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RESUMEN

La industria del cultivo de camardn estd sufriendo pérdidas ocasionadas por
enfermedades infecciosas, esto ha ocasionado que se propongan herramientas de
evaluacion bioquimica para apoyar en el diagnostico de salud y estado nutricional de
los camarones. En este sentido este trabajo aporta referencias sobre el desarrollo de
la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de L. vannamei al estar sujeto a
diversas condiciones de temperatura (20, 27 y 33°C) y salinidad (5, 15 y 35 g/l)
cuantificando carga viral, sefialando lesiones macro y microscopicas en los diversas
etapas de la enfermedad al igual que el seguimiento de la sobrevivencia y
concentraciones de metabolitos. La temperatura y la salinidad del medio acuético
intervinieron parcialmente en la concentracion de metabolitos en hemolinfa de
juveniles de L. vannamei sanos y en desafio al virus de la mancha blanca (WSSV).
Se detectd la mayor concentracion de carga viral en el tratamiento formado por 27°C
y 5 g/l alcanzando una concentracion de 2.5x10° copias de DNA viral/ul después de
las 48 hpi. Los andlisis histopatoldgicos realizados a los juveniles acondicionados a
33°C presentaron lesiones leves a moderadas sin la deteccion de cargas virales por
PCR en hemolinfa; el dafio ocasionado por la enfermedad se incrementa en mayor
medida en los camarones acondicionados a 27°C. El tratamiento cuya combinacion
de 33°C de temperatura y 15 g/l de salinidad fue en donde se registré la mayor
sobrevivencia (65%) de juveniles de L. vannamei al desafio del virus de la

enfermedad de la mancha blanca.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, WSSV, salinidad, temperatura, capacidad
osmotica



ABSTRACT

The shrimp farming industry is coping heavy losses caused by infectious diseases
resulting, in recent years, in the development of research strategies aimed to the
improvement of shrimp immunity, increasing resistance and survival in aquaculture.
These strategies include biochemical tools to assist the diagnosis of health and
nutritional status of the shrimp. In this way, this work investigates the development
of white spot disease in juveniles of the white shrimp L. vannamei under different
conditions of temperature (20, 27, 33°C) and salinity (5, 15, 35 g/l). Several
parameters such as viral load quantification, gross and microscopic lesions in various
stages of the disease, as well as survival and metabolite concentrations were
measured. Both temperature and salinity of the water were partially involved in the
concentration of metabolites in haemolymph of healthy and white spot virus
(WSSV)-challenged shrimp; the highest viral load concentration was detected at
27°C and 5 g/l reaching a concentration of 2.5x10° copies/pl of viral DNA after 48
hpi. The histopathological examination of juveniles at 33°C showed mild to
moderate injuries without viral load detection by PCR in haemolymph, the damage
caused by the disease increased in shrimp at 27°C. The combination treatment of
33°C and 15 g/l showed the highest survival rate in L. vannamei juveniles challenged

with the white spot disease virus.

Key Words: Litopenaeus vannamei, WSSV, salinity, temperature, osmotic capacity
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medio en juveniles sanos (C) de L. vannamei a diferentes condiciones de
temperatura (20, 27 y 33°C) y salinidad (5, 15y 350/1)......cccooviiiiiiiiin
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l. INTRODUCCION

El cultivo de camar6n como una actividad pecuaria permite un
desarrollo econémico considerable, sin embargo, en México, una deficiente
planificacion y vacios en los marcos de regulacion gubernamentales han
evitado el desarrollo sustentable de esta actividad. Por un lado, el uso del
agua Yy el suelo para la crianza de organismos acuaticos ha deteriorado los
ecosistemas costeros, induciendo la contaminacion de estos ambientes y la
limitacién en el habitat de muchas especies (Pefa, 2009). La contaminacién
por nutrientes de los efluentes de las unidades de produccion ha provocado
la propagacién de muchas enfermedades que afectan a la misma industria
camaronicola (Martinez-Cérdova et al.,, 2009); asociado a esto, la
camaronicultura debe efectuar una serie de cambios en los paradigmas que
hasta ahora se han manejado en busca de la sustentabilidad, esforzandose
por crear un impacto ambiental minimo y reducir al maximo los posibles
brotes de enfermedades (Zarain-Herzberg, 2003). Ante toda esta
problematica se encuentra en proceso el desarrollo de diferentes tecnologias
amigables con el ambiente acuatico, utilizando medidas de mitigacion
acordes con la aplicacion de diversas estrategias como es la sedimentacion
de bioparticulas y la biofiltracion por moluscos bivalvos, ademas de la
absorciébn con la ayuda de algas en el tratamiento de los efluentes
generados por el cultivo de camaron (Ramos et al., 2010). Por otro lado,
para no seguir impactando la zona costera, desde hace algunos afios se
desarrollan tacticas en la modalidad de produccibn de camar6n en
ambientes no tradicionales como es el caso del cultivo a baja salinidad en
zonas deseérticas, como los que se realizan en la peninsula Arabiga con
especies de camardn nativas 6 de los cultivos desarrollados en el desierto
de Arizona, E.U.A con Litopenaeus vannamei (Ochoa et al, 2006). Esta
estrategia se encuentra en expansion en muchos paises del mundo como
Ecuador, Tailandia y Vietnam que tradicionalmente son productores de
camarén en agua marina, alcanzando con esta modalidad mas del 30% de
su produccion total (Saoud et al., 2003; Sakamoto et al., 2009). En México
se han desarrollado sistemas de producciéon de este tipo en muchas
entidades, entre las cuales destacan Colima, Jalisco, Baja California,

Hidalgo, Guerrero, Sonora, Sinaloa y Oaxaca; en donde se utiliza agua con
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un amplio rango de salinidades, existiendo valores incluso menores a 0.5 g/l
(Olivas y Céceres, 2003; Angulo et al., 2005; Nonthe, 2006; Mariscal et al.,
2007; Rendon et al. 2008; Valenzuela et al., 2010; Zavala com. pers. 2011;
Comité de Sanidad Acuicola de Baja California, 2010 com. pers.). Hoy en dia
bajo cualquier sistema de produccion que se utilice, ya sea en ambientes
costeros o continentales, la principal limitante para el éxito del cultivo de
camaron depende principalmente del control de los patdégenos (Lightner,
2011). Las elevadas densidades de siembra que son utilizadas en sistemas
intensivos propician una rapida propagacion de los agentes infecciosos,
desencadenando mortalidades masivas y gastos econémicos considerables
(Lightner y Pantoja, 2001); sin embargo, existen otros factores estresantes
tales como condiciones adversas del medio ambiente, mala nutricion y
alimentacion, aunado al inadecuado manejo del cultivo, desencadenando
enfermedades infecciosas. Los organismos infecciosos que afectan al
camarén incluyen bacterias, hongos, protozoarios y virus (Lightner, 1993);
contra los tres primeros existen tratamientos especificos efectivos desde el
uso de productos quimicos, antibidticos, antimicéticos y probioticos; sin
embargo no se cuenta con métodos eficaces contra los agentes de origen
viral (Martinez y Lopez, 2007). Aquellos virus que afectan a las especies de
camarones penaeidos, producen lesiones generalizadas en diferentes
organos y tejidos de los organismos infectados, causando mortalidades
masivas de hasta el 100% en los cultivos en periodos muy cortos de tiempo
(Lightner, 2003). Hoy en dia, se han descrito alrededor de 20 virus que
afectan de manera directa o indirecta al camarén (Aguirre y Valle, 2000); no
obstante Lightner (2011) considera a TSV (virus del sindrome de Taura),
IHHNV (virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa), YHV
(virus de la cabeza amarilla), IMNV (virus de la mionecrosis infecciosa) y
WSSV (el virus de la mancha blanca), como los de mayor incidencia en el
continente Americano y que han ocasionado fuertes impactos sociales
ademas de cuantiosas pérdidas econdémicas. El virus de la mancha blanca
(WSSV) es un patdgeno cuyo material genético consiste en DNA de doble
cadena, y fue asignado a la familia Nimaviridae y al género de Whispovirus
(Mayo, 2002). El tamafio de su genoma es de aproximadamente 300 Kb y su

distribucion geogréfica incluye Asia y Ameérica. Todos los crustaceos que
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habitan ambientes marinos, salobres o0 dulceacuicolas presentan
susceptibilidad a esta infeccion (Lightner, 1996); la epizootia se caracteriza
por una rapida y creciente mortalidad, presentando un cuadro clinico muy
corto antes de la muerte que incluye sintomas de anorexia, letargo asi como
la aparicion de pequefias manchas blancas de 0.5 a 2.0 mm de diametro en
la superficie del caparazon del cefalotérax (Bondad et al.,, 2001). Sin
embargo en ocasiones no se aprecian estas manchas, lo cual se asume que
podria ser a consecuencia de las condiciones asociadas a la temperatura
(Ochoa et al., 2006), que de alguna manera intervienen en la subexpresion
de la proteina DD9A que participa en la calcificacidon del exoesqueleto,
perturbando de este modo el metabolismo del calcio en el camarén (Endo
et al., 2004 ). Se piensa que una disminucién en la regulacién del calcio
podria tener efectos graves en la homeostasis del camardon dado que varios
factores relacionados a la respuesta inmune son calcio-dependientes, tales
como las transglutaminasas (Wang et al., 2006; Bustillo et al., 2009).

En este contexto, es necesario monitorear el estado fisiolégico de los
camarones en cultivo como una medida del conocimiento del estado de
salud y con ello, proporcionar elementos de decisidbn que ayuden a mejorar
la rentabilidad de esta actividad productiva. En este sentido diversos grupos
de investigacion en varias partes del mundo se han dedicado a la busqueda
de indicadores del estado nutricional e inmunoldgico del camardn con el fin
de contar con herramientas efectivas de diagnéstico. Sobre esto, destacan
los trabajos llevados a cabo por Rodriguez et al. (2000) en donde se
analizaron los efectos de la dieta sobre la respuesta inmune de juveniles de
Litopenaeus vannamei y los estudios realizados con la presibn osmotica
como indicador fisiol6gico de salud y nutricion en L. stylirostris y Penaesus
japonicus (Lignot et al., 1997; Lignot et al., 1999; Lignot et al., 2000). A su
vez desde hace tiempo se han desarrollado investigaciones sobre
metabolitos en camardon como son: glucosa, colesterol, acilglicéridos,
proteinas, hemocianina, lactato y presion osmaotica, ademas de la respuesta
inmune (actividad de la profenol oxidasa, concentracién y diferenciacion de
hemocitos) en hemolinfa de L. vannamei, L. stylirostris y L. setiferus, como
indicadores del sano funcionamiento del organismo (Rosas et al., 2000;
Sanchez et al., 2001; Rosas et al., 2001a; Rosas et al., 2001b; Rosas et al.,
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2002a). Por otro lado, el monitoreo de la capacidad osmoética es un
parametro que sirve también como bioindicador del estado de salud de los
crustaceos ya que este parametro fisioldgico se ve alterado a consecuencia
del deterioro en 6rganos excretores y branquias repercutiendo en cambios
en la actividad de la Na/K-ATPasa, flujos idnicos y en la permeabilidad de las
membranas (Lignot et al.,, 2000). En investigaciones realizadas con
L. vannamei y Penaeus monodon se han encontrado que pardmetros
fisicoquimicos del agua como la temperatura, salinidad, y concentracion de
hemocitos en su hemolinfa; juegan un importante papel en el sistema
inmune (Vidal et al., 2001; Granja et al., 2003; Joseph y Philip, 2007,
Carbajal et al., 2008). Estudios han dado mayor énfasis a que la elevada
temperatura del agua (33°C) favorece el sistema inmune y que a su vez
afecta la replicacion viral, principalmente la del virus de la mancha blanca
(Guan et al., 2003; Rahman et al., 2006; You et al., 2010). A pesar del
cumulo de informacion, los resultados de laboratorio no pueden ser
aplicados directamente a las granjas debido a que, por un lado, los
organismos cultivados frecuentemente experimentan condiciones muy
diferentes a las que experimentan los animales del laboratorio,
principalmente variaciones en los parametros fisicoquimicos del agua y en la
alimentacion (Anderson et al., 1987) lo que hace dificil la comparativa; razén
por la cual hasta el dia de hoy no existe un registro patrén de referencias en
los pardmetros hemolinfaticos que permitan establecer con alguna certeza la
variacion normal de los parametros fisiologicos e inmunolégicos en los
camarones. El presente trabajo pretende contribuir a este acervo de
informacion para que en un futuro no muy lejano se pueda contar con

estrategias eficaces para contrarestar el virus de la mancha blanca.
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IIl. ANTECEDENTES

Desde finales de los 90s, el virus de la mancha blanca ha sido el que
méas ha impactado econdmicamente a la mayoria de las granjas
camaronicolas del mundo, ya que ha llegado a causar hasta el 100% de
mortalidad acumulada dentro de los dos a diez dias posteriores a la
aparicion de signos de la enfermedad (Lightner 2003). En un tiempo se
pensd como estrategia ofensiva a esta enfermedad que el cultivo de L.
vannamei a bajas salinidades afectaria el poder infeccioso del virus, pero al
desarrollar estudios con juveniles de esta especie en ambientes con
diferentes condiciones hipoténicas, los resultados mostraron lo inverso ya
que se descubrié un mayor grado de infeccion en aquellos organismos cuyas
salinidades se encontraban entre los 5y 15 g/l (Carbajal et al., 2008; Ochoa
et al., 2006); lo descubierto indica que el virus de la mancha blanca infecta al
camaron aun en bajas salinidades. Ademas del virus de la mancha blanca
existen virus que comparten hospedaje con crustaceos a cualquier salinidad
como ejemplo se encuentran el virus HPV (Parvovirus hepatopancréatico),
PVNV (Nodavirus de L. vannamei) y MrNV (Nodavirus de Macrobrachium
rosenbergii), esto sefiala que ningin ambiente cual fuere su salinidad, se
encuentra excento de las infecciones virales para el cultivo de crustaceos
(Bonami y Widada, 2011).
Por otra parte, investigaciones realizadas en los ultimos afios reportan que
existe una relacion entre el aumento de la temperatura del agua sobre el
sistema inmune en juveniles de L. vannamei sujetos a una infeccién con el
virus de la mancha blanca, demostrando que esta condicion facilita la
apoptosis de células infectadas ademas de reducir la replicacion viral,
permitiendo con esto que el camardén pueda controlar la enfermedad y
sobrevivir (Rodriguez et al., 2003; Granja et al., 2006; Rahman et al., 2007;
Reyes et al., 2007).
Por otra parte se han desarrollado estudios sin que la hipertermia del agua
sea un parametro establecido, en donde se han detectado alteraciones en
hemocitos y de algunos metabolitos en la hemolinfa de camarén que han
servido como indicadores del estado fisiologico y de salud en juveniles de
L. vannamei, L. setiferus y F. duorarum (Rosas et al. 2001a; Rosas et al.

2001b; Rosas et al. 2007); asi mismo, se han reportado cambios en la
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concentracion de glucosa, triacilglicéridos, colesterol y proteinas que se
pueden utilizar como indicadores de estrés causado por agentes infecciosos
en juveniles de L. vannamei (Pascual et al., 2003a). Entre los carbohidratos,
la glucosa es la fuente principal de energia del organismo y es necesaria
para la formacidén de quitina, glucoproteina que forma el exoesqueleto; a su
vez es indicador del metabolismo de los carbohidratos y de su nivel en la
dieta, ademéas se ha observado que los niveles de éste suelen elevarse
rapidamente cuando los camarones son sometidos a estrés sin importar el
origen (Rosas et al.,, 2001c; Rosas et al., 2002b). Otro valioso indicador
hemolinfatico es la concentracion de colesterol; de acuerdo con Rosas et al.,
(2002a), una mayor concentracion de este metabolito en la hemolinfa indica
una mayor necesidad del mismo para la conformacion de la hormona de la
muda, ademas que sirve como precursor de la vitamina D (controla la
digestién y almacenamiento de calcio) y de hormonas esteroides (hormona
de la muda y las involucradas en la reproduccion (Rosas et al. 2007). Los
triglicéridos, son la mayor fuente de energia de los camarones (molécula de
almacenamiento de energia), una menor concentracién de éste indica una
mayor movilizacion de los mismos hacia la epidermis. Los triglicéridos son
procesados y almacenados en la hemolinfa para su distribucion en diferentes
tejidos, esto ocurre cuando no es posible su almacenamiento en
hepatopancreas (Rosas et al. 2002a). El lactato, producto del metabolismo
de carbohidratos y precursor de la glucosa, se asocia a condiciones de
estrés, por la activacion del metabolismo anaerobio. La lactato
deshidrogenasa (LDH) es la enzima encargada de convertir el piruvato a
lactato en condiciones anaerobias (Maekawa, 1988). Esta reaccion sucede
cuando el piruvato se acumula por disminucién de la velocidad del ciclo de
Krebs, por lo que las células obtienen la energia mediante el metabolismo
anaerobio (Mathews, 2002); este proceso puede llevarse a cabo cuando un
organismo es sometido a un estrés a consecuencia de una enfermedad
(Ruan et al., 2010) o a condiciones de hipoxia-anoxia producto de lesiones
en branquias. En condiciones de anaerobiosis causada por hipoxia el
metabolismo anaerobio es una de las principales vias de obtencién de
energia o ATP (Adenosin trifosfato; en inglés: Adenosine TriPhosphate)

