 (tardia premudai o en E

(exuvia). Por otra parte inlbrmación anecdótica señala que los animales que mueren

por WSSV son blandos al tacto.

Los cambios bioquírniccs y biológicos, así como las mcdificacicnes mor{blógicas en

la epiderrnis de los crustáceos influyen también en ei sistema inmune. Algunos

estudios señalan cambios del liemograma durante el ciclo de muda. Tsing et al"

r1989), en P. janonictts y Le Moullac eÍ aí. {1997), en P. s4tÍírosfri, encontraron el

iravor nrimero de hernocitcs durante la pcstmuda y el menor número durante la

rnten¡uda. Similares variaciones fireron observadas. en Sicyottia íngenlis en ei cual

la mayor liberacién de hemocitos dei tejido hematopoyético ocunió en postmuda

Hose ei al., 1992). En cuanto a la formula hemocitaria, el mayor ni¡mero de

hemccitos granulares, ha sido observado en intennuda en P. stylírastrr"s y S. lngentis

iLe Moullac et al., i997; Hose et ul., 1992). En tanto que se ha repcrlado que el pico
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de las células irialinas ocuire durante ei periodo de exuvia en S. [ngenlís y en P.

ja¡tonicus (Hose el al., 1992' Sequeira et al., 1995).

Aunque las bameras externas son eficientes, muchos agentes infecciosos las

sobrepasan. Cuando eso ocurre, ios agentes son rápidamente reconocidos como

o'extraños" o "rlo propios" pcr los mecanisrnos de vigilancia inmune del camarÓn,

mediados por los hemocitos y proteinas de ia hernolinfa. Algunos de esos

mecanismos de reconocirniento tarnbién son capaces de desencadenar las ¡:eacciones

de defensa. {-ln ejemplo son las proteínas que reoonocen y se unen a carbcihidratos de

las paredes microbianas, lipopolisacáridos (LPS) de bacterias y $-1.3-glucano de

hongos. Esos complejos proteína-microorganismos son fagocitados pCIr las

hemocitos o encapsulados en nóduios y de esa tbrma eliminados (Cranja, C. et al.,

2001 ).

El proceso de fagocitosis es faciiitado por otras proteínas denominadas opsoninas,

que increnlentan la unión del agente infeccioso al hemocito" Entre ellas están las

lectinas que reconocen carbclhidratos específieos erpresados en la superficie de virus,

bacterias, protozoarios, ete. Además, las lectinas parecen ejercer otros papeles

biológicas como fbctores citolíticos y participación en la muerte celular prograrnada

(apoptosis), entre otros. Estudios recientes en cangrejos -v artrópodos también las

involucran en el reconocimiento de moléculas no propias. La cliversidad y

especificidad de ese reconocimiento, puede de cierta fbrma, ser comparado a! de las

inmuglobulinas en ios ve*ebrados (Granja. C. ¿¡ ¿rl l00l ).
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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 están en su mayoría acompañadas por melanizaeión. La enzima clave

en la síntesis del pigmento melanina es la PO, la cual está presente en la sangre de los

artrópodos (hemolinfa) como una proenzima inactiva, la proPO. Esta proenzima es

activada por componentes'de la pared celular microbial colno los B-1,3-glucanos de

hongos, los LPS de bacterias Gram negativas o los peptidoglicanos cle bacterias Gram

positivas (Johansson & Sóderháll, 1989). En camarones, el complejo del B-1,3-

glucano con su proteína ligante (BGBP) al unirse a la superficie del hemocito

conduce a la liberación de los gránulos que contienen serina proteinasa. Esta enzima

se activa en presenci a de Ca*' y fracciona la ProPO, transformándola en PO. La PO

es una enzima bifuncional que cataliza la o-hidroxilación de monofenoles y la

¡ridación de fenol en quinona, la cual polimeriza en melanina. Tanto los compuestos

-ntermediarios de esa cascada coruo la melanina son tóxicos para los

::icroorganismos. Así, la eliminación dei agente agresor a través de ests mecanismo

:enera regiones ennegrecidas ocasionadas por los depósitos de melanina

nelanización), fácilmente identificables cuando se localizan en la cutícula (.Granja,

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

.enigranulares.
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La coagulación participa tanto en la homeostasis como en la eliminación de

patógenos. ta coagulación puede ocun'ir por dos vías independientes. En ia primera,

proteínas coagulables (lipoglicoproteínas) de la hemolinfa se polimerizan bajo ia

acción de una transglutaminasa dependiente de Ca-"', producida pcr hemocitos y

células rnusculares, llevando a ia formacién de un gel. La otra vía de coagulación es

del tipo de una cascada cornpuesta por zimogenos de serina sernejante a la cascada de

coagulación de los mamÍferos. Tanto compuestos bacterianos como cle hongos (LFS

y p-1,3-glucano) son inductores potentes de ambas vías. En resllrnen, la coagulación

juega un papel impofiante no sólo en la homeostasis sino también en la defensa ya

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

Además de los meeanismos 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,

equincdermos y moluscos producen polipéptidos inducibles semejantes a las citocinas

interleucina-1, interieucina-6 y Factor de lriecrosis'Iumoral. Esas moléculas

semejantes a citocinas activan las células fagocíticas, incrementan la opsonización y

pueden tener inclusive actividad anti-viral, como las moléculas semejantes al

rnterferón producidos por insectos (Granja, C. et al.,200i).
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Al respecto Arala-Chavez y Sequeira q2000) concluyen que los invertetrrados a pesar

de tener una muy baja diversidad de receptores para inmunoestimulantes comparado

con los vertebrados, pueden generar respuestas inmunes. Los B-glucanos aplieados

oralmente han estimulado una mayor producción de Anién Super Óxido (O:-) (Song y

Hseih, 1994; Chang er o.1., 2003), promovido la activación de los hemocitos

circulantes en Astacus astacus y Carcintts ffiaenüs (Smith y Sóderhá1l, 1983), P.

mr¡nodr¡n (Le Moullac et aÍ., i998; Cha-ng et a1.,2000; Van de Braak eÍ a1.,20A2), P.

vannameí (López er a|.,2003), e incrementado significativamente la actividad de la

PO en juveniles de P. rnonodon ('Le Moullac et trl., 1998) y P. vcrnnamei (.López et

al.,2AA3).

1 .2.2. Inmunaestimulantes

Aunque e! camarón cuenta con un sistema eficaz de def'ensa inmunitaria, su cultivo ha

experimentado un descenso dramático debido a la presencia de patógenos. La crisis

que atraviesa la industria camaronera ecuatoriana a causa de la Mancha Blanca, exige

altemativas de manejo que permitan incrementar la resistencia de los animales, la

manipulación del sistema inmune se visiumbra como tal. En los invertebrados, en

quienes la vacunación no es posible a causa de las particularidades de sus sistema

inmune, los inmunoestimulantes constituyen los principales candidatos para indr"rcir

un estado de alerta inmunitaria (Rendén, L". et a|.,2003).
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La calidad y eficacia de los inmunoestimulantes para inducir la alerta inmunitaria está

en función no sólo de la concentración dei inmun*estimulante en ei producta

ofrecido. sino tarnbién de la estructura molecular, esta úlltima hace al producto

reconocible o no por el sistema imnune y varia de un organismo al otro (Rendón, L.,

et al.,2AA3).

Es importante hacer una distinción entre nutrientes e inmuncestimulantes. El

nutriente puede actuar" como estimulante del sistema inmune de un animal

ploporcionándole a las células, los materiales requeridcs para su óptirno

l'uncionamiento. Este es un imlracto indirecto seibre el sistema inmune del animal

(Newman. S.2000).

Las vitaminas corno L- y E, minerales y otros nutrientes tienen este efecto en

marníferos. Sin embargo, el carnarón es fisioiógicamente diltrente de los mamí{bros

o peces y no se ciebe asumir que lo que funciona en éstas funcionará automáticamente

en camarón" Los inmun*estimulantes son compuestos que actuan directamente sobre

las células inmunes, sotrre sus propios mecanismos de inmunidad y no sobre la

"salud" de la céluia (N*u'man. S. 2001)).

Teórieamente el rol de los inmunoestimulantes es imitar una agresión micrcbiana.

:lerlando por esta vía el sistema inmune (Ergstad. 1994). tr-os inmunoestimulantes

.on extraídos de las naredes celulares de rnicroorqanismos corlo bacterias üra¡n
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negativas (LPS), bacterias Gram positivas (peptidoglicanos), hongos, ler.aduras y

algas (13- 1,3-glucanos).

Glucano es un término que se refiere a una sadena de mc,léculas de glucosa unidas

por diferentes tipos de fuerzas químicas. Algunas de estas configuraciones tienen la

habilidad de ser un estimulante no específico para que el camarén resista las

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

En lo concerniente a B-1,3-glucanos. Desde 1998 CENAIM ha acurnulado

información sobre la dosis en mg/kg de alimento de un producto extraído de las

paredes de S. Cerevisaen desproteinizado y libre de mananos. Este producta utilizado

a una concenración de 150 mgikg de alimento incrementa tanto la respuesta inmune

de carnarón (Otero et al., 2000) como la resistencia al WSSV en piscinas (datos no

publicados).

1 .2.3. Inmunoestimulacién

La metodología tradicional y ampliamente extendida de levantamiento larvario de

camarones peneidos así como del cultivo en piscinas, involucra el uso de antibióticr:s

de forma regular durante gran parte del cultivo, con la finalidad de combatir

catógenos importantes como vibrios (Le Moullac et a|.,1998). El uso de antibióticos

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 depresión del
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sistenra inmune, reportadc en peces tratados con oxitetraciclina (Le Ivloulac et al.,

1998).

Una estrategia de mucha aceptacién es la utilización de probiéticos. Se considera que

una microflora benéfica además de impedir la colonización de Lracterias patógenas

podria incidir sobre la salud de los animales, inciuciendo a un mejor desarrollo de los

tejidos inmunitarias en los estadíos de desaffollo larvario (Moriany-, 1999; Berger,

2000). Rengpipat et al. (2000) utilizando la bacteria probiótica {Bacilius Sll)

demostraron incrementos significativos (p<0,05) en la superuivencia, el crecimiento,

ia actividad fagocitaria y la actividad PO de P. mom¡don desafiados con la bacteria

patógena V. Harveyi. Guillian (2001) evaluando ei efecto inmunoestimulantes de

bacterias probióticas asociadas al cultivo de P. s¡annctmeí, c,oncluyó que las bacterias

benéficas aisladas de la rnicroflora autóctona del hepatopáncreas (HP) son

competidoras potenciales de bacterias patógenas- De las 80 cepas bacterianas aisladas

del HP de camarcnes silvestres, dos Víbrío lrcpataias y Bacillus.ip, cumplieron ccin

Ios requisitos de alcanzar altos porcentajes de colonización (>50 %) en camarones de

1 g e inhibir tanto in vivo como in vitro, el crecinliento de Y. f'larve\,i (Gullian, 200i).

Además 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 extraídos de la pared celnlar Ce bacterias y levaduras (Sung et a!., 1994',

Song y Hsieht 1994).
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Por otra paúe, un rnétodo altemo o sinér'gico a los probioticos podría ser el suministro

en larvicultura de inmunoestimulantes tales como los B-glucanos. Larvas saludables

con sus tejidos inmunes bien desarrollados podrían enf,rentar con ventaja los desafíos

microbianos en los estanques, o responder mejor a tratamientos de

inmunoestimulación.

Los problemas virales para los cuales no existe la alternativa de los antibiéticos, han

incrementado aún rnás el interés en el tema, ya sea por que se ve en estas sustancias

una altemativa para aumentar la resistencia a los virus o como un meclio pala

controlar bacterias que puedan minar la salud de camarones infbctados por virus. Las

sustancias inmunoestimuiantes tienen la cualidad de alertar ai sistema inmune y son

por regla general extraídas de las paredes de microorganismos. Los

inmunoestimulantes pueden excitar el sistema inmune de los camarones,

preparándolos contra los microorganismos patógenos. Así existe evidencia de

protección eontra vibrios (Snng ef a1,,1994) e incluso contra el vin¡s causante de la

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

A pesar de ia falta de información sobre estas sustancias en invertebrados, en

acuacultura lcs inmunoestimulantes han sido utilizados ante$ de conocidas

situaciones de estrés (manipulación, cambios de temperatura o arnbiente, cambio del

tipo de alimentación, etc) o cuando hay algún incremento en la exposición a

trricroorganismos patógenos y parásitos (blooms en el ambiente), o durante las fases
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en que los organismos son más susceptibles a infecciones (cambios de estadíos de lcs

animales).

Sung (1996) ha realizado pruebas inmunitarias como determinación de la actividad

del plasma conra E. Coli,la actividad PO y la producciór'r del anión superóxido por

parte de los hemocitos de camarón, para evaluar el efecto de tres inmunoestimulantes.

Dichos estimulantes fueron "antígeno" vibrio (células de vibrios muetfas par calor),

p-1,3-1,6-glucanos extraídos de Sacharamyces cerevisiae y st-mozün, (paredes de S.

Cerevísíne). Como conclusión Sung determinó que: (1) Algunas reacciones

microbicidas pueden estar involucradas en la eliminación de vibrios invasores de la

hemolinf-a del camarón. (2) I-os tres inmunoestimulantes tienen la capacidad de entrar

al camarón vía tratamiento de inmersién" conduciendo así a la activación cle factores

plasmáticos y de los hemocitos, así como refbrzando las actividades de producción de

PO y de O2-, (3) Esta mejora en las reacciones micrabicidas conduce a una rápida

respuesta es de cofia duración (Sung et al., 1996). Estos resultados cor"roboran los

obtenidos por la misma autora utilizando los p-glucanos como inmunoestimuiantes. y

evaluando la actividad PO para estudiar el efecto del estimulante (Sung et a1.,1994).
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1.3. TIPOS DE CULTIVO DE CAMARÓN

La producción de camarón puede provenir de dos procesos productivos diferentes: la

pesca de camarón silvestre (de donde se obtiene aproximadamente el 60 % de la

produccién mundial en la actualidad) y la producción acuícola. Aunque ambos

métoclos son utilizados en todos los países productores de camarón, el primer método

es la principal fuente de producción en los países asiáticos, de dónde proviene el 75

oA de la producción total mundial de camarón, y el segundo método,la crianza de

camarón en piscinas, es la principal fuente de producción de los países occidentales-

En la figura 5 podemos ver un resumen del ciclo productivo acuícola, desde la

obtención de la materia prima (larvas de camarón) hasta su comercialización.
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Figura 5: Ciclo de Producción del Camarón en Acuicultura

Fuente: Fast 1992
Elaboración: Tobey, Jarnes, et al

En la literafura se mencionan cinco clases de cultivo camaronero, que van desde

extensivo a ultra-intensivo, pero los más utilizados son tres: extensivo, semi

extensivo e intensivo. La mayor parte de granjas de camarón en Ecuador es del tipo

extensivo, aproximadamente el60 ya a mediados de los años 1990. El 40 7o 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 continuación se revisa con un poco

principales de cultivo de camarón a nivel

Tobey et al, 1998) se presenta un

características de estos cultivos.

más de detalle cada uno de los tres tipos

mundial, y en la Tabla No 2 (reproducida de

resumen comparativo de las principales

Tabla No 2: Comparación entre los tres principales tipos de producción de camarón de cultivo.

gffi Errr]Eitru'{ÉF: !Á&+ffi #;18¡a'g!6r
Tamaño de Piscina I - 100 ha

Manejo Atención mínima
Forma de piscina irregular

Densidad sienrbra (por 5.000 - 30.00ü
ha)
Tasa de recambio de 5 * 10 % (mareas)
agua (por día)
Protundidad agua (m) 004 - 1.0

Alimentación
camarón

T'asa de supervivencia 60 %
Cosechas por año l-2
l)emanda de energia 0 - 2
(hp/ha)
Mano de obra 0.15
(persona/ha)
Problemas
enfermedades

mtntmos

Costos de producción U$$ 1 - 3

(por kg)

al Organismos ocuffen con Alimentación
flujo de agua natural {a camarón aumenta con formulado (menos del 5

veces suplementado con organismos que ocurren 7o de alimento por
fertilización oreánica) natu¡'almente

60-80%
¿-)

0.10 - 0.25

Usualmente nc
problema
u$s3-5

5-25ha
Continuo, hábil
Más regular

25.000 * 200.000

10 - 20 7o (bomba)

0.7 - 1.5

0.01 * 5 ha
Continuo, hábil
Cuadrado o rectangular
regular
200.000+

30 96 (bomba)

1.5 *2.0
dei Principalmentealimento

presencia naturai)
80-90%
2.s -3
L5 -24

0.5-1

es Pueden ser serios

ri$ss-7

u$$ is.000 - 25.000 u$$ 25.000 - 100. 000Costos de construcción
(por ha)
Rendimiento
(ke/ha/año)

bajo

50 - 500 500 * 5.000 5.000 - 10.000

Fuente: Fast 1992; Maur and Roberts 1982; Lumbegis and Frilfin 1992.

Elaboración: Tobey. James. et al.

i .3.I . Cultivo Extensivo

El sistema extensivü es el que esta asociado a la capacidad de carga nafural que tien€

el estanqueo con densidades de siembra entre 3 .r' 5 juveniles por metro cuadrado,
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renovación de agua por diferencia de pleamares, bombeo casi nulo y sin alimentación

suplementar:ia. Este tipo de cultivo es propio de regiones en donde no existen ni

capital (infraestructura) ni recurso humano con especialización técnica, y en las que

hay elevados costos crediticics y tierras baratas. Las piscinas son grandes (20 a 100

Ha generalmente) y debido al bajo costo de tiera y f,alta de capital, se construyen

utilizando un sistema de contención consistente eil una represa (.hecha a maRo

generalmente) en un curso de agua natural o canal, dando lugar a la foruracién de una

piscina.