(Mathews, 2002). Las proteinas, compuestos constituidos por unidades de
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aminoéacidos, no s6lo ocupan una posicion central por ser la base para la
formacion de enzimas, hormonas, componentes de la respuesta inmunitaria,
sino que ademas intervien directamente en la construccion de tejidos
(crecimiento), y en la reparacion y mantenimiento de estos. Asimismo, son
fuente de energia en los procesos catabodlicos y son esenciales en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. La hemocianina es la principal
proteina circulante en crustaceos, representando 60-97% de las proteinas
plasméticas en L. vannamei (Pascual et al., 2003a). Esta proteina principal
de la hemolinfa de crustaceos, es una macromolécula metaloproteinica que
tiene incorporado el cobre, el cual funciona como sitio activo acarreador de
oxigeno (Rainer y Brouwer, 1993; Van Holde et al., 2001) contribuye a los
mecanismos de defensa en los crustaceos (Nikerson y Van 1971,
Desteumieux-Garzén et al., 2001). En el camarén como en el resto de los
invertebrados las reacciones de defensa casi siempre estan acompafiadas
de melanizacion. La fenoloxidasa es la enzima que cataliza la reaccién de
sintesis del pigmento de melanina; esta enzima se encuentra en forma
inactiva dentro de los hemocitos y es el componente principal de un
complejo sistema de reconocimiento y defensa llamado profenoloxidasa
(Soderhall y Cerenius, 1998). Existe mucha informacién referente a la
determinacién de la capacidad osmotica en crustaceos, sin embargo existe
muy poca que sefiale el analisis de este parametro fisiol6gico en juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca. Uno de estos trabajos
fue publicado por Ramos y Giffard (2009) en donde el objetivo del mismo fue
conocer el efecto de la infeccion del virus de la mancha blanca en juveniles
de L. vannamei adaptados a baja (5 y 15 g/l) y alta (28, 35, 54 g/l) salinidad a
una temperatura de 28°C; detectando la mayor carga viral en la salinidad de
5 g/l a partir de las 35 horas post infeccion (hpi) con una concentracion de
4.5x10° copias/ng DNA; a su vez observaron signos clinicos de la
enfermedad a partir de las 24 hpi; el punto isosmotico registrado fue de 765
mmol/kg. El 100% de la mortalidad ocurri6 a las 41, 43, 50, 56 y 61 hpi en 5,
54, 34, 28, 15 g/l, respectivamente.
El diagndstico clinico e histopatologico de la enfermedad provocada por

el virus de la mancha blanca sefiala la presencia o ausencia, de manchas o

puntos blancos (0.5 a 3.0 mm) en la parte interior del cefalotérax y conforme
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se desarrolla la enfermedad se distribuyen en todo el organismo; en ocasiones
el organismo presenta un tono opaco o incluso rojizo por la expansion de los
cromatéforos o rosado al igual que su hemolinfa, situacion provocado por una
inadecuada actividad de la fenoloxidasa plasmatica, asi como el incremento
en la proporciéon de hemocitos hialinos y aparicion en circulacion de hemocitos
con morfologia alterada o atipicos (Motesdeoca et al., 2002), también
presentan flacidez generalizada, pérdida de apéndices, antenas, pleépodos y
pereidpodos, ademas de desprendimiento de cuticula (Tabar, 2010). Otros
signos de la enfermedad incluyen anorexia, letargo y elevadas tasas de
mortalidad del 70 al 100% en los primeros siete dias de iniciada la infeccién
(Kasornchandra et al., 1998, Sudha et al., 1998, Wang et al., 1999). Todos los
crustaceos decapodos ya sean marinos, salobres y continentales, son
considerados susceptibles a la infeccién (Tabar, 2010). A nivel microscopico
existen cambios histopatoldgicos caracterizados por una amplia degeneracion
celular, severa hipertrofia nuclear y presencia de cuerpos de inclusion en
tejidos principalmente de origen ectodérmico y mesodérmico, especialmente
en pledpodos, branquias, epidermis cuticular, epitelio del intestino posterior
(incluyendo el estdmago), tejido conectivo, tejido hematopoyético, tejido
nervioso, o6rgano linfoide, glandula antenal, musculo estriado, corazén,

hemocitos y gonadas (Kasornchandra et al., 1998; Wang et al., 1999).
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lIl. HIPOTESIS

Dado el creciente desarrollo de la camaronicultura tierra adentro en
ambientes con baja salinidad y el impacto del virus de la mancha blanca en
los cultivos de camarén en ambientes salinos, se consideré necesario
contribuir con informacion que permita conocer el efecto fisiolégico y
patolégico en juveniles de L. vannamei en desafio al virus de la mancha
blanca sujeto a diversas condiciones de salindad y temperatura, por lo cual
este estudio se fundamenta en las siguientes hipoétesis de trabajo:

Hipotesis N°1 “Existe diferencia significativa en la concentracion de
metabolitos y capacidad osmoética detectada en hemolinfa de L. vannamei

de organismos sanos y aquellos en desafio al virus de la mancha blanca”.

Hipotesis N° 2 “Existe una correlacion positiva y significativa entre la
sobrevivencia en ambientes hipertérmicos (33°C) y la concentracion de

copias virales en ambientes a baja salinidad (5 y 15 g/l)”.

Hipotesis N° 3 “Las condiciones de 33°C de temperatura y ambientes
a baja salinidad (5 y 15 g/l) del medio acuético dificultan el desarrollo de la
enfermedad provocada por el virus de la mancha blanca en juveniles de

L. vannamei”.
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IV. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes combinaciones de salinidad y

temperatura del agua sobre las respuestas fisiolégicas y patolégicas de

juveniles de L. vannamei infectados con el virus de la mancha blanca.

3.2 Objetivos especificos

1.

Lograr la infeccion inducida por el virus de la enfermedad la mancha
blanca en juveniles sanos de L. vannamei aclimatados a los diversos
tratamientos de prueba.

Detectar y comparar en los diferentes tratamientos las
concentraciones de DNA viral en los juveniles infectados con el virus
de la mancha blanca.

Registrar las lesiones ocasionadas por el virus de la mancha blanca
en juveniles de L. vannamei acondicionados a los diferentes
tratamientos evaluados.

Evaluar la sobrevivencia de juveniles de L. vannamei en desafio al
virus de la mancha blanca en los diversos tratamientos de prueba.
Determinar y comparar las respuestas metabdlicas a partir del analisis
de quimica hemolinfatica y capacidad osmoética en juveniles de
L. vannamei, sanos y en desafio al virus de la mancha blanca

acondicionados a las diversas condiciones de temperatura y salinidad.
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V. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia de
Invertebrados Marinos de CIAD-Hermosillo, en donde se cuenta con una
sala especial para el desarrollo de bioensayos bajo condiciones
controladas, la cual consiste en una habitacion pintada de color blanco con
dimensiones de 3 x 5 m, con estructuras de metal, contenedores de fibra
de vidrio, piedras difusoras, mangueras de diversos calibres y sistemas de
recirculacion de agua. Para el control de temperatura se utilizd6 un aire
acondicionado de 24,000 BTU y calentadores de ambiente y sumergibles
de titanio de 1000 watts. La sala cuenta con una red de distribucion de aire
conectada a un turbo soplador de 2 Hp (caballo de fuerza; en inglés:
Horsepower). El aporte de agua de mar es almacenada en el exterior en
tres tanques cerrados herméticamente y es distribuido al interior por una
red de tuberias con la ayuda de una bomba de 1/2 Hp. El agua dulce
provenia de un pozo profundo cuya red llega al interior de la sala. Para
asegurar las condiciones de calidad de agua durante todo el experimento,
el agua utilizada en los experimentos fue filtrada a través de un sistema de
filtros de arena y cartucho asegurando con esto una capacidad filtrante de

hasta 5 um, para enseguida ser esterilizada por radiacion UV (Anexo 1)

5.1. Disefio experimental

Los tratamientos de prueba fueron creados a partir de dos variables:
Temperatura (20°C, 27°C y 33°C) y salinidad del agua (5 g/l, 15 g/l y 35
g/l), esto permitié llevar a cabo combinaciones para conformar nueve
tratamientos de prueba, disefiandose un arreglo factorial 3x3 con cuatro

repeticiones (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Conformacion de los tratamientos de prueba a partir de la
combinacion de temperatura y salinidad

Salinidad (g/l)

Temperatura °C 5 15 35
20 20°C/5 gl 20°C/15 g/l | 20°C/35 g/l
27 27°C/5 g/l | 27°C/15g/l | 27°C/35 gl
33 33°C/5 g/l 33°C/15 g/l | 33°C/35 g/l

5.2. Obtencién de Juveniles de Litopenaeus vannamei

Para este experimento se utilizaron un total de 2880 juveniles de L.
vannamei con un peso promedio 5.0+1 gramos; estos ejemplares fueron
amablemente donados por un centro de produccién ubicado en la costa
central del estado de Sonora. Previo al inicio del experimento los
organismos se confinaron en un area aislada para confirmar su estado de
salud a partir de analisis bacteriologicos y PCR para la deteccion de
posibles agentes patégenos (WSSV, TSV, IHHNV y NHP). Una vez
verificada la salud de los mismos, se procedid a introducirlos en los
sistemas de recirculacion en donde se llevé a cabo una aclimatacion

gradual.

5.3. Sistema de recirculacion

Se emplearon sistemas con recirculacion de agua independientes entre
si (Anexo 1). Cada sistema estaba compuesto por cuatro contenedores de
fibra de vidrio de 100x50x30 cm conectadas en circuito; para recircular el
agua se utilizaron bombas eléctricas de ¥ Hp las cuales permitian la
circulacién del agua a través de los tanques y de los filtros de grava y
algodon disefiados para mantener la calidad de agua. En cada contenedor,
el aporte de aire fue proporcionado por un par de piedras difusoras de poro
mediano, conectada a la red de distribucion de aire. La calidad de agua en
todos los sistemas se logr6 gracias al monitoreo diario de los parametros
fisicoquimicos del agua, determinando temperatura, oxigeno disuelto y pH.
El monitoreo de amonio y nitrito se realizd cada tercer dia utilizando la

técnica de Solorzano y Sharp (1980).
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Se confinaron 40 juveniles por contenedor; durante todo el tiempo los
organismos fueron nutridos con alimento balanceado con 35% de proteina
(Camaronina 35, Purina®, México), suministrando el 10% segun su
biomasa repartida en dos raciones al dia. Los restos del alimento, excretas
y exubias se retiraron dos veces por dia por sifoneo previo al suministro

de alimento.

5.4. La cepaviral e inoculacion

La cepa viral del virus de la mancha blanca fue donada por el
Laboratorio de Fisiologia de Invertebrados Marinos de CIAD-Hermosillo
obtenida de organismos detectados por PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa; en inglés: polymerase chain reaction) como positivos a la
infeccion. Para la preparacion del inoculo viral se utilizé la técnica
propuesta por Chou et al. (1998) (Anexo 2).

Previo a la inoculacion, se cuantificé el in6culo viral mediante PCR en
tiempo real (QPCR en inglés: quantitative polymerase chain reaction)
detectandose 3.04x10° copias de DNA/pI.

Una vez alcanzadas las temperaturas de prueba y transcurridos diez
dias de acondicionamiento, se procedié a llevar a cabo el inicio de los
experimentos mediante la inoculacion con el virus en aquellos tratamientos
gue presentarian desafio a la enfermedad, para lo cual se utiliz6 una
dilucion de 2:1 con buffer TN 1X para infectar a los juveniles de L.
vannamei por via intramuscular con una jeringa para insulina de 0.5 ml con
aguja de 0.33x12, inyectando entre el segundo y el tercer segmento
abdominal, la dosis utilizada fue de 20 ul por gramo de peso (Molina,
2009), equivalente a 60.8x10° copias de DNA/gramo de peso. Una vez
inoculado el virus, los juveniles se retornaron a los tanques de
procedencia.

Por otra parte, los organismos control (sin infeccion) también fueron
sujetos a una inyeccion intramuscular, empleando la misma técnica y
volumen de la solucion de buffer que en la inoculacién viral pero sin el
agente patdégeno; con esto se permitio igualar condiciones de manejo y

estrés con los tratamientos infectados.
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5.5. Muestreo y obtencion de hemolinfa

La toma de muestra de hemolinfa se inicié a partir de doce horas post
infeccion (hpi). En cada sistema, tres de los cuatro tanques, sirvieron para
determinar las variables metabdlicas, extrayendo de cada repeticion dos
juveniles cada 12 h y asi de manera consecutiva hasta el final del
experimento, que fue determinado cuando la mortalidad acumulada del
tanque de sobrevivencia (cuarto tanque de cada tratamiento) alcanzo al
100% de los organismos. En la toma de muestra solo se contempld
aquellos juveniles que se encontraban en intermuda identificando esta
etapa segun lo publicado por Robertson et al. (1987).

Es importante sefalar que diez horas antes de la toma de muestra de
hemolinfa, se suspendié la alimentacién de los camarones, esto con el fin
de evitar la interferencia del alimento en los resultados del andlisis de
pardmetros sanguineos (Rosas et al., 2002a).

Los juveniles se colocaron en cubetas con tapa cuyo interior contenia

agua extraida de su mismo sistema de procedencia, con el fin de reducir el
estrés durante la captura y el transporte al laboratorio.
Las muestras de hemolinfa fueron obtenidas utilizando una jeringa
hipodérmica fria con 200 ul de solucion fria de anticoagulante SIC-EDTA
(Anexo 3) (Vargas-Albores et al.,, 1993) insertada en el seno ventral
abdominal que irriga al quinto par de pereiépodos, extrayendo 100 pl de
muestra para ser depositada y etiquetada en tubos eppendorf frios de 1.7
ml.

La hemolinfa con el anticoagulante fue centrifugada a 800 g por tres
min y el sobrenadante fue separado para la evaluacion de la concentracion

de los metabolitos.

5.6. Analisis de la infeccidn viral

Se realizaron andlisis en la hemolinfa para determinar la cuantificacion
de la carga viral de la enfermedad de la mancha blanca por medio de PCR
en tiempo real, con la ayuda del kit IQ REALTM WSSV Quantitative
System® (Farming IntelliGene) en cada uno de los tratamientos de prueba

con sus respectivos controles positivos y negativos.
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5.7. Analisis histopatologico

Los organismos sacrificados fueron fijados en solucién Davidson
(Anexo 4) por 48 h y transferidos a frascos con etanol al 70%. Los
organismos se procesaron siguiendo el método convencional descrito por
Bell y Lightner (1988) (Anexo 5). El diagndstico de la infeccion,
identificacion de los cuerpos de inclusion y grado de severidad se basé en

la descripcién de Lightner (1996) (Anexo 6).

5.8. Sobrevivencia

La mortalidad se registr6 cada 12 horas en cada tanque de
sobrevivencia. El final del experimento fue determinado cuando la
mortalidad acumulada del tanque de sobrevivencia en desafio a la
infeccion (cuarto tanque de cada tratamiento) alcanzé al 100% de los

organismos.

5.9. Respuestas metabdlicas
5.9.1 Andlisis de bioquimico de hemolinfa

El analisis de la hemolinfa procedente de organismos sanos e
infectados, se realiz6 determinando por espectrofotometria, la
concentracion de hemocianina (Hc) a partir de hemolinfa diluida en celdas
de cuarzo de 1 ml con un espectrofotbmetro con ldmpara de luz ultravioleta
a una absorbancia de 335 nm (Gomez-Jiménez, 1998). La concentracion
de glucosa, colesterol, triacilglicéridos (Tracilg.) lactato, proteinas totales
(Prot. Tot.), se determinaron con el equipo Cobas Integra mod. 400 Plus,
Roche Diagnostics®; siguiendo las especificaciones del fabricante.

5.9.2. Determinacién de la capacidad osmoética

La capacidad osmotica se determind en todos los tratamientos a partir
de la diferencia entre la presion osmotica de la hemolinfa fresca y el medio
externo (Rosas et al., 2007; Hurtado et al., 2007). La presién osmatica se
determind cada 12 h a partir de la extraccion de 10 pl de hemolinfa fresca
sin anticoagulante colectada en el seno ventral abdominal con la ayuda de
una jeringa de insulina fria. La osmolaridad de la hemolinfa y del medio

fueron determinadas con un osmometro de presion de vapor marca
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Wescor Vapro® modelo 5520; los datos fueron expresados en mmol/kg
(Rosas et al., 2007; Hurtado et al., 2007).

5.10. Analisis de resultados

Los valores obtenidos fueron sometidos a las pruebas de normalidad
de Lilliefors y de igualdad de Bartlett con la finalidad de decidir sobre el uso
de los métodos estadisticos paramétricos o no paramétricos a emplearse
(Conover, 1980; Zar, 1984). Una vez identificados se procedio a aplicar
analisis de varianza (ANDEVA) entre las variables de respuesta a los
tratamientos evaluados. En los casos donde existieron diferencias se
aplicaron las pruebas de comparaciones multiples de Tukey o de Student-
Newman-Keuls para identificar los tratamientos homogéneos (Steel y
Torrie, 1960; Conover, 1980; Zar, 1984). A su vez se aplicaron andlisis de
correlacion de Pearson entre las diversas variables de respuesta para
determinar el grado de asociacién entre éstas y la influencia de los
tratamientos de prueba. Los valores de sobrevivencia fueron
transformados a Arcoseno antes de realizar el andlisis de los datos. Todos
los analisis se realizaron con el paquete estadistico Sigma plot ver. 11.0;

utilizando un nivel de significancia de 0.05 (Zar, 1984).
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VI. RESULTADOS
En esta seccion se describen los resultados y discusiones obtenidas en
la presente investigacion de acuerdo al orden de los objetivos planteados,
inciando con el resultado confirmativo de la infeccion y continuando en los
incisos subsecuentes con los resultados obtenidos en las pruebas al desafio
al virus de la mancha blanca bajo las diferentes condiciones de temperatura

y salinidad.

6.1. Analisis confirmativo de la infeccién viral

Es importande destacar que en esta investigacion se logro la infecciéon
en los juveniles de L. vannamei en todos los tratamientos en desafio al virus
de la mancha blanca, dado que el método de infeccion via intramuscular fue
muy efectivo para reproducir la enfermedad de la mancha blanca en todos
los tratamientos de prueba, ya que se obtuvo el 100% de las infecciones, es
decir todos los organismos inyectados (618) con el in6culo fueron positivos
al virus. Esta forma de infeccion experimental tiene la ventaja de dosificar
muy bien las cantidades de indculo utilizadas, lo que reduce las variaciones
debido a diferencias en el indculo viral cuando se utilizan métodos orales.
Previo a la cuantificacién de las cargas virales por PCR en tiempo real se
llevé a cabo la deteccion del virus de la mancha blanca por medio de PCR
punto final usando el kit IQ WSSV 2000® (Farming IntelliGene), esto sirvio
para detectar las etapas de la enfermedad segun el grado de severidad
basado en Lightner (1996) tales como inicio de la infeccién, fase de
desarrollo, fase aguda y fase de muerte, (Anexos 7 y 8), y con esto
cuantificar la carga viral por qPCR en dichas etapas. En la Figura 1 se
presenta un ejemplo de una muestra con diversos grados de infeccién al

virus de la mancha blanca
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Figura 1. Andlisis de los productos de PCR de L. vannamei infectado con
el virus de la mancha blanca. (M): Marcador molecular; carriles 1 y 2
resultados negativos, carriles 3,4,5 y 8 muestras con grado severo de
infeccion, carril 6 muestra con infeccion ligera, carril 7 muestra con
infeccion moderada; control (-) y control (+).

A su vez se realizaron analisis confirmativos de presencia/ausencia del
virus de la mancha blanca mediante histopatologia. En la Figura 2 se
aprecia un ejemplo en donde se detect6 la presencia de cuerpos de
inclusién intranuclear (CIIN) en epitelio gastrico y tejido conectivo, al igual
gue en otros Organos diana del virus como son: organo linfoide, tejido
hematopoyético, branquias, glandula antenal, epitelio géastrico, epitelio
dérmico y tejido conectivo que son afectados por el virus de la mancha
blanca (Pantoja y Lightner, 2003; Carbajal et al., 2008; Ochoa et al., 2006).
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Figura 2. Corte histolégico de epitelio géastrico y tejido conectivo de
organismos en desafio al virus de la mancha blanca con grado severo de la
enfermedad. Las flechas sefalan algunos cuerpos de inclusién intranuclear
(CIIN). Tincion H&E. Escala de la barra 10 um.

6.2. Analisis de la infeccion viral

En esta seccion se contempla lo referente al segundo objetivo
especifico que consiste en la determinacion por PCR en tiempo real
(gPCR) de la concentracidén de la carga viral en muestras de hemolinfa
de juveniles sujetos al desafio al virus de la mancha blanca, el cual se
realiz6 en diversos tiempo segun la etapa de la enfermedad. Se muestran
los tratamientos por salinidades en orden de mayor a menor
concentracion.
En la Figura 3, se muestra la concentracion viral de los tratamiento
20°C/35 g/l y 27°C/35 g/l, en donde a las 24 hpi (fase de inicio) se
detectd una carga casi imperceptible, pero a las 60 hpi la carga detectada
en este mismo tratamiento 20°C/35 g/l se incrementd (fase aguda) y se
mantuvo entre un rango de 2.5x10* a 2x10° copias DNA/pI; esto mismo
comportamiento se registré en el tratamiento 27°C/35 g/l en su etapa
aguda a las 96 hpi, con un rango de 5x10* a 2x10° copias DNA/.
Posteriomente la concentracion se redujo hasta 1x10° copias DNA/ul en
20°C/35 g/l, en su fase de muerte; en 27°C/35 g/l no se analiz6 esta
etapa ya que la mortalidad fue abrupta. En el tratamiento 33°C/35 g/l no

se registré carga viral en ningan tiempo post infeccion.
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Figura 3. Analisis de gqPCR en muestras de hemolinfa de juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca.

A. Tratamiento 20°C/35 g/l

B. Tratamiento 27°C/35 g/l

C. Tratamiento 33°C/35 g/l
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En la Figura 4 se observa que después de 24 hpi, los tratamientos
20°C/15 g/l y 27°C/15 g/l, se detectd una carga muy ligera en la etapa de
inicio de la infeccién pero a las 60 hpi en el tratamiento 20°C/15 g/l se
presento la etapa aguda de la enfermedad, detectandose concentraciones
entre 2x10* y 1.1x10° copias DNA/uI que se mantuvo hasta las 96 hpi con
una concentracién de 7x10* a 1.2x10° copias DNA/I. Por otra parte en el
tratamiento 27°C/15 g/l la etapa aguda se registr6 a las 72 hpi con una
densidad viral entre 7x10* y 1.4x10° copias DNA/l; y transcurridas las 120
hpi se inici6 la etapa de muerte reduciéndose la carga a 2x10* a 3x10*
copias DNA/ul hasta valores minimos detectados despues de las 140 hpi. En
el tratamiento 33°C/15 g/l no se registré carga viral en ningun tiempo post

infeccién
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Figura 4. Analisis de gPCR en muestras de hemolinfa de juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca

A. Tratamiento 20°C/15 g/l
B. Tratamiento 27°C/15 g/l
C. Tratamiento 33°C/15 g/l
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En la Figura 5 se aprecia la concentracion viral en los tratamiento
20°C/5 g/l y 27°C/5 g/l en donde la fase inicio de la enfermedad se detectd
con un carga viral muy ligera para ambos tratamientos ente las 24 y 36 hpi,
sin embargo a las 48 hpi la carga detectada en 27°C/5 g/l alcanzé la etapa
aguda de la enfermedad detectandose una concentracién superior a 2x10°
copias de DNA/ul; por otra parte en el tratamiento 20°C/5 g/l a las 72 hpi el
rango registrado en esta misma etapa fue entre 1x10° a 3.2x10°copias de
DNA/ul. La etapa de muerte en el tratamiento 27°C/5 g/l se registré con la
reduccién en la carga viral con valores alrededor de 5x10° del mismo modo
se observo en el tratamiento 20°C/5 g/l a las 144 hpi con la deteccion de una
carga viral cercana a 5x10*. En el tratamiento 33°C/5 g/l no se registré carga

viral en ningun tiempo post infeccion.
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6.3. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca bajo condiciones
controladas de temperatura (20, 27 y 33°C) y salinidad (5, 15y 35 g/l) en
juveniles de L. vannamei.

En este apartado se desarrolla lo referente al tercer objetivo
especifico que sefala el aspecto de lesiones a nivel macroscoépico y
microscopico provocadas por el virus de la mancha blanca, a su vez se
incluye una panordmica general del desarrollo de la enfermedad por cada
tratamiento de prueba.

En el Cuadro 2 se muestran los resultados del tratamiento 20°C/35 g/l
a diferentes tiempos post infeccion, se presenta la morbilidad (% de juveniles
enfermos en un tiempo determinado) que se inici6 a las 24 hpi con nado
erratico y anorexia en el 10% de la poblacion; el proceso infeccioso fue
incrementandose paulatinamente junto con la presencia de organismos con
intestino vacio, deformidad de antenas, coloracién rojiza de cuticula a las 60
hpi con el 25% de la morbilidad, hasta llegar al letargo y postracion, después
de 96 hpi. Al paso de los signos de la enfermedad observados se
presentaron lesiones a nivel macroscépico y microscopico en diversos
organos Y tejidos con grados de lesiones G1-G2 que se iniciaron desde las
24 hpi, aumentandose paulatinamente a grado G2 a G3 a parir de las 60 hpi
y hasta el final del experimento que fue de 144 hpi. Estos resultados
concuerdan con la carga viral detectada en donde se registré a la mayor
concentracién de copias virales (superior a las 2x10° copias DNA/l) a partir
de las 60 hpi.
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Cuadro 2. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 20°C y 35 g/l.

HORAS POST INFECCION
Tratamiente N° 1 24 | 36 | 48 | 60 | 72 | 84 | >96
20/35
N=120
Morbilidad (%) 10 25 50 100
Mortalidad (%) 20 27 50 57 75 82 100
Signos
1. Nado erratico + + +
2. Anorexia + + + + +
3. Intestino vacio + + + +
4. Def. de antenas + + + +
5. Coloracion de cuticula + + +
6. Letargo/postracion +
Lesiones Macroscopicas
G0
G1 (Leve) Gl
G2 (Moderado) G2 G2 G2
G3 ( Severo)
Lesiones Microscopicas
GO0
G1 (Leve)
G2 (Moderado) G2 G2
G3 ( Severo) G3 G3
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En el Cuadro 3, se muestra el tratamiento 27°C/35 g/l, en donde el
inicio de la enfermedad se detectdé con una morbilidad registrada de 10% a
las 24 hpi, con signos de nado errdtico y principio de anorexia,
comportamiento que se preservd hasta después de las 36 hpi tiempo en el
cual se presenté una mortalidad acumulada del 50%. A las 48 hpi la
morbilidad alcanzaba el 80% de la poblacién con intestino vacio, deformidad
de antenas, en esta etapa la mortalidad ya alcanzaba el 78% de la
poblacion, situacion que se agravo hasta el letargo y la postracion una vez
alcanzada las 72 hpi. Durante este tiempo que duré el desafio se registraron
a la par de los signos de la enfermedad la presencia de lesiones a nivel
macroscopico y microscépico en diversos drganos y tejidos con niveles G1-
G2 a las 24 hpi, empeorandose paulatinamente a G3 a las 72 hpi. La carga
viral detectada en la etapa severa de la enfermedad alcanzé las 2x10°

copias DNA/pL.
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Cuadro 3. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de

L. vannamei sujetos a condiciones de 27°C y 35 gl/l.

Tratamiento N° 2
277358
N=120

HORAS POST INFECCION

24

36

48

60

72

Morbilidad (%)

S0

80

100

Mortalidad (%)

30

S0

78

85

100

Signos

1. Nado erratico

2. Anorexia

3. Intestino vacio

4. Def. de antenas

5. Coloracion de cuticula
6. Letargo/postracion

+

+ 4+ o+

+

+ + + +

Lesiones Macroscopicas
GO

G1 (Leve)

G2 (Moderado)

G3 ( Severo)

Gl
G2

G3

Lesiones Microscopicas
G0

G1 (Leve)

G2 (Moderado)

G3 ( Severo)

G2

G3

El Cuadro 4 sefala que en el tratamiento 33°C/35 g/l a las 24-36 hpi

se observaron organismos con nado erratico y anorexia, a las 48 hpi se

observé una mortalidad del 50% de la poblacion, sin signos aparentes de la

enfermedad, s6lo nado erratico y anorexia en un 5% de la poblacion; sin

embargo las lesiones a nivel macrocoscépico y microscopico sefialaban
lesiones desde ligeras a severas (G1, G1-G2, G2, G2-G3 y G3) a las 84 hpi
de iniciado el contagio, y después observarse grados ligeros a severos (G1-

G2) en tiempos posteriores a 96 hpi. En la etapa aguda de la enfermedad se

registraron organismos con deformidad en antenas y coloracién rojiza en la

cuticula, la mortalidad presentada en este tiempo era del 68%. La mortalidad

alcanzé el 100% de la poblacion a las 144 hpi. Es necesario destacar que no

se detecté carga viral en hemolinfa en ninguna etapa del experimento.
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Cuadro 4. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 33°C y 35 g/l

HORAS POST INFECCION
Tratamiento N° 3 24 | 36 | 48 | 60 | 72 | 84 | =96
33/35
N=120
Morbilidad (%) 5 s 20 100
Mortalidad (%) 10 30 50 S0 55 68 100
Signos
1. Nado erratico + + + + + +
2. Anorexia + + +
3. Intestino vacio + +
4. Def. de antenas + +
5. Coloracion de cuticula +
6. Letargo/postracion +
Lesiones Macroscopicas
GO GO0
G1 (Leve) Gl Gl
G2 (Moderado) G2 G1
G3 ( Severo)
Lesiones Microscopicas
GO
G1 (Leve) G1
G2 (Moderado) G2
G3 ( Severo) G3 G2

El Cuadro 5 muestra el tratamiento 20°C/15 g/, el cual indica que la
morbilidad y la mortalidad se iniciaron a las 24 hpi con 4 y 5%
respectivamente, son signos de nado erratico y anorexia, después de las 48
hpi se observaron organismos con el tracto completamente vacio, en este
tiempo la mortalidad acumulada era del 37%; lo signos de la enfermedad
pasaron se incrementaron, presentando deformidad de antenas y coloracion
rojiza a las 72 hpi, la morbilidad alcanzaba ya el 80% de la poblacion y la
mortalidad acumulada era cercana a 70%. Durante el proceso de infeccioso
se registraron las lesiones a nivel macroscépico y microscopico en diversos
organos Y tejidos que hicieron latentes desde las 36 hpi con grados G1-G2,
agravandose paulatinamente a G3 a las 72 hpi, en donde la carga viral
detectada en la etapa severa de la enfermedad alcanzé las 1.2x10° copias

de DNA/ul. La duracion total de este experimento fue de 120 hpi.
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Cuadro 5. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 20°C y 15 g/l

HORAS POST INFECCION
Tratamiento N° 4 24 | 36 | 48 | 60 | 72 | 84 | >96
20/15
N=120
Morhilidad (%) 4 10 S0 80 100
Mortalidad (%) 5 30 37 57 69 75 100
Signos
1. Nado erratico + + + + + + +
2. Anorexia + +
3. Intestino vacio + + + + +
4. Def. de antenas + + +
5. Coloracion de cuticula + + +
6. Letargo/postracion + +
Lesiones Macroscopicas
GO
G1 (Leve) G1 G1
G2 (Moderado) G2 G2 G2 G2 G2
G3 ( Severo)
Lesiones Microscopicas
G0
G1 (Leve) G1
G2 (Moderado) G2 G2 G2
G3 ( Severo) G3 G3 G3

El tratamiento 27°C/15 g/l se presenta en el Cuadro 6, en donde se
aprecia que la morbilidad se inici6 a las 24 hpi, con signos de nado erratico y
anorexia en el 2% de la poblacion la cual se fue incrementando a la par con
la mortalidad presentdndose en mayor escala a las 60 hpi en donde se
registraron organismos con intestino vacio, coloracién rojiza y deformidad de
antenas, en esta etapa la mortalidad acumulada alcanzaba ya el 30% de la
poblacion incrementandose hasta colapsar el tratamiento a las 120 hpi. La
presencia de lesiones a nivel macroscopico y microscopico en diversos
organos y tejidos se registré a partir de las 24 hpi con un grado de lesién G1,
aumentandose gradualmente de G1-G2 a las 36 hpi y severo en lesiones
microscopicas a las 72 hpi. La carga viral detectada en la etapa severa de la

enfermedad alcanzé las 1.5x10° copias de DNA/pI.
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Cuadro 6. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 27°C y 15 g/l

HORAS POST INFECCION

Tratamiento N° S
27/15 24 36 48 60 72 84 =99

N=120

Morbilidad (%) 2 10 30 100
Mortalidad (%) 0 2 5 30 33 37 100

Signos
1. Nado erratico + + +
2. Anorexia + + +
3. Intestino vacio

4. Def. de antenas

5. Coloracion de cuticula
6. Letargo/postracion

+

+ o+ + + 4
+ + + + +
+ + + + +

+ + + +

Lesiones Macroscopicas
GO0

G1 (Leve) Gl Gl
G2 (Moderado) G2 G2 G2
G3 ( Severo)

Lesiones Microscopicas
G0

G1 (Leve) Gl Gl
G2 (Moderado) G2
G3 ( Severo) G3 G3

El desarrollo infeccioso de la enfermedad de la mancha blanca en el
tratamiento 33°C/15 g/l se presenta en el Cuadro 7. Los signos de la
enfermedad fueron perceptibles a partir de las 48 hpi en un porcentaje
reducido, incrementandose lentamente al igual que la mortalidad
acumulada. Durante este tiempo se registraron signos ligeros de la
enfermedad al igual que la presencia de lesiones a nivel macroscépico y
microscopico en diversos tejidos con grados de lesiones que se iniciaron
desde las 60 hpi con GO-G1 hasta las 144 hpi en donde el grado de lesiones
fue de G2-G3, en la etapa aguda de la enfermedad, en este tiempo se
registr6 una mortalidad acumulada del 10% de poblacion. Después de las
144 hpi se observo que las lesiones a nivel macro y microscopico fueron
entre GO-G1 hasta las 444 hpi que fue el tiempo en el cual se detuvo el
experimento presentandose un 65% de sobrevivencia. En este tratamiento

nunca se detectd carga viral en hemolinfa.
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Cuadro 7. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 33°C y 15 g/l

HORAS POST INFECCION
Tratamiento N° 6
33/15 24 48 60 72 84 a6 144 | =192

N=120
Morbilidad (%) 3 5 5 15 20
Mortalidad (%) 0 5 5 5 5 10 10 14

Signos
1. Nado erratico + + + + +
2. Anorexia +
3. Intestino vacio

4. Def. de antenas

5. Coloracion de cuticula
6. Letargo/postracion

+ 4+ + 4+ + +

Lesiones Macroscopicas
GO GO
G1 (Leve) Gl G1 Gl
G2 (Moderado) G2
G3 ( Severo)

Lesiones Microscéopicas
GO GO GO Go GO
G1 (Leve) Gl G1 G2 Gl
G2 (Moderado) G3
G3 ( Severo)

Se muestra en el Cuadro 8 el desarrollo de la enfermedad de la
mancha blanca en juveniles de L. vannamei en el tratamiento 20°C/5 g/l, en
donde la morbilidad y mortalidad se iniciaron a las 24 hpi, y paulatinamente
fueron incrementandose hasta el colapso de la poblacion. Se registraron
signos de la enfermedad como nado erratico y anorexia en las primeras 48
hpi, pero al llegar a las 60 hpi la mortalidad alcanzé a mas de la mitad de la
poblacion, en este tiempo se observaron juveniles con el tracto vacio y
algunos con principios de deformidad de antenas y cambios en la coloracion.
A la par se observaron lesiones a nivel macroscopico y microscépico,
registrandose en las primeras horas grados leves a moderados. A las 72 hpi
se registro un grado mayor de lesiones de G2-G3 y posteriormente a nivel
G3 en tiempo mayor a las 96 hpi. La carga viral detectada en la etapa severa
de la enfermedad se alcanz6 a las 72 hpi con una concentracién de 3x10°

copias de DNA/ul. La duracién total de este experimento fue de 144 hpi.
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Cuadro 8. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 20°C y 5 g/l.