[,os terrenos que se utilizan para la construcción de este tipo de piscinas son pantanos

de manglares y pampas salinas. Por la geografia del terrenc. las piscinas pos€en

forma y profundidades inegulares (de 0,4 a I m), y pueden contener abundante

vegetación. La aiimentación y recambio de agua depende de las mareas, aunque a

veces se agregan fur'tilizantes y estiércolpara aumentar el crecirniento de algas y dar

rnás alimento a los crustáceos. I-a densidad de siembra se estima entre 5.000 ,v

30.000 carnarones 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 nrás se utiliza en Latinoamérica. Este sistema comprende una

densidad de siembra mayor a la que ei sisterna (nahrral) puede sostener por sí solo.
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Las piscinas son de menor tamaño (5 - 15 Ha), de dimensiones más regulares y

profundidades n-¡ás uniformes, que permiten un rnayor controi sobre la siembra de

crustáceos.

Los costos de operación y administrativos son rnucho más elevados que los del

sistema extensivo, ya que debido a la mayor densidad de siernbra (25.000 a 200.000

juveniles/Ha) debe invefiirse más en alimentación, mano de abra, controles de

produccién, y en utilización de diesel y gasolina para aireación y bombeo para

recambio de agua (la cual es cambiada entre un l0 y 3A % por día).

En este sistema se utilizan con relativa frecuencia estanc"¡ues especiales para precría 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

cría. En lugares dcnde no se siembran especies endémicas (como en el Caribe y la

costa este sudamericana) existe una alta dependencia de laboratcrios.

\'fientras mayor sea la densidad de siembra bajo este sistema, se crea una mayür

dependencia de la tecnología, pues ia probabilidacl de que la cosecha falle por

enfermedades, alimentación insuficiente, o estrés cle las especies sembradas aumenta

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

Este tipo de cultivos está asociado con tasas de produccién extremadamente altas

(5.000 - 10.000 kg,&{a/año). mediante una rnayor aportación de capitai operativo,

equipo y mano de obra especializada, alimentación, nutrientes, químicos y agentes

quimioterapeúticos.

El tamaño de las piscinas es relativametrte pequeño (0,01 - 5 Ha) y la densidad de

siembra es mayor (> 200.000 juveniles/Ha). El camarón se cultiva por fases {1 hasta

5 fases), aprovechando la longitud y peso de los especímenes se siembran mayores

cantidades en los primeros estadíos y menores cantidades a medida que crece el

camarón.

Otras características de este tipo de cultivo, son los sistemas mecánicos de aireación y

de circulación (bornbeo para recambio) del agua, el uso exclusivo de alimentación

balanceada, y la dependencia de laboratorios de larvas para asegurar semilla sana y

iibre de enfermedades.

febido a la elevada densidad de siembra los controles deben ser efectuados

:,-rnstantemente para poder detectar potenciales problemas y actuar a tiempo, ya que

,rs fiacasos se pueden presentar frecuentemente ) ocasionar pérdidas catastróñcas en

.i: cosechas en muy cot'to tiempo.
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Ante el escaso progreso en la implantación de técnicas de manejo que permitan

incrementar los niveles de producción hasta un punto en que la actividad vuelva a ser

rentable, varios productores empezaron a realizar pruebas de cultivos intensivos en lo

que se denominó acuicultura en tieras altas (IN LAND). Estos sistemas consisten en

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

1.4. INVERNADEROS" LTNA ALTERNATIVA DE INTENSIFiCACIÓN

Los irnpactos sobre la producción camaronera en Ecuador están gobernados por la

naturaleza y fundamentalmente por eventos climáticos de gran escala. Así como se

observan incrementos en las exportaciones en la época de los eventos El Niño,

también vemos una marcada disminución de las mismas durante las ocurrencias de

los eventos La Niña. El evento de i999 - 2001 ha sido uno de los eventos fríos más

intensos de los últimos 50 años y se mantuvo en forma sostenida con anomalias

negativas de temperatura por más de 24 meses. Este período coincidió con la

ocurrencia de la epidemia del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) (Calderón, 20A2).

Se estima que la temperatura óptima para ei desarrollo de camarón L. vannamei es de

25 a 3A "C (Wyban et al., 1995; Fonce-Pelafox et al., 1997). La dinámica de

ocurrencia de patógenos en sistemas acuáticos esta probablemente modulada por

parámetros ambientales tales como la salinidad y temperatura (De la Peña et al.,

1993; Bray et al.,1994; Jiménez et al.,2AA0). La literatura reporta modificaciones en
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la respuesta inmune de crustáceos provocadas por fluctuaciones de temperatura

(Chisholm and Smith l994,Yaryas-Albores et a1.,1998; Cheng y Chen 2000).

Una de las pruebas más promisorias es el tratarniento de los animales con

temperaturas altas. A una temperatura de alrededor de 33 'C la formuia hemocitaria

cambia permitiendo al camarón controlar la replicación del WSSV y eventualmente

"limpiarse" del mismo. En pruebas de laboratorio el camarón sometido a tratamiento

térmico puede enfrentar una prueba de desafío con el WSSV sin presentar mortalidad

(Calderón, 2002). Del análisis de aproximadamente 2.000 ciclos de producción

durante el periodo 1998 - 2001, se pudo observar que la prevalencia de WSSV está

inversamente relacionada con anomalías térmicas. Esta información es muy

relevante, pues se puede observar que cuando las anomalías térmicas se encuentran

bajo -0.5 oC la prevalencia del WSSV es cercano al 50 Ya. Cuando las anomalias

empiezan a ser pcsitivas la prevalencia del Virus decae. Es importante recalcar que la

prevalencia no está indicando los resultados de la producción, está indicando

simplemente la cantidad de estanques camaroneros infectados en el sistema y por lo

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

El aumento de las mortalidades por WSSV ha sido atribuido a elevadas temperaturas

del agua en China (Han e/ al., 1998). Sin embargo, los agricultores y el personal de

ertensión de cultivos de camarón en otras paftes han observado un aumento de la

severidad de la enfennedad WSSV asociada con la temperaturabaja y otros factores
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relacionados como el aumento de las precipitaciones. La obsen¡ación general ha sido

que las pérdidas epidémicas debido a WSSV lo qus ocun'en en menores

probabilidades durante períor1os calientes.

Tanto supervivencias como producciones finales f*eron ma,vores durante el verano

del hemisferio sur, enffe los meses de enero y abril de los años 2000 y 20üi. Esta

estación está earacterizada por lluvias y temperafuras ambientales más eleva¿las. Sin

embargo, históricamente las producciones han sido superiores en ésta época. Por un

lado, el incremento de la luminosidad estünula la productividad natural dei estanque

mejorando las condiciones nutricionales dei camarón, y por otro lado el incremento

de temperatura aceleraría el metabolismo clel camarón traduciéndose esto en

crecimientos más rápidos.

I-a tenrperatrra del agua en los estanque de cultirro puede alcanzar valores entre 28 a

31 "C durante el invierno de diciemble a abril. Teichert-Cr"rddington y ofros i19q4)

repodaron diferencias de producción de camarón asociadas a la época y ternperafura

ambiental en Honduras. Jiménez y otros (2000) encontraron una correlación negativa

entre la prevalencia dei virus infeccioso cuticular epitelial (ICE¡¡V ai que offos

denominan TSV), -v tenrperatura en granjas de cultivo de camarón en el Ecuador para

el período 1994-1998, sugiriendo que el ciima frío podría ser un f-actor Ce riesgc que

precipite la ocun'encia de ICENV.
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De modo interesante, en varias especies de animales de sangle caliente, las ventajas

de la hipertermia en el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluyendo aquellas

causadas por virus y cáncer son conocidos (Pontiggio et al., 1996; Ge and Huang

200; Hildehrandt et a1.,2000). Más recientemente, la hipertermia ha sido aplicada

como una terapia experimentalpara 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 radiación solar que ellos absorben. En el caso de

invertebrados acuáticos, la temperatura del cuerpo depende principalmente de la

temperatura de agua (Feder 1999). La regulación de temperafura de cuerpo es

alcanzada por ajustes conductuales como el movimiento entre microhábitats. Sin

embargo, animales acuáticos generalmente son limitados a los cuerpos del agua que

varían en ternperatura según el ambiente circundante. El carnarón es incapaz de

tennorregular y está sujeto a la ternperatura predominante donde vive.

Los esfudios realizados por el CENAIM durante el año 2001. demoskaron que con

temperaturas del agua de 33 oC, el WSSV no provoca la rnuerte del P. vannamei

(Calderón, J. et a1.,2003). Una de las altemativas propuestas para alcanzar estas

temperaturas es el empleo de invernaderos (Fig. 6),

^1-tl



csilr*R$ilgn*s esH HuEL'g s!5Egfifie

El ftntr* f{acionafi d* Ar:uicultpra e Invertigncions;
l'larin¡s {Ceftsim} de*arr¡lla el tultivu dc cam¡rún en
tres inverarderos" ¡-s éltructurs tieÉe [¡n csstú
aoroxir*ado dc IS,00ü d¿ilares cofl üni! produ¿cién
db 14 mi! libra* por hect*rea. 