HORAS POST INFECCION

Tratamiento N° 7
20/5 24 36 48 60 72 84 =096

N=120

Morbilidad (%) 5 10 10 15 20 100

Mortalidad (%o) 15 30 52 57 80 82 100

Signos
1. Nado erratico + + + + + +
2. Anorexia + + +
3. Intestino vacio + + +
4. Def. de antenas +
5. Coloracion de cuticula
6. Letargo/postracion

+

+ + + +

Lesiones Macroscopicas
GO0

G1 (Leve) Gl
G2 (Moderado) G2 G2
G3 ( Severo) G3 G3

Lesiones Microscopicas
GO0

G1 (Leve)

G2 (Moderado) G2
G3 ( Severo) G3 G3
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El Cuadro 9 sefiala que en el tratamiento 27°C/5 g/l la morbilidad se inicié a
las 24 hpi con el 2% de la poblacion, la cual se fue incrementando a la par
con la mortalidad a una gran velocidad, alcanzando el 50% a las 48 horas de
iniciada la infeccion, con signos graves de la enfermedad como es
deformidad de antenas y coloracion rojiza, hasta el letargo y postracion a las
60 hpi. ElI colapso de la poblacion se present6 a las 72 hpi. La presencia de
lesiones a nivel macroscopico y microscépico en diversos organos Y tejidos
se registré a partir de las 36 hpi con un grado de lesion G2-G3,
aumentandose gradualmente a G3 a las 72 hpi. La mayor carga viral
detectada fue en la etapa severa de la enfermedad y alcanz6 una
concentracion cercana a las 2.5x10° copias de DNA/pI en la etapa aguda de
la enfermedad.

Cuadro 9. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles de
L. vannamei sujetos a condiciones de 27°C y 5 g/l.

HORAS POST INFECCION
Tratamiento N° 8§
27/5 24 36 48 60 72
N=120
Morbilidad (%6) 2 20 60 100
Mortalidad (%6) 30 45 S0 75 100
Signos
1. Nado erratico + + + + +
2. Anorexia + +
3. Intestino vacio + + + +
4. Def. de antenas + + +
5. Coloracion de cuticula + + +
6. Letargo/postracion + +
Lesiones Macroscopicas
GO
G1 (Leve)
G2 (Moderado) G2 G2
G3 ( Severo) G3 G3 G3
Lesiones Microscopicas
GoO
G1 (Leve)
G2 (Moderado)
G3 ( Severo) G3 G3 G3

49



Se reporta en el Cuadro 10 el tratamiento 33°C/5 g/l en donde la
presencia de los signos de la enfermedad al igual que la morbilidad se inici
a las 24-36 hpi en un porcentaje reducido, registrandose nado erratico y
anorexia, al llegar el experimento a las 48 hpi se detectaron juveniles con el
tracto digestivo vacio, en esta etapa la mortalidad acumulada presentaba un
32% de la poblacién. La enfermedad continué su desarrollo aumentando la
morbilidad y mortalidad en la poblacion y al cabo de las 84 hpi, se observé
deformidad en antenas y coloracion rojiza en la cuticula la cual se
incrementd paulatinamente al igual que la mortalidad hasta alcanzar el
100% de la poblacion a las 168 hpi. Durante este tiempo se registraron la
presencia de lesiones a nivel macroscépico y microscopico en diversos
tejidos con grados de lesiones las cuales se iniciaron desde las 24 hpi con
nivel G1, agravandose lentamente de G1-G2, a partir de las 60 hpi. Al igual
gue en otros experimentos en hipertermia no se detectdé carga viral en

ninguna etapa del bioensayo.
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Cuadro 10. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca en juveniles
de L. vannamei sujetos a condiciones de 33°Cy 5 g/I.

HORAS POST INFECCION
Tratamiento N° 9

33/5 24 36 48 60 72 84 =96
N=120

Morbilidad (%) 5 10 15 100

Meortalidad (%o) 10 26 32 48 68 78 100

Signos
1. Nado erratico + + + + + +
2. Anorexia + + + +
3. Intestino vacio + + + +
4. Def. de antenas +
5. Coloracion de cuticula +
6. Letargo/postracion

+

+ + 4+ +

Lesiones Macroscopicas
GO

G1 (Leve) G1 G1 G1
G2 (Moderado)
G3 ( Severo)

Lesiones Microscopicas
GO

G1 (Leve) G1 G1
G2 (Moderado) G2 G1
G3 ( Severo) G2
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6.3.1. Lesiones a nivel macroscépico

En este apartado se describen las lesiones a nivel macroscopico
observadas en los juveniles de L. vannamei sujetos al desafio al virus de la
mancha blanca en distintas condiciones ambientales de temperatura y
salinidad, en donde los organismos con lesiones graves (G3) fueron
registrados en los tratamientos 27°C/35 g/l, 20°C/5 g/l y 27°C/5 g/l.

Lesiones moderadas (G2) se observaron en los tratamientos 20°C/35
g/l, 20°C/15 g/l, 27°C/15 g/l y lesiones ligeras (G1) fueron registradas en
33°C/35 g/l, 33°C/15 g/l y 33°C/5 g/l.
A continuacién se presentan figuras que sefialan ejemplos de las lesiones
observadas en los bioensayos realizados.

En la Figura 6 se puede apreciar que los organismos con grado G1 o
ligero presentan muy pocas lesiones, las existentes se encuentran
distribuidas de forma aleatoria, con tamafios entre 1 y 2 mm, varian en el

color de la pigmentacion que van del café claro al café obscuro

Figura 6. Lesiones macroscopicas en cuticula y epidermis con dafio de
melanizacion leve (G1) multifocal, observadas en juveniles de L. vannamei
en desafio al virus de la mancha blanca.
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En la Figura 7 se puede apreciar que en los organismos con grado de
lesiones ligero a moderadas (G1-G2), presentan lesiones en cuticula y
epidermis de color café obscuras en cefalotérax y segmentos abdominales

de forma irregular que podrian corresponder a zonas melanizadas con

bordes irregulares cuyo centro es deprimido con pérdida de epidermis.

Figura 7. Lesiones macroscoépicas en cuticula y epidermis con dafio de
melanizacion leve a moderada multifocal coalecente (G1-G2), observadas en
juveniles de L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca.

A. Melanizacion en segmentos abdominales en la seccion dorsal.
B.Lesiones multifocales coalecentes en cuticula y epidermis con
melanizacion leve a moderado. Imagen con acercamiento 2x.
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En la Figura 8, se puede apreciar que en los organismos con grado de
lesion moderado (G2), presentan pequefias lesiones en cuticula y epidermis
de aproximadamente 1 a 3 mm de color café obscuras en cefalotérax y
segmentos abdominales de forma irregular. En observacién estereoscopica
la cuticula presenta cortes irregulares con centro deprimido, en algunos

casos eéste es mas obscuro, a su vez las lesiones se organizan en

sufusiones y coalecen con otras lesiones

Figura 8. Lesiones macroscopicas en cuticula y epidermis con dafio de
melanizacibn  moderada multifocal (G2), observadas en juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca.

A. Melanizacion en cefalotérax, segmentos abdominales en la seccion
ventral, media y dorsal y télson.

B. Lesiones multifocales coalecentes y sufuciones en cuticula y epidermis
con melanizacién moderada. Imagen con acercamiento 2x.
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En la Figura 9 se puede apreciar que en los organismos con grado de
lesion moderada a severa (G2-G3), se observan areas melanizadas y
blancas que podria corresponder a zonas mineralizadas, distribuidas de
forma aleatoria en segmentos abdominales y en cefalotérax, la observacion
estereoscopica, las areas melanizadas y mineralizadas son deprimidas, en

algunas secciones las areas blancas se encuentran sobre relieve con

superficie irregular.

Figura 9. Lesiones en cuticula y epidermis con dafio de melanizacion
multifocal moderada-severa (G2-G3) observadas en juveniles de L.
vannamei en desafio al virus de la mancha blanca.

A. Melanizacién en cefalotérax y segmentos abdominales en la seccion
ventral, media y dorsal.

B. Lesiones multifocales coalecentes y puntuales en cuticula y epidermis con
melanizacion moderada. Acercamiento 2x.

C. Area de mineralizacion. Acercamiento 2x.
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En la Figura 10 se puede apreciar que en los organismos con grado
de lesion severa (G3), existe dafio en exoesqueleto areas café claras de
bordes irregulares posiblemente melanizadas a si mismo se aprecian zonas
de color blanco que podria corresponder a mineralizacion; en observacion
estereoscopica se observan lesiones deprimidas con pérdida de la
continuidad de la epidermis, a si mismo el borde de urépodos se aprecia

desprendimiento de tejido.

Figura 10. Lesiones macroscopicas en cuticula y epidermis con dafio de
melanizacién y mineralizacion multifocal con areas de necrosis focal severa
(G3) observadas en juveniles de L. vannamei en desafio al virus de la
mancha blanca.

A. Melanizacion en cefalotorax y segmentos abdominales en la seccion
ventral, media y dorsal.

B. Lesiones multifocales coalecentes en cuticula y epidermis con
melanizacién severa; imagen con acercamiento 2x.

C. Zonas de necrosis con pérdida de cuticula y epidermis; imagen con
acercamiento 4x.

D. Area de mineralizacion, acercamiento 4x.
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6.3.2. Lesiones a nivel microscépico

En la presente seccion se describen las lesiones a nivel microscopico
observadas en los experimentos realizados, los dafios que se registraron
fueron detectados en tejido conectivo, epitelio gastrico, epitelio dérmico,
branquias, tejido hematopoyético, érgano linfoide y glandula antenal Las
lesiones causadas por el virus de la mancha blanca se caracterizan por la
hipertrofia de los ndcleos en células infectadas, similar a los cuerpos de
inclusién eosindfilos denominados Cowdry A, observados en la etapa
temprana de la infeccion. Cuando la infeccién es avanzada estos cuerpos de
inclusion son basdfilos (Lightner y Chen, 2000).

Los organismos con lesiones graves (G3) fueron registrados en los
tratamientos 27°C/35 g/l, 20°C/15 g/l y 27°C/15 g/l, 20°C/5 g/l, 27°C/5 g/l, en
el tratamiento 33°C/15 g/l se observé este grado de lesion sélo en la fase
aguda de la enfermedad, la cual se registré a las 144 hpi; posterior a esta
etapa, los organismos sobrevivientes presentaron lesiones ligeras hasta
después de las 192 hpi. El registro de lesiones moderadas (G2) se
observaro en los tratamientos 20°C/35 g/l, 33°C/35 g/l y lesiones ligeras (G1)
fueron registradas en 33°C/15 g/l y 33°C/5 gll.

A continuacion se presentan figuras que sefialan algunos ejemplos de
las lesiones observadas en diversos tejidos de los juveniles en desafio al

virus de la mancha blanca en los biensayos realizados.
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6.3.2.1 Lesiones ligeras (G1)

En Figura 11 se aprecia la presencia cuerpos de inclusién intranuclear
(CIIN) en menos del 25% del tejido. Este grado de lesion se observo en
todos los tratamientos evaluados al inicio de la infeccion entre las 24 y 36
hpi.

Figura 11. Lesiones microscépicas grado ligero (G1l) observadas en
juveniles de L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca; se
sefalan con flechas la presencia de CIIN. Tincion H&E. Escala de la barra
10 um.

A. Tejido Hematopoyético 40x

B. Tejido conectivo de epitelio dérmico 40x

C. Branquias 40x
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6.3.2.2 Lesiones G2 (Moderadas)

En Figura 12 se aprecian cuerpos de inclusion intranuclear (CIIN)

presentes en el 50% del tejido; estos CIIN no muestran halo y son de color
basofilo (Wang et al., 1999).

Figura 12. Lesiones microscopicas (G2) observadas en juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca; se sefialan con flechas
la presencia de CIIN. Tincion H&E. Escala de la barra 10 pm.

A. Branquias 40x

B. Epitelio dérmico 40x
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6.3.2.3 Lesiones G3 (Severas)
En Figura 13 se aprecian cuerpos de inclusion intranuclear (CIIN)
presentes en mas del 75% del tejido, estos CIIN mas desarrollados con

mayor tamafio, color baséfilo palido a obscuro (Wang et al., 1999).
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Figura 13. Lesiones microscopicas (G3) observadas en juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca; se sefialan con flechas
la presencia de CIIN. Tincion H&E. Escala de la barra 10 pum.

A. Epitelio dérmico 40x

B. Branquias 40x

C. Tejido conectivo epidermis 40x

D. Glandula antenal 40x.
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6.4. Sobrevivencia

La sobrevivencia en los tratamientos control fué entre 98% y 100%.
Por el contrario, los tratamientos en donde se llevo a cabo el desafio al virus
de la mancha blanca se vieron seriamente afectados, principalmente en los
tratamientos 27°C/35 g/l y 27°C/5 g/l, en donde la sobrevivencia se colapso
a las 72 hpi. En el tratamiento 33°C/15 g/l se presentd una sobrevivencia del
65% al desafio a la enfermedad después de sobrepasar la etapa aguda de la
enfermedad. En Figura 14 se aprecia la sobrevivencia registrada en los
tratamientos cuya salinidad fue de 35 g/l; en donde existieron diferencias
significativas entre los tratamientos de prueba, un grupo homogéneo fue
formado por todos los tratamientos control que mostraron una sobrevivencia
del 97-99%. Otro grupo identificado esta formado por los tratamientos en
desafio con 33°C y 20°C, los cuales alcanzaron 144 hpi de duracién. El valor
gue presentd menor sobrevivencia fue el tratamiento a 27°C cuya duracion

fue solo de 72 hpi.
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Figura 14. Tasa de sobrevivencia de juveniles de L. vannamei sanos (C) e
infectados con el virus de la mancha blanca (), registrada en diferentes
temperaturas (20, 27 y 33°C) a 35 g/l de salinidad.
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En Figura 15 se aprecia la sobrevivencia registrada en los
tratamientos cuya salinidad fue de 15 g/l; en donde existieron diferencias
significativas entre los tratamientos de prueba, un grupo homogéneo fue
formado por todos los tratamientos control que mostraron una sobrevivencia
del 86-100%. EI tratamiento en desafio con la temperatura 33°C figuré como
un grupo diferente, presentando una sobrevivencia final del 65% a las 444
hpi; cabe sefalar que los juveniles en este tratamiento una vez alcanzado
este tiempo fueron sacrificados. Un tercer grupo que presento
homogeneidad estuvo formado por los tratamientos con temperaturas de 20
y 27°C, cuya sobreviencia se colapsé alcanzada las 115 hpi y 240 hpi

respectivamente.
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Figura 15. Tasa de sobrevivencia de juveniles de L. vannamei sanos (C)
e infectados con el virus de la mancha blanca (), registrada en diferentes
temperaturas (20, 27 y 33°C) a 15 g/l de salinidad.
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En Figura 16, se aprecia la sobrevivencia registrada en los tratamientos
cuya salinidad fue de 5 g/l; en donde existieron diferencias significativas
entre los tratamientos, un grupo homogéneo fue formado por los
tratamientos control de las temperaturas 27 y 33°C que mostraron una
sobrevivencia del 88-90%.

Otro grupo identificado esta formado por el tratamiento control con la
temperatura de 20°C el cual alcanzo el 60% de sobrevivencia a las 144. Los
tratamientos en desafio al virus; con las temperaturas de 20°C y 33°C, no
presentaron diferencias entre si, los cuales alcanzaron 144 y 168 hpi
respectivamente. El valor que presentd menor sobrevivencia fue el

tratamiento en desafio a 27°C cuya duracion fue solo de 72 hpi,.
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Figura 16. Tasa de sobrevivencia de juveniles de L. vannamei sanos (C)
e infectados con el al virus de la mancha blanca (l), registrada en
diferentes temperaturas a 5 g/l de salinidad.
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6.4.1. Correlacion de Pearson entre la carga viral y sobrevivencia

Este analisis se llevd a cabo para determinar que tratamiento presento
mayor correlacion entre la carga viral y la sobrevivencia. Se puede observar
en el Cuadro 11, que no existié correlacion en los tratamientos en donde la
temperatura del agua fue de 33°C, pues en estas, la deteccion de cargas
virales fue nula. Por otra parte el resto de los tratamientos evaluados
presentaron una correlacion negativa entre la carga viral y la sobrevivencia
al desafio al virus de la mancha blanca, lo cual significa que al aumentar la
carga viral la sobrevivencia disminuyd, siendo mas significativa esta

asociacion en los tratamientos 27°C/35 g/l y 20°C/15 g/l.

Cuadro 11. Matriz de correlacién entre la tasa de sobrevivencia y carga
viral de Litopenaeus vannamei en desafio al virus de la mancha blanca
sujetos a diferentes temperaturas (20, 27 y 33°C) y concentraciones de
salinidad (5, 15y 35 g/l)

Tratamiento R P N
20°C/35 g/l -0.463 0.0531 18
27°C/35 g/l -0.644 0.0238* 18
33°C/35 g/l  Sin Correlacion 36
20°C/15 g/l -0.782 0.000128* 18
27°C/15 g/l -0.058 0.736 36
33°C/15 g/l  Sin Correlacién 36
20°C/5 g/l -0.437 0.0699 18
27°C/5 g/l -0.0265 0.917 18
33°C/5 gl Sin Correlacion 36

*Valores relacionados significativamente (P<0.05)
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6.5. Respuestas metabdlicas

6.5.1. Andlisis bioquimicos de hemolinfa

En este apartado se presentan los resultados que cubren el ultimo
objetivo especifico que fue el de evaluar y comparar las respuestas
metabdlicas, utilizando como criterio los analisis de la quimica hemolinfatica
(Cuadro 12). En términos de concentraciones de los diversos metabolitos se
descubrié que existe una influencia de la salinidad y temperatura del medio
sobre los metabolitos analizados.