-..,,+.\
Tiqa cre:áiira."./

Hsse¡v+rio a"t
Ff 

'F 
$ pa i_,/,r-l-

*r rt"
..lr ._ r. : ¿r1¿1

Tubor <lq (r,lt /,r ' '

{¡r*¡oors

Tanq*ere de
cFmhust¡hl*

tt.$o$rn! de
glésiico tórrn€eo
lr'tcn:iiica i¡ lu¡
drfusü pfrÉ

"tüfir€nlür l¡\ tÉr¡,ÉÉf¡lúfn dÉ,|
\r.'!gu¿ ¡ lJÉ.

Vrtl.+uet¡lic¿\

t*t¡*s d* ü.5'
ead¡ 3 nT

Frúye{.t*
ten¿i¡n

GUAVAS

r:..¿i':i::; | ,:: ..j
'- I I

;...t,. '" ""ril¡l;-;':l:*t ,¿

daüe?
\.. sgtrt¿¡rái de *d¿d.

I

l''L¡*fl,¡ dÉ

"irfir*ru
gÉ tr]9
*¡t$tdralr'i*t

ll uisa ,ne:i,ie*

li satdrd*

- li Concrcio
bfti ii' f$n FVü ds 6

Bornba de 12"
Sr;cr"on¡ [l ¡qJ¡ d¡l fis ',

v ¡ efrd¡al ñ3cia H: :r¡5
pircinar

Filtro¡
lrnFid¡¡ rl p¡¡s dr . ' r.'
lnlFurt¡ig 3 lil
pienin¡-

lut-)ü! u{:
¡!iJ¡

:t.¡:'r:¡;; ügn¡¡¡¡f!

''"'".... C¿m¡rcn Ag¡Jit 1¡n
¿dulto rLrdo lm

^*sF "'
{Sl" . ,. i;..

*****

**&*+*

;
-t'o

. ,'i'.

' $¡Etids.¡
t:nrl !'lL¡l¡i¡
d* nerlorr

F,¡{,¡ rl¡
.X0nCfeI(r

flui
ñ,.f I

n+

Tr¡l¡*rí+*
t;t¡n dr¡[:<i
¡{qiji¡ FFI

-.r*'s

.':v'

iw'r.'i:. Iil*¡¡:; i' L -,it'ilt:it:il.i

Figura 6: Invernaderos de cultivos de camarón.

Su utilización 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 acuícolas. Las características

de la atmósfera dentro del invernadero. la temperatura y humedad altas se enfrentan a
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nuevos retos tecnológicos para hacer posible su manejo a escala comercial (Calderón,

J. et al.^ 2003).



2. PRoCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACIÓN NE LA RESISTENCIA

AL WSSV DE CAMARONES PREJUVENILES PCNACUS VANNAME|

MEDIANTE P.1,3-GLUCANO Y PREEXPUESTOS AL VIRUS DURANTE

CAÍDAS DE TEMPERATURAS

El desarrollo de este trabajo se realizó 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 realizó, durante el período de Septiembre del 2804 a Febrero del 2005.

2.1, BIOENSAYO I. EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA Dg LOS

CAMARONES PREJUVENILES P. vannamei CULTIVADOS EN

INVERNADEROS ANTE CAÍDAS DE TEMPEARTURAS.

En el estudio se utilizaron camarones prejuveniles de la especie P. vannamei (N :

720), con un peso promedio ds 1,66 * 0,63 g., los camarones fueron obtenidos de un

invernadero, de la estación experimental del CENAIM, localizada en la zona de

Palmar, 40 Km de Santa Elena (provincia del Guayas). Los animales fueron

trasladados a tanques cónicos de 250 L. Los prejuveniles fueron aclimatados durante

24 h. Antes de la aclimatación, se tomó una muestra de 50 individuos para detectar

por PCR la presencia del WSSV y detenninar una prevalencia menor al50 o/a.
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2.1.L. Diseño Experimental

Para el experimento se utilizó un diseño completamente aleatorio (Tabla N" 3)- Las

unidades observacionales fueron camarones de I ,66 t 0,63 g. La población se dividió

en tres lotes de animales. Animales mantenidos a 33 oC (¡loblación A), animales

mantenidos a 28 "C (población B). La tercera población fue llevada a temperatura

ambiental 24 'C (población 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/mr 1n:40; N:960)'

Los tanques utilizados para el experimento tienen una capacidad de 150 L, y un área

de 0,44 m'. Los datos obtenidos de peso e índices histológicos durante la realizaciÓn

del ensayo fueron analizados mediante un análisis de varianza (ANOVA) (DataDesk

6.1).

Tabla N'3. Diseño Compietamente Aleatorio,

33 "C
28 "C

T o Ambiente

1.1.2. Manejo del Experimento

El experimento se llevó a cabo en el laboratorio N" 23 durante el período comprendido

del 30 de Octubre del 2004 al 19 de Noviembre del 2004 (21 días). La desinfecciÓn

de tanques se realizó antes y después del bioensayo con cloro granulado. El sistema

de aireación incluyó piedras difusoras y un sistema de circulación de agua Air lift.

Fste sistema se consisuió instalando la piedra difusora en el tubo central, el cual tenía

T1
T2
IJ
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comunicación con la cámara inferior del tanque ubicado bajo el fondo de conchilla. De

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

;4
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Figura 7: Unidades experimentales provistas de sistema Air lift

Cada unidad experimental contó con un prot€ctor plástico o tapa para evitar

contaminación ambiental y pérdida de calor. La temperatura se controló mediante el

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

un refractómetro.
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Figura 8: Calentadores de Barra

La alimentación (5% de la biomasa) se basó en una dieta comercial, Molino 50 dada

en 2 raciones diarias. Se sifoneó semanalmente. Se monitoreó la temperatura de los

tanques al igual que la mortalidad en intervalos de 4 horas. Se realizó un muestreo de

peso al final del bioensayo ( 336 animales/población).

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 tomó una mnestra de 50 animales, la misma que fue analizada mediante la técnica

de PCR.

2.-En el CENAIM, a los 5 días de haber empezado el bioensayo, se tomó 5 animales

de cada tanque para ser analizados por PCR.

3.- A los 17 días, se tomó 5 animales de cada tanque.

4.- Al término del bioensayo (21 días) se analizaron 5 individuos de cada tanque y se

recoiectó para análisis de histología 10 animales de coloración rosadas y azules del

tratamiento con 33 oC.

Para el diagnóstico de WSSV por PCR las muestras se preservaron en Etanol al95 o/q.

En los mismos tiempos se tomaron muestras para histología, las cuales se fijaron con

solución Davidson y luego se las preservo en Etanol al 70 o/o hasta su posterior

análisis.

2.1.3. Técnicas para la detección del virus de la h{ancha Blanea {\,VSS\,}

2.1.3.1. PCR

La técnica de Reacción de Polimerización en Cadena (PCR) ha sido adoptada en la

acuicultura parala amplificación de ADN de virus, bacterias e invertebrados (Lightner

y Redman, 1998). Para detectar el virus de WSSV se utilizó los iniciadores de

Kimura.
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2.I.3.1.1. Extracción de ADN genórnico por CTAB

El material genético de los camarones fue extraído de la cabeza. La muestra de

camarón fue homogenizada, macerada y desintegrada con la ayuda de un macerador

manual en tubos eppendorf con 500 ¡rl de cetiltrimetilamonio bromuro (CTAB) y a0

pl de Proteinasa K. Fue incubada en baño María enke 55 - 60 o C por 2 h. Se

retiraron las muestras del baño María. Cuando alcanzaron la temperafirra del ambiente,

se adicionó a cada tubo 250 pl de Fenol y 250 ¡rl de Cloroformo-isoarnil. Las

muestras se homogenizaron manualmente y luego fueron centrifugadas a 15800 g. por

10 min. Se recuperó el sobrenadante y se adicionó 450 pl de cloroformo-isoamil. Se

centrifugó a 15800 g.por 6 min y al líquido sobrenadante recuperado se le adicionó

600 ¡il de Isopropanol (para precipitar el ADN) por 12 horas a -20 oC. El ADN fue

separado por centrifugación mediante 10 min a 15800 ga24 'C. El ADN precipitado

fue lavado con etanol frío al 7A a/o, centrifirgado por 4 min a 15800 g, secado en la

esfufa a 4A oC y resuspendido en 30 ¡rl de HzO destilada doblemente filtrada (MiliQ).

La cuantificación del ADN se realizó por espectrofotometría (Bio Photometer

Eppendorf) a ngl¡tL. dsDNA.