En los apartados siguientes se analizan los resultados del andlisis
bioguimico de hemolinfa por cada metabolito, comparando entre los
resultados de juveniles sanos (control) y juveniles en desafio al virus de la

macha blanca (I).

6.5.1.1. Glucosa

Existieron diferencias significativas entre los juveniles sanos e
infectados en todos los tratamientos de prueba. La mayor concentracion de
glucosa se observo en los tratamientos con una salinidad de 35 g/l; en donde
los andlisis a juveniles sanos alcanzaron valores superiores a los 70 mg/dl,
presentando diferencias significativas con los juveniles en desafio al WSSV
a esta misma salinidad. En los tratamientos en desafio al WSSV sujetos a 15
y 5 g/l de salinidad, se observé una tendencia en la disminucion en la
concentracion de glucosa, descubriéndose que conforme la salinidad es

menor la concentracion de glucosa se reduce.
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6.5.1.2. Colesterol

Se presentaron diferencias significativas en las concentraciones de
colesterol entre juveniles sanos y en desafio a WSSV en los tratamientos
sujetos a la salinidad de 35 y 5 g/l. La mayor concentracibn de este
metabolito se detecto6 en la salinidad de 35 g/l en los juveniles infectados. La
tendencia de los analisis sefiala que a menor salinidad la concentracion de
colesterol disminuye tanto en juveniles sanos como en aquellos en desafio al

virus de la mancha blanca WSSV.

6.5.1.3. Triacilglicéridos

Se registraron diferencias significativas en todos los tratamientos a
todas las salinidades, la mayor concentracion de triacilglicéridos se detect6
en tratamientos a 35 g/l de salinidad, tanto en juveniles control como en
infectados, a su vez la menor concentracion se obtuvo en juveniles sanos y
enfermos sujetos a una salinidad de 5 g/l. Estos resultados sefialan la misma
tendencia a la disminucion segun la salinidad se reduce y a incrementarse

segun mayor salinidad.

6.5.1.4. Lactato

Existieron diferencias significativas so6lo en tratamientos cuyas
salinidades fueron de 15 y 5 g/l con temperatura de 27°C. La mayor
concentracion de lactato se registrd a una salinidad de 15 g/l en hemolinfa
de juveniles sanos y en desafio al virus de la mancha blanca WSSV, a su
vez la menor concentracion fue detectada en aquellos juveniles expuestos a
la salinidad de 35 g/l. Se puede deducir que al comparar entre juveniles
sanos e infectados con el virus de la mancha blanca WSSV conforme la
salinidad sea menor, la concentracion de lactato circulante en hemolinfa de
juveniles de L. vannamei es mayor que en aquellos acondicionados a

salinidades oceanicas.

6.5.1.5. Proteinas totales
Se encontraron diferencias significativas entre juveniles sanos y
enfermos en los tratamientos cuyas salinidades fueron de 15y 5 g/l; la

mayor concentracion se presento en la salinidad de 15 g/l y la menor fue
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detectada en la salinidad de 5 g/l. En general, las proteinas circulantes en
hemolinfa de juveniles de L. vannamei permanecen en proporciones
similares entre juveniles sanos y en desafio al virus de la mancha blanca
WSSV en salinidades de 15 y 35 g/l, sin embargo en salinidades de 5 g/l la
concentracion ademas que disminuye, también reduce su diferencia entre la
concentracion registrada en juveniles sanos Yy aquellos en desafio a la

enfermedad.

6.5.1.6. Hemocianina

Existieron diferencias significativas entre juveniles sanos y aquellos en
desafio al WSSV acondicionados a tratamientos cuyas salinidades fueron de
35 y 15 g/l. La mayor concentracion de hemocianina se detectdé en los
tratamientos con la salinidad de 15 g/l. La tendencia en la concentracién de
hemocianina en hemolinfa de camarones infectados con el virus sefiala que
en salinidades de 35 y 15 g/l, la concentracion de esta proteina permanece
constante, sin embargo tiende ligeramente a incrementarse conforme la

salinidad es menor.
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Cuadro 12. Concentraciones promedio = desviacion estandar de metabolitos en hemolinfa de juveniles de L. vannamei
sanos (C) e infectados (l) a diferentes temperaturas (20, 27 y 33°C) y salinidades (5, 15 y 35 g/l) del agua (n=618).
Unidades de Glucosa, Colesterol, Triacilglicéridos y Lactato en mg/dl; unidades de Proteinas totales en g/dl y Hemocianina
en mmol/l.

TRATAMIENTOS

Metabolito 20°C/35 g/l | 27°C/35 g/l 33°C/35 g/l 20°C/15 g/l | 27°C/15g/l | 33°C/15 g/l 20°C/5 g/l 27°C/5 g/l 33°C/5 g/l

Glucosa (C) 72.5+72 72.1+6.82 74.448.22 39.3+1.3° 59.4+1.1° 31.7+1.1° BN 27.3+0.9° 28.7£1.2° 18.7+1.0°

33.5+1.3° 62+2.0° 37+1.45° 30.9+1.0° 30.5+1.2° 18.8+0.8°

Glucosa (I) 58.33.1° 36.5+2.6° 41.242.6™

Colesterol(C) 23.1+55% | 9.4+15° 8.9+1.8" 10.6+0.3° | 10.7+0.4° 10.3+0.2°

5.5+0.1° 7.5+0.0°

10.4+0.4%

]

9.1+0.8°

Colesterol(l) 28.8+2.4° 10.7+2.4° 8.5+1.8"

12.9+0.3% 12.0+0.2° 4.5+0.1°

Triacilg.(C) 69.5+9.8° 19.0+1.3° 18.8+1.7°

21.6+0.4° 20.8+0.5"

Triacilg.(l) 66.6+4.7° 17.9+3.9° 19.8+3.7° 20.4+0.7° 31.7+0.8° 25.5+1.4° 31.0+0.8° 26.0+0.6° 12.0+0.5°

Lactato (C) 9.6+2.8° 6.3+1.3° 7.5£2.13° 13.7£2.4 13.8+4.8 9.9+4.3 9.4+1.9° 5.8+1.5° 9.3+3.3°

13.4+1.8° 18.6+4.4° 11.0+4.1°

Lactato (1) 7.4£2.5% 7.6+1.8°% 6.2+1.9° 12.7+1.9° 13.0+1.9° 9.7+1.7%

I

|
Ti
‘ 20.2+0.5 33.2¢1.2° 35.611.3° 43.8+1.7°
|

|

|

|

|

|

|

|

Prot. Tot.(C) 7.2£2.5% 7.9+2.7% 5.7+1.8% 6.9+0.43% 5.3+0.3% 5.3+0.1%
Prot. Tot. (I) 6.7+2.2° 5.2+1.8° 6.3+1.6 3.7+0.5° 7.3+0.7° 4.6+0.3
He. (C) 1.3+0.0° 1.1+0.0° 1.1+0.0° ‘ 1.740.5° 1.240.3° 1.6+0.5° 1.340.3° 1.0+0.18 1.240.3°
He. (1) 1.5+0.0° 0.2+0.0° 0.9+0.0% L 0.6+0.2" 1.2+0.0° 0.6+0.3" 1.4+0.3° 1.0+0.3° 0.9+0.2%

Analisis por salinidad, literales desiguales indican diferencias significativas (P<0.05).
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6.5.2. Comportamiento osmotico

En este apartado se presentan los resultados del comportamiento
osmoético de los juveniles sanos y en desafio al virus de la mancha blanca
(WSSV) expuesto a los diferentes tratamientos de prueba. Se sabe que el
trabajo osmaético de un organismo es minimo y gasta menos energia cuando
el medio externo y los fluidos corporales estan en equilibrio, por lo cual bajo

condiciones isosmaticas el organismo se desarrolla mejor.

6.5.2.1 Presion osmotica

En el Cuadro 13, se observa la presencia de diferencias significativas entre
la concentracién osmatica detectada en hemolinfa de juveniles en desafio al
WSSV vy juveniles sanos. Los juveniles experimentales de los tratamientos
20°C/35 gll, 27°C/15 g/l, 20°C/5 g/l 27°C/5 g/l y 33°C/5 g/l revelaron valores
827,604, 566, 537 y 570 mmol/kg respectivamente, figurando por encima a los
obtenidos en estos mismos tratamientos en los juveniles control (787, 637,
626, 571 y 557 mmol/kg). Por otra parte no se observaron diferencias
significativas en el tratamiento 27°C/35 g/l, 33°C/35 g/l, 20°C/15 g/I, 33°C/ 15
g/l entre juveniles control y experimentales. En los tratamientos 27°C/15 g/l y
20°C/5 g/l las concentraciones osmoéticas en juveniles control fueron
superiores en 30 y 60 unidades respectivamente a las registradas en juveniles
infectados.
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Cuadro 13. Comparacion de la presion osmética (mmol/kg) de hemolinfa y medio acuatico entre juveniles de L.
vannamei en desafio al virus de la mancha blanca (WSSV) y sanos, sujetos a diversas condiciones de temperatura (20,

27y 33°C) y salinidad (5, 15y 35 g/l).

Tratamientos| 20°C/35g/l| 27°C/35g/l] 33°C/35 g/I [l 20°C/15 g/l 27°C/15g/l| 33°C/15 gl ‘ 20°C/5 g/l | 27°C/5g/l | 33°C/5 g/l

Hemolinfa I

N 36 18 36 30 45 48 L 36 18 42
P. Osmo (C) | 787+30.3" | 641+26° | 780+32.4° 613124 | 637+19.4° | 680+14° ‘ 626+14° | 571+11.1° | 557+13.2°
P. Osmo (I) | 827+25.8% | 690+36.6° | 760+27.4° 603+17° | 604+18.9° | 692+20° ‘ 566+11° | 537+13.4° | 570+14.2"

Agua ‘

N 12 6 12 10 15 16 ‘ 12 6 14
P.Osmo () | 905+61 | 857+16.8 | 924+65.5 542+34.6 | 530+25.8 | 565+16.7 ‘ 332+23.8 | 333+26.3 | 352+28.7
P.Osmo (C)| 884+54 | 858+20.8 | 917+48.3 551+13.5 | 532+23.1 | 568+14.4 ‘ 336+25.7 | 315+11.3 | 335+23.1

Andlisis por salinidad, literales desiguales indican diferencias significativas (P<0.05).
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6.5.2.2. Capacidad osmotica

En la Figura 17 se aprecia que los organismos tuvieron un
comportamiento hiperosmoético en tratamientos con salinidades de 5y 15 gll,
sin embargo en tratamientos a una salinidad de 35 g/l el comportamiento fue
hiposmatico. Los juveniles que fueron expuestos a una condicion hiposmética
(5 g/l) mantuvieron una capacidad osmotica entre los 200 y 289 mmol/kg, por
otra parte los acondicionados a 15 g/l presentaron valores apenas por encima
de 100 mmol/kg. En el caso de los tratamientos expuestos a 35 g/l los valores
figuraron en un rango desde -77 a -216 mmol/kg. Cabe sefalar que aunque
existieron diferencias estadisticas en la concentracion osmatica entre juveniles
sanos e infectados, no se obtuvieron diferencias significativas entre la
capacidad osmdética de juveniles sanos y en desafio al virus de la mancha

blanca en ningun tratamiento evaluado.
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Figura 17. Capacidad osmorreguladora de juveniles sanos (C) y en desafio al
virus de la mancha blanca (I) de L. vannamei en diferentes condiciones de
temperatura (20, 27 y 33°C) y salinidad (5, 15y 35 g/l).

6.5.2.3. Determinacién de puntos isosmoticos
En la Figura 18 se presenta la osmolaridad de la hemolinfa la cual se
relaciond de manera lineal con respecto a la del medio externo, obteniéndose

las ecuaciones:



OH a 20°C=353.42+(0.503xOM), r’=0.95
OH a 27°C=438.48+(0.261xOM), r’=0.88
OH a 33°C=394.54+(0.417xOM), >=0.94

En donde OH representa la osmolaridad de la hemolinfa y OM la
osmolaridad del medio externo. Los valores de las pendientes de la relacion
entre la concentracibn osmotica del medio y de hemolinfa de juveniles de
L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca WSSV aclimatados a
20, 27 y 33°C y expuestos a diferentes salinidades fueron 0.5, 0.26 y 0.41
respectivamente. Una desviacién de la pendiente de la linea isosmoética
refleja el grado de la capacidad de regulacion (pendiente=0 osmorregulador,
pendiente=1 osmoconformador), organismos con pendientes elevadas como
los obtenidos con juveniles infectados, presentaron una regulacion
hiperosmotica. Los puntos isosmaoticos obtenidos en los juveniles infectados
aclimatados a 20, 27 y 33°C, tuvieron un intervalo de 601.83 a 708.93
mmol/kg (21.12-24.8 g/l).
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Figura 18. Relacion entre la osmolaridad de la hemolinfa y osmolaridad del
medio en juveniles de L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca ()
a diferentes condiciones de temperatura (20, 27 y 33°C) y salinidad (5, 15y
35 g/l).
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En la Figura 19 se muestra el andlisis entre la osmolaridad de hemolinfa
de juveniles sanos (C) con la osmolaridad del medio externo, obteniéndose

las ecuaciones siguientes:

OH a 20°C=487.79+(0.310xOM), r?=0.80
OH a 27°C=545.77+(0.117xOM), r’=0.88
OH a 33°C=435.18+(0.392xOM), r’=0.96

Los valores de las pendientes de la relacion entre la concentracién
osmotica del medio y de hemolinfa de juveniles de L. vannamei, aclimatados
a 20, 27 y 33°C y expuestos a diferentes salinidades fueron 0.31, 0.11 y 0.39
respectivamente, por lo cual organismos con pendientes elevadas como los
obtenidos en 20 y 33°C presentaron una regulacion hiperosmotica. El valor
de la pendiente para los organismos mantenidos a 27°C reflej6 la
caracteristica de fuerte regulador. Los puntos isosmoticos obtenidos en los
juveniles sanos aclimatados a 20, 27 y 33°C, tuvieron un intervalo de 619 a
720.3 mmol/kg (21.7-25.2 g/l).
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Figura 19. Relacion entre la osmolaridad de la hemolinfa y osmolaridad del
medio en juveniles sanos (C) de L. vannamei a diferentes condiciones de
temperatura (20, 27 y 33°C) y salinidad (5, 15y 35 g/l).

6.5.2.4. Andlisis de Correlacion de Pearson entre sobrevivencia y capacidad
osmotica.

Este andlisis de realiz6 para conocer el grado de asociacion entre la tasa
de sobrevivencia y la capacidad osmaética y determinar si la combinacion de la
salinidad y la temperatura del agua influyé sobre la sobrevivencia de los juveniles
ademas del desafio a la enfermedad; resultando que en la mayoria de los
tratamientos existio una minima asociacion entre estas variables. S6lo en dos
tratamientos se observa correlacion; estos resultados los podemos ver en el
Cuadro 14, en donde se detectd que el efecto de las condiciones de temperatura
y salinidad de los tratamientos: 20°C/35 g/l y 33°C/35 g/l; 20°C/15 g/l, 27°C/15 g/l
y 33°C/15 g/, no influyé en gran medida en el resultado de la sobrevivencia, sino
que la capacidad osmoética presentd una tendencia a incrementarse como una
medida del organismo para mantener la homeostasis, situacion que no fue
suficiente y la sobrevivencia se fue disminuyéndo. En los tratamientos 27°C/5 g/l
y 33°C/5 g/l la asociacion entre ambas variables fue muy reducida y con
tendencia minima al incremento de ambas. Por otra parte se encontré que en los
tratamientos 27°C/35 g/l y 20°C/5 g/l (r= 0.628 y 0.753), el efecto de los
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tratamientos del medio acuatico aunado al desafio a la infeccion influy6é en la

sobrevivencia de los juveniles de camaron.

Cuadro 14. Matriz de correlacion entre la tasa de sobrevivencia y capacidad
osmatica de juveniles de Litopenaeus vannamei en desafio al virus de la mancha
blanca WSSV sujetos a diferentes temperaturas (20, 27 y 33°C) y
concentraciones de salinidad (5, 15y 35 g/l)

Tratamiento R P N
20°C/35 gl -0.229 0.180 36
27°C/35 gl 0.628 0.00395* 18
33°C/35 g/l -0.216 0.206 36
20°C/15 gl -0.308 0.0982 36
27°C/15 gl -0.0256 0.867 45
33°C/15 g/l -0.129 0.381 48
20°C/5 gl 0.753 0.000000115* 36
27°C/5 gl 0.291 0.241 18
33°C/5 g/l 0.0141 0.929 42

*Valores relacionados significativamente (P<0.05).
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VII. DISCUSION

La industria del cultivo de camaron esta sufriendo pérdidas ocasionadas por
enfermedades infecciosas virales y bacterianas, esto ha ocasionado que en los
ultimos afios se desarrolle investigacion sobre el mejoramiento en la inmunidad
del camardn y asi aumentar su resistencia y sobrevivencia en su cultivo (Hsieh
et al.,, 2008). La alta virulencia del virus de la mancha blanca (WSSV) y su
rapida diseminacion dentro del organismo, ha conducido al establecimiento y
manejo de herramientas eficaces para diagnosticar esta enfermedad en un
menor tiempo antes que el virus cause dafios celulares e invada los 6rganos
(Tan et al.,2001); a su vez se han propuesto otras herramientas bioquimicas de
evaluacion para apoyar en el diagnostico de salud y estado nutricional de los
camarones (Pascual et al., 2003a), s6lo que esto no suele ofrecer resultados
claros y seguros como sucede con el examen de sangre en mamiferos dado
gue aun no existen valores estandarizados de referencia para los diferentes
pardmetros hematoldgicos en crustaceos, siendo estos patrones muy variables
hasta dentro de una misma poblacién, mismo sexo o mismo estadio de
desarrollo (Barracco et al.,, 2008). En este sentido este trabajo aporta
referencias presentando el desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca
en juveniles de L. vannamei al estar sujeto a diversas condiciones de
temperatura y salinidad, cuantificando carga viral, sefialando lesiones macro y
microscépicas en diversos tejidos de las diversas etapas de la enfermedad, al
igual que el seguimiento de la sobrevivencia y concentraciones de metabolitos;
por lo cual estos resultados complementan algunos ya reportados por otros
investigadores con diversas especies de camaron en diversas condiciones

expermentales e incluso en diferentes tejidos analizados.
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7.1. Analisis de la infeccion viral

Como se describié anteriormente el grado de infeccion por el virus de la
mancha blanca se detecté por PCR (punto final y tiempo real) en muestras de
hemolinfa en los tratamientos experimentales (excepto aquellos en donde la
temperatura del agua fue de 33°C), identificandose las etapas de la
enfermedad, al igual que lo reportaron Tan et al. (2001), quienes determinaron
la curva de replicacion viral del virus de la mancha blanca en P. monodon
mediante un analisis de gPCR competitivo, en donde se identificaron tres fases;
la primera la llamaron fase eclipse (ligera) que figuré desde las 0 a las 24 hpi; la
segunda se registrd6 como fase logaritmica (moderada) de las 24 a las 48 hpi y
la tercera la denominaron fase estable (grave) registrada a partir de las 48 a las
120 hpi en la cual los organismos ya presentaban signos clinicos de la
enfermedad y moribundos.

En experimentos presentados por Yoganandhan et al. (2003b), con P.
indicus a una temperatura de 28°C y 25 g/l de salindad, detectaron el virus de
la mancha blanca (WSSV) en hemolinfa a las 6 hpi y en otros 6rganos como
branquias, pedunculo ocular, apéndices y tejido conectivo a las 12 hpi, por
medio de PCR punto final; sin embargo en nuestro experimento los
tratamientos mantenidos a 33°C, en todas las salinidades evaluadas, el virus
no fue detectado al realizar PCR punto final ni PCR cuantitativo en muestras de
hemolinfa, esto se cree que se debié a un efecto del sistema inmune del
camaron en donde la liberacidén de lisozima o células inmunocompetentes tipo
interferon (Sotelo et al. 2003; He et al. 2005) y/o la ejecucion de muerte
celular tipo Il no apoptética por parte de los hemocitos halinos (Bergamini et al.
2007), pudo haber sido la causa que no existiera deteccion por métodos
moleculares en la hemolinfa de los juveniles en desafio al WSSV. Esta misma
situacion sucedié en experimentos realizados por Vidal et al. (2001) con L.
vannamei en infecciones realizadas con el mismo virus a 32°C y 29 g/l, en
donde se registraron dafios severos y presencia de esferoides y lesiones en
organo linfoide, presentando una deteccion negativa por PCR en hemolinfa,
esto se puede atribuir a que la hipertermia ademas de afectar la replicaciéon
viral (You et al., 2010), estimula el sistema inmune del camarén para solventar
el desafio a la infeccion liberando citoquinas en la hemolinfa (Abbas et al.,

1997). Las citoquinas son glicoproteinas de pequefio peso molecular entre 10 y
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20 kDa, sintetizadas por las células del sistema inmune o neuroendocrino
durante la fase efectora de la respuesta inmune, sus funciones principales son
actuar como moduladores de los principales procesos inmunes tales como la
inflamacion, proliferacion, citotoxicidad y apoptosis, asi como participar en
cascadas de sefalizacion celular (Nistico, 1993; Blalock, 1994; Brozek y Ley,
1991). A su vez en investigaciones llevadas a cabo por Motesdeoca et al.
(2002) con la respuesta inmunitaria celular con juveniles de L. vannamei en
desafio al virus de la mancha blanca (WSSV) formularon un modelo para dar
respuesta a la nula detecciébn por PCR en hemolinfa rosada de juveniles
infectados, indicando que ante el desafio al camaron este responderia
generando hemocitos e infiltrandolos en los tejidos infectados y/o tejidos donde
se incrementen las posibilidades de encuentro con el patégeno. Los hemocitos
hialinos combatirian la agresién viral mediante fagocitosis, en tanto que los
hemocitos semigranulares y los granulares encapsularian células infectadas y
hemocitos desgastados. Cuando la proliferacién celular se detiene por infeccion
del tejido hematopoyético por ejemplo, el virus gana terreno, en tanto que se
acumularan en circulacién hemocitos desgastados, los mismos que al liberar su
peligroso contenido en la hemolinfa, melanizaran el plasma tornandolo rosado,
a su vez se sefala que no todos los organismos con hemolinfa rosada mueren,
sino que existe una recuperacion una vez transcurrida la etapa aguda de la
enfermedad. Estos resultados indican que el camardn presenta una excelente
respuesta inmunitaria celular para combatir al virus de la mancha blanca,
incluso para llegar a eliminarlo siempre y cuando el organismo se encuentre
bajo las condiciones fisiol6gicas adecuadas y aclimatado a una temperatura del
agua de 33°C, que serviria como un inmunoestimulante ambiental previo a la
infeccion (Sonnenholzner et al., 2002). Por otra parte la hipotermia en otras
especies funciona de la misma forma; dado que en un estudio reciente
realizado por Gao et al. (2011), en donde evaluaron diferentes temperaturas
(15, 20, 25, 30 y 35°C), salinidades (15, 20, 25,30y 35 g/l) y pH (6.5, 7.5, 8.0,
8.5 y 9.0) con Fenneropenaeus chinensis en desafio al virus de la mancha
blanca; se observé que en hipotermia (15°C), a las 72 hpi, disminuia
considerablemente la replicacion del virus, descubriendo con la ayuda de PCR
cuantitativo (QPCR) que a esta temperatura se obtuvo la menor concentracion

viral, obteniendo 0.626 copias/ng de muestra; contrastando con las registradas
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en 25°C, que fue la temperatura 6ptima de replicacion en donde se alcanzaron
11,102.48 copias/ng.

7.2. Desarrollo de la enfermedad de la mancha blanca

En la presente investigacion se observaron dafios en tejidos a nivel
macro y microscopicamente en los juveniles de L. vannamei expuestos a los
diversos tratamientos de prueba. Se observé una mayor incidencia de
severidad en aquellos tratamientos a 27°C y en menor escala en donde la
temperatura del agua fue de 33°C. Caso contrario sucedi6 en experimentos
desarrollados por Vidal et al. (2001) con L. vannamei en desafio a este mismo
virus a 32°C/29 g/l de salinidad, observaron dafo severo en glandula antenal y
la presencia de esferoides y lesiones severas en 6rgano linfoide., en similares
condiciones, Motesdeoca et al. (2002) detectaron dafios severos en tejido
conectivo esponjoso, bajo el epitelio cuticular del estébmago, en corazon
glandula antenal y en los espacios intertubulares de la periferia del
hepatopancreas en donde se descubrieron nédulos de forma circular a oval,
constituidos por un nimero de 3 hasta 19 hemocitos, los cuales rodeaban
materiales que al parecer eran células infectadas y/o nucleos picnéticos. Un
signo histolégico del virus de la mancha blanca encontrado en nuestro estudio
fue la necrosis que presentaron las muestras de los camarones con infeccion y
que se fue agravando en los camarones hasta la etapa aguda. En estudios
realizados por Wongteerasupaya et al. (1995), los camarones infectados por el
virus de la mancha blanca; presentan una necrosis variable en la mayoria de
los tejidos de origen ectodérmico y mesodérmico. Todos los camarones que
desarrollaron una infeccion severa, murieron presentando lesiones de tipo G3
en la mayoria de sus tejidos y coloracion rojiza del cuerpo. En los mismos, el
epitelio de estdmago, seguido de la glandula antenal mostraron grados muy
severos de infeccion. Estos camarones presentaron ademas un alto grado de
necrosis, lo cual esta de acuerdo a los resultados reportados por Wang et al.
(1999), quienes describieron que la mayoria de los érganos y tejidos de
camarones fuertemente infectados por el virus de la mancha blanca muestran
una necrosis focal que conduce a la pérdida de la estructura tisular. Las
observaciones histopatologicas siguieron esta misma tendencia, revelando la

aparicion de células con inclusiones eosinofilas en desarrollo (células tipo
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Cowdry A) asi como cuerpos de inclusion intranucleares basofilas observadas
en tejido conectivo, epitelio gastrico, epitelio dérmico, branquias, tejido
hematopoyético, érgano linfoide y glandula antenal. Todos estos resultados
concuerdan con lo descrito por otros autores con especies como P. monodon
(Chang et al.,1996; Karunasagar et al., 1997; Kou et al., 1998; Lo et al., 1997)
P. japonicus (Chou et al., 1995) y P. indicus (Yoganandhan et al., 2003b) en los
cuales se han empleado varias vias de infeccién, la intramuscular, inmersion y
oral, coincidiendo todos que independientemente de la forma en que ingrese el
virus en las diferentes especies de camarones, los 6rganos son igualmente
afectados. Los organismos infectados en el presente trabajo, no mostraron
dafios celulares caracteristicos de la infeccion en hepatopancreas, como la
formacién de cuerpos de inclusion, en referencia a esto, no se tienen
reportados hasta el momento la aparicion de inclusiones celulares en
hepatopancreas (Chang et al.,1996; Yoganandhan et al., 2003b).

Los resultados aqui obtenidos sugieren que los camarones mueren con una
infeccion avanzada en los tejidos, dado que un extenso dafio en los tejidos
puede ser suficiente para reducir la eficiencia fisiolégica y funcional de los
hospederos, provocando que aumenten los signos clinicos de la epizootia por

el virus de la mancha blanca (Rajan et al. 2000).

7.3. Sobrevivencia

Se sabe que el camarén es un organismo poiquilotermo, por lo cual la
temperatura del agua es uno de los parametros mas significativos en su
metabolismo, influyendo directamente en la sobrevivencia, estado de salud,
crecimiento y respuesta inmune (Pan et al., 2008). Se han realizado
investigaciones donde se reporta que existe una relacion entre el aumento de
la temperatura del agua y el virus de la mancha blanca; condicion que le
permite al camardn “controlar” la enfermedad y sobrevivir a este desafio; se
piensa que esto se debe a que la temperatura del agua influye en el sistema
inmune del organismo, alterando la concentracion de hemocitos en la
hemolinfa, los cuales juegan un papel fundamental pues tienen la tarea de
reconocer y fagocitar patdégenos, ademas de melanizar tejido infectado (Le
Moullac y Haffner, 2000;Vidal et al., 2001; Granja et al., 2003; Rodriguez et al.,
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2003; Granja et al., 2006; Rahman et al., 2007; Reyes et al., 2007; Rodriguez
et al., 2009). Se reporta que a temperaturas inferiores a 30°C L. vannamei
presenta una mayor vulnerabilidad a la infeccion por el virus de la mancha
blanca; (Rahman et al.,, 2007; Esparza et al.,, 2010). Vidal et al. (2001)
obtuvieron una sobrevivencia del 100% en aquellos tratamientos con juveniles
de L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca a temperaturas
promedio de 32°C, alcanzando mas de 960 hpi. Por otra parte Guan et al.
(2003), sefalaron que la temperatura del agua afectd varios pasos del ciclo
replicativo del virus de la mancha blanca provocando absorciones irreversibles
y una variabilidad en la tasa de absorcion y sintesis de moléculas como
proteinas y &cidos nucleicos. Acorde a esto, unos afios mas tarde Rahman et
al. (2006) concluyeron que temperaturas por encima de 16°C y debajo de 32°C
permiten que la replicacion del virus de la mancha blanca sea mas eficiente en
hospederos como camarones, cangrejos y langostinos afectando gravemente
la sobrevivencia; confirmando esta situacion en estudios realizados por You et
al. (2010) y Mosera et al. (2011), quienes ratificaron que altas temperaturas
impidieron la aparicion de la enfermedad reduciendo significativamente la
mortalidad de los camarones infectados con el virus (WSSV); demostrando
que la alta temperatura del agua inhibe la replicacién del virus. Lo descrito
anteriormente sefiala que la temperatura del agua influye sobre la replicacion
viral del virus de la mancha blanca; pero no es la Unica causa. Todos estos
resultados ya descritos, permiten asumir el postulado que llevd a Flegel y
Pasharawipas (1998) a formular el concepto de “acomodacion viral” (en inglés:
Active Viral Accommodation), el cual se refiere a una respuesta de los
crustaceos a patdgenos virales caracterizada por una “acomodacion activa” (en
inglés: Active Accommodation) mas que una resistencia al virus, sefialando que
una epizootia viral en camarones podria conducir a una “tolerancia” a los virus.

Los resultados encontrados en esta investigacion testifican este postulado, sin
embargo es necesario continuar desarrollando esta linea de investigacion
evaluando otros crustaceos la sobrevivencia al virus bajo diversas codiciones

térmicas.
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7.4. Respuestas metabdlicas

El analisis de metabolitos en hemolinfa segun los resultados obtenidos
en el presente estudio indicaron que una mayor concentracion de glucosa,
colesterol, triacilglicéridos, lactato, proteinas totales y hemocianiana, el
camardn presenta mayor resistencia para enfrentar el desafio al virus de la
mancha blanca. Las condiciones de salinidad de 15 g/l y temperaturas 27 y
33°C favorecen a que exista un mejor perfil de metabolitos en hemolinfa de
juveniles de L. vannamei, encontrdndose que el tratamiento a una temperatura
de 20°C con una salinidad de 35 g/l presentd los valores mas elevados en
glucosa, colesterol, triacilglicéridos, proteinas totales; que los registrados a esta
misma temperatura con 15 y 5 g/l de salinidad, mostrando diferencia en la
concentracion de hasta el 60%. En los tratamientos sujetos a una temperatura
de 27°C; el tratamiento 27°C/15 g/l presentd las concentraciones mas elevadas
de todos los metabolitos analizados al comparase con la salinidad de 35y 5 gl/l.
Estos resultados podrian indicar que la concentracion registrada en 27°C/15 g/l
les permitio a los juveniles en desafio al WSSV alcanzar las 180 hpi respecto a
27°C/35 g/l y 27°C/5 g/l que no sobrevivieron mas de 72 hpi. Reiterando esta
situacion, se observo que en el tratamiento a hipertermia (33°C) y salinidad de
15 g/l, la concentracibn de metabolitos fue mayor que en los tratamientos
33°C/35 g/l y 33°C/5 g/l; sefialandose que estos dos tratamientos lograron
alcanzar las 144 y 168 hpi respectivamente, sin embargo el tratamiento
33°C/15 g/l presentd una sobrevivencia del 65% después de las 444 hpi. Estos
resultados permiten asumir que una salinidad cercana al punto isosmético (26
g/l) presenta el menor gasto energético derivado a metabolismo de rutina y la
excrecion de productos nitrogenados (Valdez et al., 2008) aunado a
temperaturas cercanas a su preferendum térmico que se sitia entre 27 y 30°C,
(Hernandez et al., 2006) favoreciendo al organismo para concentrar en mayor
medida los pricipales metabolitos que le permitiran transformarlos en energia
(cual fuere su ruta) para mantener el sistema de defensa activo contra el
desafio al virus de la mancha blanca.Por su parte Gonzalez, (2010), quien
encontré que la glucosa se increment6 hasta tres veces el valor basal en tan
s6lo diez minutos después de someter a los camarones a estrés térmico al
igual que la actividad de la fenoloxidasa se activo rapidamente como respuesta

a estrés para amortiguar el efecto del estresor. Vernberg (1983) indica que los
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crustaceos cuentan con sistemas enzimaticos y fisioldgicos que funcionan

mejor cuando estan cercanos a su 6ptimo de temperatura.