2.1.3.2. Histología

2.1.3.2.1. Fijación o Preseruación

Las muesfras se procesaron siguiendo el protocolo de Bell y Lightner {1988).

resumen los animales (vivos) se inyectaron con fijador Davidson (0,1 a l0

En

ml
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dependiendodeltamañodelcamarón).Primerodirectamenteenlapartedorsal

(desdeaniba)aniveldelhepatopáncreasdemaneralentateniendocuidadodeno

reventar el hepatopancreas ni de traspasar la aguja de un lado al otro lado del animal'

De la misma forma se inyectó 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, 1938) (Fie' 9)'

I rn1

1nü

1ml

Figura 9: Proceso de Fijación y Preservacién de Camarón

Fuente: FannY Panchana

Las muestras perrnanecieron en ésta solución durante 24 h' Después de 24 - 72 h

dependiendo del tamaño del camarón, las muestras se transfirieron a etanol alTa %'

I ,t* lffir
/,/

T:H".
-;{i;1 -/', .t '1 '!

i\r.i'.* q
.\

Se retiró los camarones del etanol

entre el cefalotórax Y el abdomen'

al7A Yo y se separó transversalmente al camarón

Se dividió el cefalotórax justo en la mitad'

50



2.1 .3 .2.2. Deshidratación, desparafinado y Tinción

La deshidratación se realizó mediante baños sucesivos de alcohol a concentraciones

crecientes (Tabla N' 4).

th
th
lh

lh
th
th
th
th

Tabla N. 5: Proceso de desparafinado de muestras para histología.

Xilol II 7 min
Xilol I 7 min
Etanol ai 100 % III 3 min
Etanol al 100 % II 3 min
Etanolal 100%l 3min
Etanol al90 7o 3 min
Etanol al S0 % 3 min
Etanol al 70 o"ó 3 min
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Tabla No 4: Proceso de deshidratación de muestras para histología.

Etanol alTA o/a

Etanol al 80 %
Etznol al90 Yo

Etanol al 100 % i
Etanol al 100 % II
Etanol al 100 % ül
Xlol I
xlpl.ll..

Los tejidos se impregnaron en

(Procesador de Tejido Shandon).

parafina en el procesador de tejidos automático

Los cortes se realizaron utilizando un micrótomo (Micrótomo Shandon 0325)' El

desparafinado se realizó mediante baños sucesivos de xilol y alcohol (Tabla No 5 ), y

las placas fueron teñidas con Hematoxilina y Eosina (Tabla N' 6).



Tabla Nu 6: Proceso de tincién de 'placas con Hematoxilina y Eosina'

Agua Destilada
Hemataxilina
Agua Potable
Agua Destilada
Eosina
Etanol al 70 %
Etanol al 90 %
Etanol al 100 % I
Etanol al 100 % II
Xilol I
Xilol II

Menor de 3 células infectadas

Mayor de 3 '2A célu1as infectadas

Mayor de 20 a 60 célu1as infectadas

Y+ygr $.q.e.93 1 0."9 iql{es infectadas

l min
18 min
3 rnin
l min
l min
l min
l min
l min
I min
3 min
3 min

2.1.4. Análisis Histolégico

Los animales fueron analizados a nivel histológico, y s€ observó que grado de

infección con wssv presentaban. una vez detectadas las lesiones, se elaboraron

tablas e índices histológicos que pefinitieron cuantificar los datos y encontraf el grado

de infección de los diferentes órganos. Además se obseruó si los tejidos presentaban

alguna otra anomalía (Picknosis-Kariorrhexis), o si por el contrario los animales

habian desarrollado algún mecanismo de defensa (infiltración, cápsulas o esferoides)

para eliminar el virus. Para definir el grado de infección con wssv o de P-K se

siguió el procedimiento de Panchana (com. per'), el cual tiene 4 grado de acuerdo al

nivel de infección (Tabla N" 7).

Tabla No 7: Tabla de niveles de lesiones de manchas blancas'

Muy leve
Leve

Medio
Severo
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2.2. BIOENSAYO II. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE LOS

INMLINOESTIMULANTES Y/O LA PREEXPOSICIÓN CON ANTÍCENOS

VIRALES SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE POSTLARVAS P. VANNAMC|

DESAFIADAS CON WSSV.

Las larvas provinieron de familias obtenidas de 6 cruces comerciales de

reproductores Libres de patógenos específicos (SPF) provenientes de Estados Unidos

(Shrimp Improvement Sistern). 600.000 nauplios fueron levantados hasta pnstlarvas

en las instalaciones del CENAIM.

2 "2.1. Diseño Experimental

Las larvas tuvieron 3 tratamientos 1) animales SPF. 2) Aplicacién de WSSV Inactivo

entreZoea y Misys.3) Aplicación de Virus Activo en PLl2" Los animales de cada

tratamiento fueron separados en dos lotes en el estadío YL27 " un lote de cada

fratamiento recibió glucanos mezclado con el alimento, dando como resultados 6

tratamientos (Tabla N" 8). Los datos obtenidos fueron analizados mediante un análisis

de varianza (ANOVA), verificando los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianzas.
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TablaS:Tratamientosutilizadosenelpresenteestudlo

SPF, sin giucanos

SPF, con glucanos

Virus Inactivo, sin glucanos

Virus Inactivo, con glucanos

Virus Activo, sin glucanos

Y-r*¡ ae-tr.-v"' 1,93.gft"9-an-9l'

2.2,2. Maneio del ExPerimento

2.2.2.L Preparación de WSSV inactivada

La suspensión viral usada en este estudio estuvo preparada experimentalmente con P'

vannameiinfectado 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

defosfutosalino(PBS)deanimalesmoribundossiendodivididoenalícuotasde0.3ml

y almacenado en -80 o C'

paralapreparaciÓn de formalina-inactivada de wssv se utilizó formalina (0'5 % v/v)'

la misma que tüe añadida a la suspensión viral lista como se describió anteriormente'

El virus fue inactivado durante 10 min a 25 0c' se retiró la formalina mediante dos

centrifugacionesa30000gporlha4"C.ElpeletfuesuspendidoenPBs'yusado

como una vactlna, (vacuna inactivada de wssv)' La suspensión viral fue diluida de

10 ml de PBS e inactivada durante 10 min a 60 o c' Este protocolo fue tomado de

Namikoshi et a1.,2004'

TI

T2
IJ
T4
T5
T6
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2.3.3.2. Preparación de WSSV Activo

2.2.2.2.1 Preparación del Inoculo Viral

La solución viral para la infección por baño fue preparada siguiendo el protocolo de

CENAIM, el mismo que es un protocolo modificado de Chou et al' (1998)' El WSSV

fue extraído de cabezas de camarones infectados P. v-út?'t\üt?xel diagnosticados comc)

positivos al virus. siete g fueron macerados y homogenizados en tampón TN iX (20

mMTris-HCl,0.4MNaCl,pH7'4)enunarelaciónl:5'Lasuspensiónfue

centrifugada a 780 g por 20 min' El sobrenadante fue filtrado a través de una

membrana de celulosa de 0.45 prm (ADVANTIC)' La solución fue mantenida en

hielo (pocos minutos) hasta el momento de la inoculación'

2.2.2.2.2. Pruebas de infecciones

Con la finalidad de contar con animales crÓnicamente infectados con WSSV

(infección sub-letal), se realizaron pruebas en las que se evaluó la capacidad infecciosa

de 3 dosis de material infeccioso, (0.5, I y 2.5 o/o de la biomasa de los animales a ser

infectados) aplicadas como un homogenizado al agua (30 L)' se utilizÓ la sala

experiment al #ZT,a la cual fueron trasladados 40 anirnales eon un pesü promedio de

3 - 4 g, y distribuidos en 4 gavetas. La desinfección del local se tealizó con cloro

irquido a 100 ups. antes y después dei experimento. El agua de mar fue esterilizada

con filtros de 0,25 ¡rm y desinfectada con una solución de cloro de 100 ups' El cloro

i¡e desactivado con 25 ups de tiosulfato de sodio (50 %)' La población de camarones
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fue aclimatada durante 2 d, y peÍnaneció en ayuno 24 h antes de la infeccién.

Posteriormente 10 camarones fueron infectados por baño al 0,5 Vo dela biomasa (en

un volumen de 10 ml del inéculo viral anteriormente descrito), 10 más fueron

infectados con 1 oA de la biomasa (20 ml del inóculo viral) y los 10 siguientes con el

2,5 Yo de la biomasa {50 ml del inóculo viral). La infección se realizó a una

temperatura de 28 'C y duré 15 h. El grupo confrol (una gaveta), no fue infectado.