Glucosa

En ensayos reportados por Rosas et al. (2002a) en juveniles sanos de
L. vannamei sujetos a temperaturas de 27 a 30°C, con un rango de salinidades
de 15 y 40 g/l, reportaron una concentracion de 38 mg/dl de glucosa; por otro
lado Suseela et al. (2007) con P. monodon en desafio al virus de la mancha
blanca en iguales condiciones de temperatura pero diferente salinidad (20 a 25
g/l); encontraron valores cercanos a 30 mg/dl de glucosa en tratamientos
controles y 10 mg/dl en organismos infectados. Al confrontar todos estos
resultados con los encontrados en nuestro experimento en los tratamientos
33°C/15 g/l (31.7 mg/dl) y 20°C/15 g/l (39.3 mg/dl), s6lo existe cierta
concordancia en las concentraciones de glucosa en los tratamientos control
reportados por Rosas et al. (2002a) y Suseela et al. (2007). Hay que destacar
gue en tratamientos control en las tres temperaturas en 35 g/l de salinidad, las
concentraciones figuraron por encima de 74 mg/dl, valores con mas del 50% a
los reportados por estos autores. En el caso de la concentracion de glucosa en
hemolinfa de juveniles en desafio al virus de la mancha blanca; el valor mas
reducido de este metabolito se registr6 en nuestro experimento en el
tratamiento 33°C/5 g/l con 18.8 mg/dl, casi el doble de lo reportado por Suseela
et al. (2007). Cabe recordar que las reducciones en la concentracién de
glucosa en hemolinfa de juveniles enfermos podria ser debido al estrés
resultante por las condiciones ambientales ademas del estrés ocasionado por
el patdgeno. Racotta y Palacios (1998) reportaron que los niveles de glucosa y
el lactato en la hemolinfa se ven fuertemente afectado por el estrés
consumiendo mayor energia para tratar de lograr el equilibrio organico, aunado
al déficit de glucosa producto de la anorexia, sintoma caracteristico de la
enfermedad, lo que posiblemente origind que la actividad de las aldolasas se
encuentren al borde de la inhibicion total de la gluconeogénesis por la pérdida
de la actividad de la fructuosa 1-6 difosfatasa, que contribuye a la crisis de
energia en un organismo enfermo (Suseela et al., 2007; Mathews et al., 2002).
En respuesta al incremento en la demanda de energia para la compensacion

fisiologica por el estrés ocasionada por una patologia en camardn, se han
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observado cambios en formas de hiperglucemia, hiperlacticemia e
hiperlipidemias (Hsieh et al., 2008). Estas observaciones sugieren que la
demanda metabodlica de energia en el camarén blanco después de una
infeccion puede ser derivada del metabolismo glucolitico y anaerdbico de los
lipidos. Por otra parte, en la mayoria de los casos, cuando el camarén se
encuentra sujeto a estrés o en desafio a un patégeno, el organismo tiende a
aumentar el nivel de glucosa para repeler la infeccion y compensar el estrés
(Hsieh et al., 2008); esto ocurre cuando existe el aumento de la actividad de
glucosa-6-fosfato que promueve la produccion de mas NADPH (nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato). La importancia de esto es que NADPH requiere
de niveles adecuados de glutation (GSH) para ayudar a superar el estrés
oxidativo. El significativo aumento en la actividad enzimética en camarones
infectados con WSSV, puede ser parte del mecanismo de defensa general
frente al estrés oxidativo presentado durante la infeccién. Suseela et al. (2007)
observaron que algunas enzimas que participan en el metabolismo de la
glucosa en P. monodon se ven afectados durante la infeccion por virus de la
mancha blanca. Es posible que los niveles de estas enzimas pudieran servir
como indicadores de la gravedad de la infeccion y ser utilizados como
marcadores en el diagnéstico. En general los datos encontrados en esta
investigacion muestran un comportamiento muy variable en la concentracién de
glucosa en hemolinfa de juveniles de L. vannamei debido a la compensacion
osmoética y térmica que el organismo debe de compensar para mantener su
homeostasis, a su vez el desafio al patdgeno afecta los balances a nivel de la
hormona hiperglucémica de crustdceos (CHH), la cual est4 involucrada
principalmente en la regulacion de los niveles de glucosa en la hemolinfa, asi
como en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y en la osmorregulacién
(Ponce et al., 2005).

Colesterol y triglicéridos

Los valores de referencia de colesterol y triacilglicéridos reportados por
Rosas et al., (2002a) con L. vannamei a temperatura de 27-30°C y 15y 40 g/,
fluctuaron entre el 44 mg/dl y 104 mg/dl; valores por encima del 50% a los
reportados en nuestra investigacion en organismos sanos; situacion similar se

observo con juveniles de camardn sujetos a un rango de temperaturas entre los
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24 y 27°C, y 15 g/l de salinidad de la especie P. monodon infectados con el
virus de la mancha blanca, en donde se reportaron valores de colesterol de 57
mg/dl. (Joseph y Philip, 2007). Sin embargo Flores et al. (2008), descubrieron
en sus experimentos con juveniles sanos de L. vannamei acondicionados a una
temperatura de 28°C y 3 g/l de salinidad, que los valores encontrados de
colesterol fueron 12.2 mg/dl, valor superior que el descubierto en el tratamiento
control a 27°C/5 g/l (5.5 mg/dl), valor superado en mas del 50%, sin embargo
valores muy similares fueron registrados a los tratamientos control a 27°C/35
g/l, 33°C/35 g/l, 27°C/15 g/l, 33°C/15 g/l y 20°C/5 g/l con concentraciones
cercanas a los 10 mg/dl. En experimentos realizados por Racotta y Palacios
(1998) a una temperatura de 28°C y 35 g/l de salinidad, con juveniles sanos de
L. vannamei, los valores de colesterol fueron 24 mg/dl, muy similares a los
registrados en 20°C/35 g/l con organismos sanos e infectados con 23 mg/dl y
28 mg/dl respectivamente; en las concentraciones de triacilglicéridos, estos
mismos autores reportaron concentraciones entre 40 mg/dl, hasta 29 mg/dl; en
nuestro trabajo se detectaron concentraciones menores hasta en un 50% en
27°C/35 g/l en juveniles sanos y en desafio al virus de la mancha blanca; segun
lo descrito se puede inferir que las variaciones entre estas concentraciones de
metabolitos se debe probablemente a diferencias en las especies analizadas,
las tallas de los organismos y a las diferentes condiciones de temperatura y
salinidad; ademas que en condiciones de hipotermia e hipertermia, aunado a la
salinidad, la presiéon hidrostatica cambia, y con esto, la conformacion de las
membranas celulares se modifica estructuralmente, presentdndose una mayor
concentracion de fosfolipidos, afectando con esto el metabolismo de lipidos,
carbohidratos y proteinas (Randall et al., 1998). A su vez cabe sefialar que la
reduccion significativa de los metabolitos de la hemolinfa de camarones
infectados bajo condiciones ambientales extremas podria explicarse como una
desviacion en el flujo de energia para apoyar esta compensacion ya que estan
bajo una doble tension: estrés patogénico y estrés metabdlico (Joseph y Philip
2007). Pascual et al. (2003a) mencionan que conforme aumenta la temperatura
el metabolismo de L. setiferus tiende a incrementarse, necesitando un
aumento en el consumo de energia. Una temperatura elevada, puede alterar la
permeabilidad de la membrana a iones que incrementan la pérdida de agua y/o

el ingreso de iones afectando el balance osmotico (Weber y Spaargaren, 1970).
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Como respuesta, los trilglicéridos, colesterol y proteinas podrian utilizarse para
reparar membranas y la glucosa usarse como fuente de energia para controlar

la concentracion interna de iones a través de la bomba Na/K-ATPasa.

Lactato

Respecto a la concentracion de lactato, Arcos et al. (2003), evaluaron
respuesta fisiolégicas de camarones sanos de L. vannamei a 28°C y 37 g/l de
salinidad en donde reportaron valores entre 10 y 11 mg/dl, similar a los
detectados en el tratamiento 20°C/35 g/l con 9.6 (mg/dl). A su vez Racotta y
Palacios (1998) a 28°C de temperatura del agua y 35 g/l de salinidad, los
juveniles sanos de L. vannamei mostraron una concentracion de lactato de 20
mg/dl, valor que al contrastar con las condiciones similares de nuestro
experimento (27°C/35 g/l) presentd una diferencia menor al 70%. Por otra parte
en juveniles de L. vannamei en desafio al virus de la mancha blanca (WSSV);
en 27°C y 32 g/l de salinidad, Ruan et al. (2010), determinaron una
concentracion de lactato por encima de 22 mg/dl, valor que supera al
encontrado en nuestro experimento en el tratamiento 27°C/35 g/l en desafio al
virus de la mancha blanca; el cual registré 7.6 mg/dl, sin embargo la
concentracion obtenida en 27°C/15 g/l presenté un valor de 18.6 mg/dl,
resultado muy cercano al reportado por estos autores; concentracion que a su
vez se repiti6 en investigaciones realizadas por Hsieh et al. (2008) bajo
condiciones de cultivo con una temperatura a 27°C y 32 g/l de salinidad con
L. vannamei en desafio a Vibrio alginolyticus, reportando concentracion de
lactato de 20 mg/dl. La concentracion de lactato en hemolinfa de juveniles de
camaron infectados puede atribuirse a la movilizacion de las reservas de
energia de hepatopancreas a tejidos para satisfacer la energia requerida para
compensar la osmorregulacién, compensacion metabdlica por efecto de la
temperatura y la infeccion (Joseph y Philip, 2007). EI aumento de la
concentracion de lactatos ocurre generalmente cuando la demanda de energia
en tejidos sobrepasa la disponibilidad de oxigeno en hemolinfa, esto a
consecuencia de alteraciones en la concentracion de hemocianina; bajo estas
condiciones la piruvato deshidrogenasa no alcanza a convertir el piruvato en
Acetil-CoA lo suficientemente rapido y el piruvato comienza a acumularse. Esto

generalmente inhibiria la glucdlisis y con esto la reduccion en la produccion de
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ATP (Joseph y Philip, 2007). La funcion de la produccion de lactato es oxidar
NADH + H para regenerar la nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD+)
necesaria para la glucélisis y por consiguiente que continte la produccién de
ATP (Mathews et al., 2002); el lactato producido sale de la célula muscular y
circula por la hemolinfa hasta el hepatopancreas en doénde se vuelve a
transformar en glucosa por gluconeogénesis (Rodriguez, 2007).

Existen otras moléculas como el glicerol y diversos aminoacidos ademas del
lactato involucrados en la gluconeogénesis y que son alterados como resultado
del desequilibrio metabdlico a consecuencia de la infeccion (Suseela, 2007).
Los camarones peneidos para obtener reservas energéticas y distribuirlas de
manera efectiva entre los requerimientos de mantenimiento y crecimiento
depende del efecto de los factores ambientales, la salinidad es uno de los que
influye sobre el metabolismo de estos organismos (Rosas et al., 2001a; Zhu
et al., 2006). Se ha reportado por Lemos et al. (2001) que la variacion de la
salinidad caus6é cambios en la composicidn bioquimica en postlarvas de
Farfantepenaeus paulensis lo que provocé modificaciones en el contenido
energético de los organismos; Asi mismo, Rosas et al. (2002b) mencionaron
gue en juveniles de L. vannamei la salinidad es capaz de influenciar el

metabolismo y utilizar algunos metabolitos para compensar el balance ionico.
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Proteinas totales

La concentracion de proteinas registradas en trabajos realizados por
Racotta y Palacios (1998), con juveniles sanos a 28°C y 35 g/l de salinidad,
fueron de 13 g/dl, valor que supero en tres unidades al valor maximo alcanzado
en este experimento en tratamiento control de 27°C/15 g/l, seguido por 7.9 g/dI
registrado en el grupo control en 27°C/35 g/l. El resto de los tratamientos
fluctuaron entre 5.3 y 7.9 g/dl. En experimentos realizados por Yoganandhan et
al., (2003a) con juveniles de P. indicus infectados con el virus de la mancha
blanca y sujetos a un rango de temperatura entre 27 y 30°C e intervalos de
salinidad entre 20 y 25 g/l; observaron un aumento del 20% en la concentracion
de proteinas en los juveniles sujetos al desafio a la infeccion. Este aumento en
la concentracion de proteinas totales en hemolinfa es debido a que la
respuesta inmune en invertebrados esta definida por la falta de memoria
inmunoldgica y por la carencia de anticuerpos, por lo cual las proteinas
multifuncionales en circulacion forman un sistema de defensa muy eficaz para
responder ante la presencia de cualquier patdgeno. Otra explicacion del
aumento de proteina detectadas en la hemolinfa de camarones infectados
puede ser debido a la actividad de proteasas y otras enzimas que "funden"
literalmente algunos tejidos (musculo y hepatopancreas) (Beckage, 1996), esta
degradacion se incorpora en la hemolinfa del camaron (Yoganandhan et al.,
2003a).

Misma condicidon que se comparte con los resultados reportados por
Joseph y Philip (2007) con P. monodon, en desafio al virus de la mancha
blanca y sujetos a temperaturas entre los 24 y 27°C y 35 g/l de salinidad, en
donde se registré un incremento significante en la concentracion de proteinas
totales de 11 g/dl, valor por encima del 50% al encontrado en esta
investigacion. Es necesario indicar que en nuestro experimento se esperaba
que los valores detectados de proteinas totales principalmente en aquellos
organismos en desafio a la infeccion, fuesen mucho méas elevados que los
encontrados en organismos control dada la respuesta inmunitaria del
organismo, pero esto soélo sucedié en los juveniles en el tratamiento 33°C/15 g/l
(9.3 g/dl), presentando diferencias significativas respecto a los juveniles control
(6.4 g/dl); lo que probablelmente sucedié fue que los camarones utilizaron a las

proteinas como fuente de energia, condicion sefialada por Rosas et al. (2002b),
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indicando que éstas son empleadas no solo para la formacion de musculo o
para producir glucégeno y glucosa a través de la ruta gluconeogénica, sino
también en la osmorregulacion por los ajustes de las membranas celulares. En
el presente estudio el decremento de las proteinas totales fue acompafiado por

una disminucioén de la hemocianina.

Hemocianina

El andlisis de la concentracion de hemocianina en hemolinfa de juveniles
de camardn arrojo diferencias significativas en el 67% de los tratamientos
analizados, revelando que la concentracion en tratamiento 20°C/15 g/l en
organismos sanos, mostrd diferencias significativas respecto a su tratamiento
homélogo y antagonista, superandolo con mas de un mmol/l.
La concentracion mas reducida de esta proteina se encontrd en el tratamiento
formado a partir de 27°C/35 g/l, registrandose un valor de 0.2 mmol/l en
hemolinfa de juveniles en desafio al virus de la mancha blanca (WSSV);
exponiendo una diferencia significativa de 0.9 mmol/l con el registrado en ese
mismo tratamiento en juveniles sanos. En concentraciones de hemocianina,
Pascual et al., 2003a; reportaron valores de 1.91 mmol/l en juveniles de L.
vannamei sanos, datos que superan en un 27% al valor maximo alcanzado en
este ensayo en organismos sanos a una temperatura de 20°C; por otra parte
Rosas et al. (2002a), reportd 1.84 mmol/l de hemocianina, concentracion
superior al encontrado en este documento con valor cercano a la media
unidad. En el caso de organismos en desafio al virus de la mancha blanca;
Yoganandhan et al. (2003a), con juveniles de F. indicus a un rango de
temperatura entre 27 y 30°C y salinidad entre 20 y 25 g/I, obtuvieron como
mayor concentracién 1.21 mmol/l reduciéndose hasta 0.67 mmol/ con juveniles
moribundos; al contrastar estas concentraciones con los resultados de esta
investigacion, se aprecia en los organismos infectados en hipotermia que
superd ligeramente esta concentracion, alcanzando 1.5 mmol/l; s6lo 0.3 mmol/l
de diferencia; comportamiento muy similar se registrO en organismos a
normotermia con 0.21 mmol/l con una diferencia de 0.46 mmol/I.
La hemocianina es una proteina presente en la hemolinfa de los camarones,
responsable del transporte de por lo menos el 90% del oxigeno hacia los

organos Yy tejidos, ademas constituye mas del 60 al 90% de las proteinas
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circulantes (Pascual et al., 2003a). Esto puede indicar que en los juveniles
infectados existid6 problemas de hipoxia en los tejidos por la reduccion de
oxigeno (Citarasu et al., 2006). Es importante recordar que esta proteina
también presenta influencia en actividades inmunolégicas del camarén, ya que
los hemocitos cuentan con la facultad de convertir partes de la hemocianina en
una enzima similar a la fenoloxidasa (Cuéllar-Anjel, 2008); a su vez se
considera que las proteinas totales circulantes, y en particular la hemocianina,
pueden ser utilizadas como reserva energética bajo situaciones de incremento
en la demanda de energia provocado por la enfermedad, esto en apoyo a la
respuesta del sistema inmune (Racotta y Palacios, 1998; Paul y Pirow, 1998;
Destoumieux-Garzén et al., 2001; Adachi et al.,, 2001). También se puede
considerar que la disminucion de las proteinas en hemolinfa se debio a la
hidrolisis de proteinas generando a los aminoacidos libres, los cuales influyen
en el balance osmdético cuando el camardn se encuentra en ambientes hipo e

hiperosmoéticos (Dalla, 1986; Marangos et al., 1989).

Presion y capacidad osmotica

Los mecanismos que se activan cuando los crustaceos se encuentran
sujetos a cambios de salinidad y temperatura son la captacion o el intercambio
de iones y agua, cambios en la permeabilidad de las membranas en branquias
e intestino y el transporte de aminoacidos desde el masculo hacia la hemolinfa;
estos ajustes en el comportamiento osmotico le permite a los crustaceos
penetrar en distintos ambientes halinos (Rosas et al.,, 2003). La capacidad
osmatica depende en gran medida de la actividad de la Na/K-ATPasa a nivel
de la membrana celular, asi como de la concentracion de amonio, sales e iones
en el medio externo (Rosas et al., 2007) siempre conservando la integracion en
su volumen y solutos celulares, que es uno de los problemas principales que
sufren los crustaceos para obtener el balance intra y extracelular, el liquido
intracelular y extracelular varian en la concentracion de solutos organicos e
inorganicos (Panikkar, 1968), el medio extracelular tiene principalmente iones
de sodio (Na+) y cloruro (Cl-), y el medio intracelular ofrece baja concentraciéon
de Na + y una alta concentracion de K+, fosfato y proteinas (Hurtado et al.,
2007); sin embargo, la cantidad total de solutos isosmaoticamente activos es

basicamente la misma entre los dos compartimientos, como resultado de ello,
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entre el medio intracelular y extracelular, es posible la existencia de diferencias
osmoéticas leves y transitorias (Latournerieé, 2008). Cuando se presentan
diferencias significativas entre ambos, se genera un flujo de agua osmaotico a
través de la membrana celular (Barba, 1999; Foster 2006). La relacién
fisiologica entre la salinidad del medio acuético y el metabolismo de los
crustaceos es el punto en el cual la hemolinfa es isosmatica respecto con su
medio ambiente, lo cual permite que no exista pérdida de energia a causa de la
osmorregulacion (Chen y Nan, 1995).

Se han registrado en trabajos realizados por Valdez et al., 2008 que la
mayor demanda energética de juveniles de L. vannamei la detectaron en la
salinidad de 32 g/l, en la que los organismos fueron hiposmaticos, y se
obtuvieron valores intermedios en 20 g/l de organismos que fueron
hiperosmoticos. De manera similar Rosas et al. (2001b) describieron en
juveniles de esta especie que las mayores demandas energéticas para cubrir el
metabolismo de rutina ocurrieron cuando fueron expuestos a condiciones de
salinidad de 40 g/l. A su vez, en investigaciones posteriores, Rosas et al.
(2002b) descubrieron que juveniles de L. vannamei obtuvieron un mayor
consumo de energia a través del alimento ingerido en los organismos
mantenidos en condiciones de 15 g/l, esto indicé que esta especie opera en su
optimo fisiolégico en salinidades cercanas a su punto isosmético, acumulando
el maximo de energia para canalizarlo posteriormente. Se tiene registro en
donde se demuestra que L. vannamei presenta su punto isosmoético en 24.7 a
26 g/l (Castille y Lawrence, 1981; Valdez et al. 2008); en nuestros
experimentos, los juveniles sanos e infectados de L. vannamei presentaron una
relacion tipica de muchos crustaceos eurihalinos ya que figuraron como
hiporreguladores e hiperreguladores en salinidades por arriba y por abajo del
punto isosmotico respectivamente (Mantel y Farmer, 1983). Los puntos
isosmaticos registrados en juveniles infectados en el presente trabajo
presentan un rango de 601 a 708 mmol/kg y 619 a 720 mmol/kg en juveniles
sanos, estos valores se encuentran dentro del intervalo de puntos isosmoticos
reportados para varias especies de crustaceos (Barba, 1999); al contrastar
estos valores con los reportados por Re et al. (2004) con juveniles sanos de L.
stylirostris en donde el intervalo fue de 676.8 a 700.7 mmol/kg, producto de

tratamientos de la conjugacion de salinidades (10 a 40 g/l) y temperaturas
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(23,28 y 33°C) como resultado se detecté un comportamiento muy similar entre
ambas especies dado que la capacidad osmorreguladora en ambos
experimentos se mostr0 de la misma forma siendo hiporreguladores a
salinidades por encima del punto isosmotico e hiperreguladores por debajo de
Su punto isosmatico. Por otra parte el comportamiento observado en nuestra
investigacion concuerda con los experimentos llevados a cabo por Ferraris et
al. (1986) con organismos sanos de P. monodon en donde la osmolaridad de
la hemolinfa tuvo una funcién lineal respecto a la osmolaridad del medio en un
rango de salinidad de 8 a 40 g/l; el punto isosmético detectado en los juveniles
de 10 g fue en 698 mmol/kg y 752 mmol/kg en organismos de 30 g. Los
organismos tuvieron un comportamiento hiperosmético respecto al medio en
valores debajo de la linea isosmoética y en valores por encima a ésta el
comportamiento fue hiposmaético. Estos antecedentes con ambas especies de
camarones comerciales muestran que la diferencia entre capacidad osmatica
entre organismos sanos y en desafio no son muy dispersos, aun dadas las
diferencias encontradas en la concentracion osmotica en el 67% de los
tratamientos. Las diferencias observadas con otros experimentos se pueden
atribuir a las diferentes condiciones experimentales utilizadas en estos estudios
ya que se conoce que diversos factores como la especie, el estadio de muda,
la talla de los organismos y el estado nutricional presentan una influencia sobre
la osmolaridad de la hemolinfa. Olivas (2008), reportd que la exposicion de un
crustaceo a fuentes de agua contaminada, estresores ambientales y agentes
patdgenos, promueven una disminucion de la capacidad de osmorregulacion, la
cual depende en gran medida de la actividad de la Na/K-ATPasa, asi como de
la concentracion de amonio, sales e iones en el medio externo (Latournerié,
2008). A su vez la melanosis y necrosis a nivel branquial que se observé en
algunos juveniles infectados con el WSSV; pudo influir en el proceso de
respiracion y osmorregulacion, de aqui las diferencias significativas en los
tratamientos 20°C/35 g/l, 27°C/35 g/l, 33°C/15 g/l y 33°C/5 gl/l;con este dafo se
penso que la capacidad osmorreguladora se veria afectada, sin embargo, esto
no ocurrié como en experimentos llevados a cabo por Wang y Chen (2006) con
P. monodon, en donde se revelé que la respuesta inmune en diferentes
ambientes salinos predispuso a los camarones hacia una baja en los

mecanismos de defensa y debilitamiento general del estado fisiolégico, estos
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autores descubrieron que los camarones expuestos a 5 y 15 g/l presentaron
una reduccion en los mecanismos de defensa y disminuyeron su resistencia
contra las infecciones bacterianas provocando mayor mortalidad. En nuestros
experimentos los medios cuya salinidad fue de 5y 15 g/l, los organismos sanos
y experimentales hiperosmoconformaron; en particular el tratamiento 33°C/15
g/l, por estar cercano a su punto isosmotico entre 21 y 25 g/l, detectado, y a su
temperatura preferida, aunado a que el virus restringe en su replicacion por la
hipertermia del agua (You et al.,, 2010), por lo anterior, se logré que el
organismo sobreviviera a la etapa aguda de la enfermedad, el mismo caso
sucedio en el tratamiento 27°C/15 g/l, s6lo que el virus no se vi6 afectado en su
replicacion, sin embargo el organismo se mantuvo mas tiempo gracias a lo
cercano de sus condiciones favorables de temperatura y salinidad para su
cultivo. En 33°C/5 g/l por encontrarse en condiciones hiposmdticas, le faltd
energia para sobrevivir al desafio; el virus a consecuencia de la hipertermia se
vié afectado en su replicacion, pero el organismo no pudo sobrevivir por el
gasto energético que significa la osmoregulacion aunado al gasto para
mantener la respuesta inmune. Por otra parte en tratamientos con 35 g/l, los
juveniles presentaron un comportamiento hipo osmoconformador. En el caso
del tratamiento 33°C/35 g/l, al igual que el 33°C/5 g/l, la mortalidad acumulada
alcanzo6 a la totalidad de los organismos por gasto energético del metabolismo
a consecuencia de los tratamientos; el mismo caso en aquellos en hipotermia
que, aunado al estrés por la baja temperatura, y la energia canalizada en el

sistema inmune consumioé energia en hipoosmoconformar.
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VIIl. CONCLUSIONES

Segun las hipotesis de trabajo formuladas al inicio se puede concluir que:

Hipdtesis N°1 “Existe diferencia significativa en la concentracion de metabolitos
y capacidad osmotica detectada en hemolinfa de L. vannamei de organismos
sanos y aquellos en desafio al virus de la mancha blanca (WSSV)”.

Esta hipotesis se acepta parcialmente dado que existieron diferencias
significativas entre las concentraciones de metabolitos analizadas en hemolinfa
de juveniles sanos y en desafio al virus de la mancha blanca, sin embargo no
existieron diferencias significativas en la capacidad osmotica entre juveniles

sanos y en desafio a la infeccion.

Hipotesis N° 2 “Existe una correlacién positiva y significativa entre la
sobrevivencia en ambientes hipertérmicos (33°C) y la concentracion de copias
virales en ambientes a baja salinidad (5y 15 g/l)”.

Esta hipOtesis se rechaza ya que existi6 una correlaciébn negativa y no
significativa en los tratamientos 33°C/15 g/l y 33°C/5 g/l entre la sobrevivencia y

la concentracion de copias virales detectadas.

Hipotesis N° 3 “Las condiciones de 33°C de temperatura y ambientes a baja
salinidad (5 y 15 g/l) del medio acuético dificultan el desarrollo de la
enfermedad provocada por el virus de la mancha blanca (WSSV) en juveniles
de L. vannamei”.

Esta hip6tesis se acepta parcialmente pues sélo el tratamiento cuya
combinacion de 33°C de temperatura y 15 g/l de salinidad fue en donde se
registré una sobrevivencia del 65% de juveniles de L. vannamei al desafio del
virus de la mancha blanca.

Ademas se concluye que la temperatura y la salinidad del medio acuético
intervinieron en la concentracion de metabolitos en hemolinfa de juveniles de
L. vannamei sanos y en desafio al virus de la mancha blanca. A su vez la
necesidad del organismo por mantener la homeostasis frente a las condiciones
expuestas de temperatura y salinidad, aunado al desafio al virus de la mancha
blanca le obligaron a utilizar toda la energia posible cosumiendo todas sus

reservas y utilzando rutas alternas para solventar su déficit de energia. Se
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detect6 la mayor concentracién de carga viral en hemolinfa de juveniles de
L. vananmei en desafio al virus de la mancha blanca; en el tratamiento formado
por 27°C y 5 g/l alcanzando una concentracién de 2.5x10° copias de DNA
viral/pl después de las 48 hpi. Los andlisis histopatoldgicos realizados a los
juveniles acondicionados a 33°C presentaron lesiones leves a moderadas sin la
deteccidon de cargas virales por PCR en hemolinfa; el dafio ocasionado por la
enfermedad se incrementa en mayor medida en los camarones acondicionados
a27°C.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Diagrama del los modulos experimentales, sistema compuesto por 4
contenedors de fibra de vidrio, tres para la toma de muestras y una cuarta
como tanque de sobrevivencia.

MODULO EXPERIMENTAL

\ 4

Salida de agua
hacia sistema de
filtracion

Entrada de agua
alos tanques

A 4

D | RS | =
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Filtros y bomba de
recirculacion de agua
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Anexo 2. Preparacion del inéculo viral (Chou et al., 1988).

5 gr de tejido

infectado —_

macerado

Hacer alicuotas
de 1 ml de
in6culo viral

Licuar en Sol.Tampdn
TN1X* en relacion

Conservar a -80°C
hasta utilizarse

1:5.
Mantener el pHen 7.2
Filtrar a través
de membrana
celulosa de —

0.45 um

Centrifugar
a 1000 g
por 10 min

Colectar el
sobrenadante

*Sol. Tampon TN1X (0.4M de NaCl, 20 mM de Tris-HCl y pH 7.2).
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Anexo 3. Preparacion de anticoagulante de hemolinfa de camaron (SIC-EDTA)

(Vargas-Albores et al., 1993).

Material (Todo el material posible debe estar estéril)

Espétula
Matraz aforado de 500 ml

Micropipeta de 1ml
Puntas para micropipeta
Barra magnética (mosca)
Botella estéril de 500 ml
Papel secante

Equipo

Balanza analitica
Potenciémetro
Agitador magnético

Procedimiento

Pesar los reactivos y
colocarlos en 400 ml de
agua estéril y agitar

Vaso de precipitado de 500 ml

Compuesto
500 ml de agua destilada estéril
Cloruro de
Sodio (NacCl)
Cloruro de
Potasio
(KCI)

Hepes
EDTA.Na2

Gramos para

500 ml
13.145

0.37275

1.1925
1.861

Bomba de vacio con filtro de 0.2 ym

Ajustar el pH a
7.3* y aforar a
500 ml

Filtrar y guardar
en frasco estéril
as5°C

*Al ajustar el pH, si los valores son mayores a 7.3 debe adicionarse gota a gota HCI; si por el
contrario, esta por abajo, se adicionara, Hidroxido de Sodio 10 M (NaOH).
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Anexo 4. Soluciéon Davidson

Para un crear un litro de sol. Davidson se mezcla:

330 ml de alcohol etilico al 95%
220 ml de formaldehido al 37-40%.
115 ml de &cido acético glacial

335 ml de agua corriente

Nota: Se guarda el fijador en botellas de vidrio o de plastico a temperatura
ambiente y con tapones seguros.
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Anexo 5. Proceso histolégico (Bell y Lightner, 1988)

a) Fijacion del camaroén

La fijacidon es una operacion destinada a la conservacion de los tejidos y su

propésito es mantener los tejidos tratando de evitar la autolisis (Lightner,

1996).

Se utiliz6 solucién Davidson para la fijacion de los organismos como a

continuacion se describe:

Se inyectd aprox.10 ml. de fijador (dependiendo del tamafio del
camaroén), en la regién dorso lateral del hepatopancreas, por ambos
lados; a su vez en ambos lados de la region anterior, media y posterior
del abdomen.

Para una mejor penetracion del fijador se realizaron cortes superficiales
de cuticula, en regién céfalo toraxica, justo en la linea media dorsal,
procurando no penetrar en los tejidos y en ambos lados de la regién
media lateral y trasversales sin cortar completamente las porciones
corporales en el primer y quinto segmento abdominal.

El organismo se sumergiéo en un frasco de boca ancha con solucién
Davidson durante un periodo de 72 hrs dependiendo del tamafio del
organismo. Para asegurar una correcta fijacion se procuré guardar una
proporcion de 1:10, organismo: fijador.

Después de las 72 h el camarén se transfirio a una solucién al 70% de

alcohol donde se almacenoé hasta su procesado.

b) Seccionado de las muestras

Antes de hacer los cortes se tomaron registros de las caracteristicas
fisicas externas, datos como, lesiones externas, apariencia, color,
presencia de manchas o deformidades.

Posteriormente se realizd un corte transversal en la region media del
primer segmento abdominal, separando asi la porcién céfalo-toréxica de
la abdominal.
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e Se realizo corte longitudinal en la linea media ventral del cefalotorax
separando el cefalotérax en dos porciones.

e Se tomd una porcibn y cortaron los apéndices (pereiopodos,
maxilipedos antenas, etc.).

e Se realizd un corte transversal en la parte anterior del cefalotérax, a la
altura de la base del pedunculo ocular.

e Posteriormente una porcidn se introdujo dentro de la capsula o casette
procurando no superar un grosor de 4 mm aprox para que la capsula no
la presionara demasiado.

e Se procurd incluir en las cdpsulas los érganos o tejidos de mayor interés
como son: 6rgano linfoide, corazén, estbmago, hepatopancreas, tejido
hematopeyético, branquias y glandula antenal entre otros.

e La capsula se marco con la clave correspondiente a la muestra y estas
se mantuvieron en alcohol etilico al 70% hasta el procesos de

deshidratacion.

c) Deshidratacion de tejidos

La deshidratacién tiene como funcion la eliminacion del agua para que sea
efectiva la inclusién en parafina.

El proceso consiste en llevar los tejidos a una concentracion de alcohol etilico
de una forma gradual comenzando con una concentracion de alcohol al 70%
hasta el 100% con un tiempo de inmersion de una hora en cada una de las
soluciones alcohdlicas, hasta una solucion de xileno. Para el procesamiento se

utilizé un procesador de tejidos (Marca Leica modelo TP1040).

d) Inclusion en parafina y formacion de bloques

Una vez deshidratada la muestra, se sumerge en parafina liquida (56°C)
durante dos horas, para después continuar con la elaboracion de los bloques,
procurando eliminar las burbujas, se recomienda que el tejido se coloque de
una forma tal que la porcién de la muestra de interés este orientada por el lado

gue se realizara el corte.
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Los bloques ya formados se almacenan en un refrigerador a una temperatura

de 5°C para facilitar su corte.

e) Corte en microtomo

e Los bloques fueron cortados con un microtomo (marca Leica mod.
RM2235) a un grosor no mayor de 5pum.

e Los cortes se extendieron en un recipiente con agua a una temperatura
de 45° C

e Se seleccion6 de la tira de cortes extendidos el que reuniera las
mejores caracteristicas e incluyera los tejidos de interés y se monté
sobre un portaobjetos el cual estaba previamente marcado con la clave
correspondiente al tratamiento

e Se dejo secar el tejido durante 24 hrs. a temperatura ambiente

e Posteriormente las preparaciones histolégicas quedaron listas para ser

tefidas.
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f) Tincion hematoxilina-eosina(H&E)

PROCESO DE TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

CAJAS REACTIVOS TIEMPO (min)
1 Xileno I 5

2 Xileno IT x

3 Etanol:Xileno (1:1) 1

4 Alcohol 100%0 1

5 Alcohol 10020 1

(V] Alcohol 95%p 1

7 Alcohol 95% 1

8 Agua corriente 10

9 Hematoxilina 1-8

10 Agua corriente 20

11 Alcohol dcido 10 sumergidas
12 Agua amoniacal 10 sumergidas
13 Agua corriente 20

14 Eosina 1-3

15 Alcohol 95%0 2

16 Alcohol 95%p 2

17 Alcohol 100% 3

18 Alcohol 100%% 3

19 Etanol:Xileno (1:1) 1

20 Xileno I 2

21 Xileno IT 2

22 Obtencion de preparacion permanente en resina
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Anexo 6. Escala de lesiones en Litopenaeus vanamei infectados
experimentalmente con el virus de la mancha blanca (WSSV) (Modificado
de Lightner, 1996).

Grado Alteracion

GO Ninguna manifestacion de la enfermedad

No Infectado

Gl Cuando se manifiestan lesiones que abarcan un area
Ligero menor o igual al 25% del tejido

G2 Cuando se manifiestan lesiones que abarcan un éarea del

Moderado 50% en el tejido

G3 Cuando se manifiestan lesiones que abarcan un area

Severo mayor o igual al 75% en el tejido
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Anexo 7. Andlisis de los productos de PCR punto final de muestras de
hemolinfa de juveniles sanos de L. vannamei sujetos a los diversos
tratamientos de prueba a diversos tiempos de iniciado el experimento.

Tratamientos Control a 35 g/l

20°C 27°C 33°C

o - _ _

Tratamientos Control a 15 g/l

20°C 27°C 33°C

o - - -
2 96 hpi - - -

Tratamientos Control a 5 g/l

20°C 27°C 33°C

o -- _
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Anexo 8. Andlisis de los productos de PCR punto final de muestras de
hemolinfa de juveniles de L. vannamei en desafio al WSSV sujetos a los
diversos tratamientos de prueba a diversos tiempos post infeccion.

Tratamientos en desafio al WSSV a 35 ¢/l

20°C 27°C 33°C

2 96 hpi -

Tratamientos en desafio al WSSV a 15 g/l

20°C 27°C 33°C

o _ _ -

z%hpj_ m -

Tratamientos en desafio al WSSV a 5 g/l

20°C 27°C 33°C

o - Lot ol -
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