Pasado las 15 h p.i. se procedió a la distribución de los camarones infectados en las

unidades experimentales, la misma que se realizó aleatoriamente. Las unidades

experimentales consistieron en frascos de vidrio de 3 L con un sistema de aireación

permanente y tapas para evitar contaminación ambiental. Los frascos ñleron

distribuidos en 3 bandejas con calentadores de barra para mantener la temperatura de

manera estable a 28 oC. Se procedió a alimentar y a observar la aparición de signos

externos. En base a estos se eligió 3 camarones infectados al 2,5 Vo de la biomasa para

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

2.2.3. Exposición al WSSV Activo

Se utilizó la sala experimental #21 a la cual fueron traslad¿dos 1000 animales SPF a

una sola gaveta, ellos fueron aclimatados durante 2 d. En esa gaveta se instaló los

animales seleccionados para la infección por cohabitación dentro de una canasta de

malla para evitar la depredación.
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2.2.4. Inmunoestimulacién

2.2.4.1. Dietas

El B-glucano fue suplementado durante 9 días a'?¡zón de 150 mdKg del producto

comercial incluido en el alimento. Cuando los camarones alcanzaron el estadio PL27 '

de cada tratamiento se separó dos lotes de 500 animales en gavetas plásticas de 60 L'

con aireación constante y recambio diario de agua. En una de las poblaciones se

aplicó B-1,3-glucano mezclado con el alimento artificial Molino 50 durante 9 días

hasta ei estadio PL36, los animales de la otra población recibieron sclamente Molino

50. Los camarones fueron alimentados cada 4 h (08:00, t2:00, 16:00, 20:00, 00:00'

04:00 h) 6 veces al día. La ración inicial fue del 0,5 vo dei peso corporal, y se fue

ajustando conforme respondían a la alimentación. Durante el experimento la

temperatura del agua se controló con calentadores de barra'

z.2.s.Desafío con el WSSV y evaluación de la superuivencia

Se realizaron dos experimentos usando larvas preinmunizadas' Los camafones tenían

un estadio aproximado de PL 43 y 45 respectivarnente' En ambos experiment¡s se

evaluó la supervivencia luego de un desafío con WSSV'
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2.2..5.1. Primer bioensaYo

2.2.5.1. 1. Diseño exPerimental

El bioensayo consistió en evaluar la supervivencia de los animales SPF y los animales

SPF tratados con WSSV inactivo. Las unidades sbservacionales fueron larvas ?L46

camarones de aproximadamente 0,10 * 0'11 g' se utilizó un diseño completamente

aleatorio con 20 réplicas (unidades experimentales) por tratamiento y 15 unidades

observacionales por réplica (n: 15; N=300 ). Las unidades experimentales fueron

recipientesdevidriode4Ldecapacidad(carameleras)Fig.10.

ri¡
1{

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 realizó en el laboratorio #l durante el periodo comprendido del 29

Enero al 3 Febrero del 2005 (6 d). El desafío se realizó por medio de ingestión' El

extracto viral fue preparado en el CENAIM siguiendo el protocolo descrito por Chou

et al. fl998). Se realizaron dos aplicaciones de la papilla a intervalos de 3 h cada una'

Se administró aproximadamente el 0,5 V,, de la biomasa por unidad experimental'

Luego de t h de aplicación se procediÓ a recambiar el agua a fin de evitar mortalidad

por degradación de la calidad del agua'

El experimento se dividió en 2 fases y durante cada fase se anotó el número de

camarones muertos por unidad experimental. La primera fase abarcó obserrraciones

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 experimentación'

Después de 6 d se cosecharon los camarones sobrevivientes' Se tomó una muestra (5

camarones) de cada tratamiento para PCR e Histología'

(o
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2.2.5.2. Segundo BioensaYo

2.2.5.2.1. Diseño experimental

Se estableció la hipótesis de trabajo de que las postlarvas PL46 cultivadas e

inrnunoestimuladas con p-glucanos y expuestas al virus estarían mejor preparadas para

enfrentar un desafío viral que las larvas no inmunoestimuladas. El bioensayo consistió

en evaluar la supervivencia en los animales provenientes de los 2 tratamientos

sometidos a desafio con WSSV. Las unidades observacionales fueron los c'amarones

de aproximadamente 0,10 * 0,07 g. Se utilizó un diseño completamente aleatorio con

l0 réplicas (unidades experimentales) por tratamiento y 10 unidades observacir:nales

por réplica (n:10; N:100). Las unidades experimentales fueron recipientes cle vidria

de 4 L de capacidad (carameleras).

2.2.5.2.2. Manejo del Experimento

El experimento se realizó en el laboratorio #1 (CENAIM) durante el periodo

comprendid o de129 Enero al 3 Febrero del 2005 (6 d). El desafio se realizó por rnedio

de ingestión siguiendo el método previamente descrito.

Cada 2 h a partir del momento de la infección, se retiraron los camarones mttertos y

moribundos para el análisis de supervivencia. Para el diagnóstico de WSSV se

tomaron las muestras de sobrevivientes - crónicos a los 7 d p.i. después de finalizar el
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ensayo. Los camarones

Histología.

fueron fijados en Solución Davison y analizados
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3. EFECTOS DE LA DETERMINACIÓN nn LA RESISTENCIA AL WSSV

DE CAMARONES PREJUVENILES Fenseus t',unnsft',ei MEIIIANTE F-1"3-

GLUCANO Y PREEXPT]ESTOS AI, VTR¡.]S DURANTE CAÍDAS T}E

TEMPERATURAS

3.1. ENSAYO I

3. 1.1. Condiciones Experimentales

con la implementación del sistema Air-lift se mantuvo la calidad del agua' La

temperatura se mantuvo estable durante todo el experimento: 32'8*' 27'8*' 25* oC'

La concentración de Oz disuelto estuvo alrededor de 0,5 mSlL valores que están

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 concentración de

N-amonio se mantuvo por debajo de 0'09 mglL'

3.1.z.Anátisis de la Supervivencia

El ensayo duró 2l d, transcurrido este tiempo se procedió a contar y recolectar los

animales sobrevivientes registrando los signos extetrnos, aspecto del tracto digestivo

(vacío o lleno), coloración, etc. se tomaron sub muestras para PCR (de todos las
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tratamientos) e histología, muestreándose camarones con coloración rosada y azules

de los tratamientos de 33 oC. Se verificó así mismo el peso.

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

3.1.3. Prevalencia Inicial y Final de la Población de Estudio

El anáiisis de PCR en la población utilizadapara el estudio (animales del invernadero

#1) mostró una prevalencia inicial del6 oA, al95 o/a de confianza.

3.1.4. indice Histológico de WSD

En el tratamiento de hipertermia se observó animales de color rosado. Este signo

clínico externo es muy común de WSD, los cuales al ser retirados del agua se

encorvaban y luego de unos minutos morían, y animales de apariencia azules. Se

realizó el análisis histológico a animales de color rosado y azules para poder hacer

diferencias en cuanto a nivel de infección en sus tejidos.

El análisis histológico mostró que los dos grupos de animales (Rosados y Azules)

presentaron células infectadas (núcleos hipertrofiados, eosinófilos a basófilos y

cromatina marginada) en los siguientes tejidos: los -Ros¿d¿s. Cerebro, epitelio

cuticular general, tejido conectivo, intestino y branquias (Fig. 11) y los Azules.

Branquias, tejido conectivo, epitelio cuticular general y corazón (Tabla N' 9)

(Fig. l2).
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Figura 11' N4icrofbtografías cle órgatlos )1 tejirios clel cat¡aritu tr'' t'ttrtncmei de coloración Rosados: (a

y b) Regió' Oral" barra 30 pru. 1c)1e.iid. Conectir o. bana 10 pm. (d) Boca, barra l0 ¡rm' (FI&Ei'
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33 "C.

Los órganos que se infectaron en ambos grupos de animales fueron el tejido

conectivo como se muestfa en la Tabla No 9, cerebro y branquias en los cuales la

severidad de la infección fue de grado 2 en la mayoría de los camarones' Los

animales que estuvieron más infectados fueron los de coloración azul (45,45 %o de

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

coloracién rosada fue del 36,36 o/o.
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Tabla No 9: Lesiones de tejidos y porcentajes de camarones positivos para WSSV en la población de

estudio (Rosados y Azules a 33 oC.

T Glándula Antenal

e Epitelio Cr¡ticular

j Epitelio del Estómago

i Tejido Conectivo

d TejidoHematopoyético

o Órgano Linfoide

s Corazón

Tejidos Positivos (%)

Animales Positivos (%)

Totai Animales Observados

36,364 45,455

..- 11" "_.""..""-","i1_. "._

0

I

0

1

0

0

0

28,57

0

I

0

I

I

0

1

\7 l4

Se observó además células vacías y con fragmentación del núcleo encontrándose en

mayor proporción tanto en nivel como en número, principalmente en los animales de

coloración azules (Fig. 1a). Estas lesiones han sido observadas en animales enfermos

de WSD (Panchana, comunicación personal). Sin embargo este signo no es típico de

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

Se detectó infiltración de hemocitos fundamentalmente en tejido conectivo del

estémago, también en corazón, apéndices bucales y branquias.
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Figura 14. Microfotografias de epitelio cuticular del estomago del camarón I., barra 30 pm. (H&E)'

3. i .5. Anátisis Microbiológico

Se realizó análisis microbiológico a camarones de coloracién 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' l0'

Tabla No 10: Resultados de los análisis co a los ani¡nales de coloración rosada,

Rosados
Azules

6.03x1 lxl0
01.383x103
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3.1.6. Análisis de Pesos Finales

Er análisis de peso final mostró que no existió eriferencias significativas (p:0'15)

(Anexo2)entrelostratamientosyquelosanimalestuvieronlamismatasade

crecimiento(0.74glsemana)independientementedelatemperatura(Fig'15).

Jr
I

z

I

0.5 i

I

T" Arnbiental 'f'28"C

Tratamientos
Peso lnicial

g

T'33"C

Figura 15: Fromedios de Pesos de aniilrales de los 3 tratamientos luego de 21 días de cultivo y peso

Iniciai.

3.2. ENSAYO II.

A los 7 d de haber empezado el desafío con wssv se tuvo que hnalizan el ensayo

debido a que en unO de los tratamientos (Tratarnientc No 3) quedó un número

reducido de animales necesitándose para el análisis histológico, 20 animales

sobrevivientes por tratamiento" El desafío se lo realizó a temperatura ambiente'
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3.2.1. Análisis de la Supervivencia

3.2.1.1. SpF vs WSSV Inactivo. La mortalidad se inició a las 24 h p.i. El porcentaje

de supervivencia en este momento fue del96,3 y 99 % en los tratamientos (animales

SpF y animales pre-tratados con virus inactivo respectivamente). La mortalidad llegó

al 55,3 y 57 o/o a las 72 h p.i no existiendo diferencias significativas (p:A,72)

{Anexo 3), la supervivencia frnal en los dos tmtamientos fue de 12 y 9,7 %o para los

animales sPF y aquellos pre,expuestos al wssv Inactivo respectivamente, como ss

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

del 100 %.

I

i
üui --

I

A/r

50

40

30

2{J

10

Ditr Imt-infecciótr

f ;atr r"*,*"

Figura f e , C,r*u d" .,rp"*{ r"ncia de Postlarvas de L. varmamei de 2 tratamientos (SPF y WSSV

Inactivo) infectados 
"on 

V¿SSV. Resultados de la presente investigación. Elaborado por Yomara De la

Cruz González.

3.2.I.2. SPF + Glucano vs WSSV Inactivo f Glucano. La mortalidad se inició a las

24h p.i. El porcentaje de supervivencia observado en este momento fue del 98 y 100

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

sinembargodiferenciassignificativaentrelostratamientos(p:0'43)(Anexo4)'l"a

supervivencia f,rnal en los dos tratamientos fue de 10 y l7 % para los animales sPF +

glucanoylosanimalesexpuestosaWsSVtratadosconlnactivo*glucano

respectivamentecomosemuestraenlaFig.lT.Lasupervivenciadelosanimalesdel

control no infectado fue del 100 %'

,73 4

Dírs FEt-infección

-;--lPF¿i"!;;-, - ::r11'1y-:€o:*' 
- -

Figura tl, ii*u d; ,;p;;;i""*iu "o'poJ-i"*;r 
;; ;. i,i"i'*Ái¡ infectadas con wssv de 2

tratamientos (SPF versus WSSV lnactivo e inmr¡noestimulados con B-1'3-glucano)' Resultados de la

;;;J;t"stigación' Elaborado por Yomara De la Cruz Eartzéiez'

3.2.2,AnátisishistopatolégicoentapoblacióninfectadaporWSSV

Los resultados de histología, obtenidos en la muestra de camarones tomados a las 168

hp.imostraronquelainfecciónexperimentalsehabíarealizadoexitosamerrte.
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se determinÓ diferencias en niveles de infeccién mediante histologia' En los tejidos

se investigó el grado de lesiones típicas de WSD, necrosis' Picknosis' así como la

respuesta ce lular del hospedero (hemocitos infiltrantes, esferoides)'

Obteniendo ios resultados que se muestran en la Fig' 18 y la tabla No 11 donde se

obser-va que los animales rnás infectados fueron los del tratamiento 3 (tratados con

virus Inactivo). Los del katamiento 1 y 5 (animales sPF y animales tratados con

wssv Activo respectivamente) tuvieron similares grado de infección' seguidos por

los tratamientos 2 y 4 (animales SPF tratados con glucano y animales tratados con

Virus Inactivo + glucano) con similares grado de infecciÓn y finalmente los animales

del tratamiento 6 (WSSV Activo + Glucano)'

Figura is, ír,á1.. riiri"üei;o u'isv ¿* Ái*ut., ,oo,..tiuit*ts ile 6 tratamientos luego de ser

inñctados experimentalmente. Cada punto es rur promedio de 5 camarones'

5

4

15

J

9r

ts

1

u,)

0

Los animales de los tratamientos 3

con el rcO % de la Población

y 5 (Tabla N' 11) mostraron infección en grado 4

infectada en los tejido hematopoyético, epitelio
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cuticulaf del estómago, órgano linfoide, glándula antenal, intestino, branquias' tejido

conectivo, cotazóny epitelio cuticular general'

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

antenal, epitelio cuticular del estómago, tejido hematopoyético, intestino, branquias'

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

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

s0 % de infección en grado 4 de la población analizada de los tratamientos antes

mencionados.

En los animales del tratarniento 6 no se encontró células infectadas por WSSV'

Tabla No 11: Po s de teiidos Y animales WSSV en los diferentes tratamientos.

T Glandula Antenal

e Epitelio Cuticular

j Epitelio del Estómago

i Tejido Conectivo

d TejidoHematoPoYético

o Ótgano Linfoide

s Corazón

T'ejidos Positivos (%)

Animales Positivos (%)

¿̂*

2

3

¿

0

I

85,7

80

2

2

2

J

1

1

o

85,7

80

5

3

3

2

2

3

1

3

100

100

-i

22
7al1

2l
,1 J

21
01
21

85,7 100

80 100

fJ

0

0

0

0

n

0

0

0

0

I
Total Animales Observados
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3.2.3. Signos externos en la población infectada por WSSV

Todos los camarones que murieron (agudos), manifestaron coloración rojiza del

cuerpo y manchas blancas que fueron observadas en el interior del caparczón pero no

visibles a simple vista. Los camarones también mostraron aspecto lechoso y

movimientos erráticos.

Los signos externos en ia población que sobrevivió al desafío (crónicos) fueron:

aspecto lechoso, manchas blancas y cola roja'
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manteniéndose un buen nivel de oxígeno y de amonio'

4. CONCLUSION

Mediante PCR se detectó una prevalencia para WSSV

original del invemadero'

Los rangos de los valores de temperatura' oxígeno

correspondiente a los tres tratamienfos estuvieron

normales para el buen desarrollo de los camarones'

del 6 Vo en la Poblacién

disuelto, salinidad Y PH,

en rangos considerados

PosiblementedebidoalabuenacalidaddelaguaenelmedionoexistiÓ

mortalidadporWsSVenningunodelostratamientos'apesaldelapresenciade

WSD detectado Por histología'

tratamientos.

Noseencontródifbrenciasentreanimalesrosadosyazules,niencargaviralnien

carga bacteriana'
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En el análisis histológico de animales de color rosado y azules no se observaron

diferencias en cuanto al índice de WSD'

La supervivencia final de post-larvas de L vannamei desafiadas con WSSV n0 se

incrementó con el uso de $-glucanos'

morJalidad para todos los tratamientos'

El ANOVA de medidas repetidas no encontró que los B-glucano tuvieran ur

efecto positivo en Ia supervivencia durante el período a'v4 h post infección'

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

trabajar con este tipo de animales resultó poco práctico' Ellos resultaron muy

sensibles obteniéndose pocos sobrevivientes antes del segundo desafio'
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DISCUSION

Estetrabajoestuvoenfocadoporunaparteenencontrarsidentrodelcuerpodeagua

deloscultivosenlascamafonerasseencuentraelvirusysiexisteunbrotedeWSSV'

si se present aunabaiade temperafura por unos días en el campo de sultivo'

La temperatura es un agente externo principalmente muy importante en el sistema de

producción. con respecto a los resultados obtenidos con temperatura' en el presente

estudio, no hubo diferencias significativas, a los 2l días de experimerrto en cuanto a

peso'pOrendesehapropuestoqueatemperaturasmáselevadasexistamayOr

resistencia a las infec.ciones por wssv' se ha evidenciado que temperaturas de 31 -

33oCtienenunI'ectoprotectorsobreelimpactodelWsSVenelcamarón(Vidalet

al',Z[a:;SonnenholzfiefetaI.,2002b)'Vidaletat.(200\obsewarondiferenciasen

supervivenciadecamatonescultivadosenlascostasdelocéanoPacífico(aguasfrías)

versus aquellos de las costas del caribe (aguas calientes)' En Ecuador las mayores

supervivenciassereportaronentemporadasdeinviernodondelastemperaturasdel

aguafluctuanentre2gy3|oC(Sonnenholzneretal,,2002b);asímismodesafios

experimentaies a camarones con wssv en campo y laboratorio coroboran estas

observaciones(Sonnenholzneretal.,?002o'2002b,2002c),noseobservómortalidad

en este bioensaYo'
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por otra pafie se enfocó también en el esfudio de los mecanismos de defbnsa celular

encamaronesinmunoestimurladosconp-glucanoeinfectadosconWSSVpero

capaces de enfientar [a agresión virai. En la hipótesis de trabajo se postulÓ que los

animales inmunoestimulados con B-glucanos en etapas tempranas (PL27) durante 9

días con p-1,3-glucano, estaban mejor preparados para enfrentar desafíos virales que

los animales no inmunoestimulados y por ende deberían tener mejores

supervivencias.

Para courprender como se manifiesta la defensa inmunitaria del camarón ante la

presencia de procesos infecciosos como las patologías virales' es importante

considerar el método de infección. En ensayos con infecciones virales o desafíos' un

factor impofiante a consicleraf en el momento de analizar los resultados es la

eficiencia de la infección. Es irnportante poder asegurar que la infección ha sidc

adecuada para atribuir la mortalidad de los animales a la exposición al virus' Existen

varios métodos para desafiar de manera experimental a crustáceos en laboratorio

como: inyección de un extracto de tejido infectado {Tapay et al',1997; C'hang et al''

2003), inmersién en agua conteniendo extracto viral (Chou et al'' 1995; Chou et al"

1998) e ingestién de tejido int'ectado (Lightner y Redman, 1998)' Se escogió el

método de inl'ección por ingestión por sef el más usado, porque recrea las vías de

transmisión natural del virus durante los brctes (Lotz y Soto' 2002; Lightner et al''

lggg) y porque es la nrta dominante de infección una vez que la epidemia ha

comenzado en los estanques (Lotz y Sotc' 2002)'
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La desventaja de este método es que n0 se puede controlar la carga viral ya que se

administra el tejido infectado directamente (soto et al., 200i) en contraste con los

métodos de inmersión ó inyección en donde la carga viral puede ser manipnlada

(Chou et a1.,1998; Vidal et al., 2AAI; Echeven'ía et al-' 2AA2)' 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 carácter selectivo, es decir que observa un efecto

significativo. Este efecto se vié reflejado comO Llna respuesta a la

inmunoestimulaciÓn en una solo grupo, el tratamiento 4 (éste grupo había presentado

la mayor supervivencia en el bioensayo)'

El análisis de la supervivencia por el método ANOVA no detectó diferencias

significativas entre los tratamientos. Las primeras mortaliriades se otrservaron a las 12

h post infección, registrándose una mortalidad acumulada del 50% a la '72 h' Se

considera que hubo una reacción viral muy fuerte durante este período ya que

generalmente en los experimentos de laboratorio utilizando el WSSV las

rnortalidades inician entre las 24 a 48 h post infección (Chou et al', i995; Lightner er

al., 1998). Al respecto chou et at. {1998) sostienen que el wsSV tiene su pico de

replicación en el perío da 24 a 48 h post infección y es capaz de infectar la totalidad

de los órganos (Chang et al'' 1996)'
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Un factor que incidió en la mortalidatl dei presente ensayo fue el canibalismo el cual

se observó durante todo el desafío pese al esfuerzo por retirar los cadáveres en cada

muestreo. El consumo de los animales muertos implicó una rnaximizaciÓn del

proceso infeccioso y una mayor diseminación dei virus vía reinfección' Este efecto

aditivo de cohabitaciÓn y canibalismo se ha reportado tarnbién en expefitl}entos

realizados con Macyobrachittm rosembelgii desafiados eon el WSSV' encontrándose

un aumento significativo en el canibalismo y la tasa de mortalidad debido a la

presenciadeanimalesmueftos(Pramod.Kiranetal.,2aa2}'

Durante el período 56 a 156 h el cual está caracterizad<l como un período de infecciÓn

aguda (Lotz y soto, 2002) la mortalidad aumentó y el efecto B-glucano dejó de ser

significativo. En esta etapa las combinaciones WSSV Inactivo y p-glucanos PL27

presentaron ias mayores supervivencias (17%)' Una explicacién sería que la alerta

inmunitaria inicial en los tratamientos con WSSV Inactivo y $-glucanos no pud6

sostenerse por mucho tiempo debi<to a st¡ alto costo energético (Sánchez et' al''

2001). Otra explicación seria que la carga viral se haya visto favorecida por las baias

densidades a las que se realizaron los ensayos, por los procesos de reinfección

debidos al canibalismo o por la concentracién viral de la papilla lnisttta' todos estos

factores pudieron haber aumentado tanto la carga viral que Jinaimente srrperó ia

capacidad inmunitaria del hospedero (Lightnet et al', 1998)' Las supervivencias

finales no fueron signific.ativamente diferentes y variaron entre un 9'7 a l'744"
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En términos generales hay muy pocos camarones supervivientes en desafíos de

laboratorio con el WSSV (Latzy Soto' 2002)' Al respecto Chou et al' (1995);

Lightner et al. (1998) reportan supervivencias finales entre 0 y 2'9 aA en desafíos

virales utilizando 3oA de biomasa de camarones infectados con el WSSV en un

período de 12 días. Resultados similares de bajas supervivencias finales {12 %) son

reportados en desafíos de 15 días de cluración utilizando postlarva-s (Pl' l5) de P'

mono{on desafiadas con el WSSV e inmunoestimuladas con dosis de p-glucanos de 2

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

Durante este ensayo sólo se observó la mortaliclad y no se midieron otros parámetros

inmunitarios, sin embargo podría suponerse que la mayof supervivencia observada en

este período estaria relacionada con un aumento de la tespuesta inmunitaria de los

animales que recibieron p-glucano (Rengpipat et al',ZA0A; Gullian' 2001) en especial

a una mayof actividad de los hemocitos hialinos los que no son infestados por el

WSSV (Wang et al., 2002) y pudieron estar comprometidos en procesos de

fagocitosis, encapsulación ó noelulación de partícglas virales justo al inicio de la

infección como una respuesta celular inmediata (Montesdeoca, 2001)'
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RECOMEI{DACIONES

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

la producciÓn de caffiarón'

Con las muestras de cama¡ones recogidas durante los muestreos del primer

bioensayo se recomienda realizar análisis histológico para ccnfirmar el grado

de infección de wssv en los diferentes tejidos, también se recomienda

rcalizar hitrridacién in situ para confirmar la infiltración de los hemocitos

granulosos y semigranulosos en los tejidos infectados'

Serecomiendautilizarglucanos(p.1,3-glucano)enlarviculturadadosus

efectos benéfi cos como inmunoestimulantes'

animalesSPFyadministrandoB,l.3,glucanodurantelaprimerafasede

crecimiento con la finalidad de obtener la suficiente consistencia estadística

quereafirmelosbeneficiosdeestaestrategiadeinmunoestimulaciónante

desafios con el WSSV'
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ANEXO I

Extensión y distribucién de WSSV.
Fuente: WHITE SPOT SYNDROME VIRUS, CSIRO et al'

í\3&
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ANEXG 2

Resultados ciel análisis de varianza (ANO\A) realizado en el programa Data l)esk

6.1 de pesa final del EnsaYo I'

DESIGN

Dependent variables

Name eode

Temp Tmp

Type of análysis: OLS ANOVA

Fectors

Name eode Nested in FtR Kind

Datos Dt 0 Fix Disc

Partial (Type 3) Surns of Squares

lnteractions uP to 1 - waY

No Modifications

RESULTS

General Res$lts

18 total cases

ANCVA

Analysis of Varianee For TemP

No Selector

$ource df

Const 1

Dt 12

Error 5

Total 1V

Sums of $quares

64.2222
1A.1111

1"66667
11.7778

Mean Square

64.2222
0.842593
0.333333

F-ratic Prob

is?.67 s 0.c001

2.5?78 4.1574

110
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ANEXO 3.

Resultados del a¡álisis de varianza (ANC}VA) realizado en el programa Data Desk

6.1 de super.ri.;encia de Post-larvas de L.'sannatnei de 2 tratamientos {SPF y WSSV

lnactir,,'o) infeetadc¡s con WSSV riel Ensayo ll.

Source df
Const i
vri t
Subject 18

Repeat $
vrl"Rpt 6

Error 108

Total 139

47,7916
0,02857i

1 ,35114
15,*?344

*,ú26429
8,784857

17,5254

47,7948
0,02857i
0,075063
?,55574
0,0044ü5
0,üc7267

F*ratic

63S,72

0,38ü63
10,32S

351,68
0,60e 1 2

Prab

É o,ooo
0,545ü
.-{ o,üoo
s 0,$0ü
a,7249

Sums cf $quares Mean Square

111tll



ANEXO 4.

Resultados del análisis de vananza (ANOVA) realizado en el programa Data Desk

6.I de supervivencia de Pcst-larvas de L. vannamei inftctados c** WSSr/ de 2

tratamientos (SPF versus WSSV Inactivo e inmunoestimulados con fJ-1,3-glucano)

del Ensayo iL

Source

Const
vlT

Subjeet
Repeat
viT.Rpt
Error
Total

AÍ

4t

,|

tat

o

b
lnR

IJY

Surns of Squares

46,5'i78
0,016071

1,67043
14,4437

0,055429
1,00657
17,i522

Mean Square

46,5178
0,016071

0,092802
2,44462
0,ü09238
0,009320

F-ratic

cu t,¿o

0,1 731 I
9,9571
257,57
ü,99120

Prt¡b

S o,ooo1

0,6822
É o,oool
S o,ooo1

0,4350
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