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RESUMEN

El virus causante de la mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés) es altamente letal.
Sin embargo se han detectado diferencias en supervivencias a nivel familiar. Esto ha
creado una expectativa de seleccion genética basada en familias. Seleccionar familias
cuya respuesta inmunitaria esté implicada en la resistencia al WSSV podria implicar que
esta resistencia sea extensiva a otros virus causantes de pérdidas econdmicas. En esta
investigacion se ha examinado la respuesta inmunitaria de familias de camarén blanco
Litopenaeus vannamei resistentes y susceptibles al WSSV. Se analizé ademas si existe

un respuesta diferente de las familias a la inmunoestimulacion con [3-1,3 glucanos.

De un total de 27 familias evaluadas en PL75, 10 fueron resistentes en base a la
supervivencia final (15 dias) al desafio con WSSV. Se encontré en un segundo bioensayo
que en las familias resistentes, la mortalidad causada por WSSV puede incrementarse si
son desafiadas al WSSV en cohabitacion con las familias susceptibles. Bajo las
condiciones de experimentacion se encontré6 un efecto significativo de la
inmunoestimulacion en la curva de supervivencia de una sola familia (F11 resistente). En
esta misma familia (F11 resistente), el nimero de hemocitos hialinos permaneci6 bajo
antes de la infeccion, sugiriendo que estos hemocitos participaron en la respuesta
inmediata, al encontrarse en sitios estratégicos. Ademads el porcentaje de hemocitos
atipicos disminuy6 significativamente a las 24 hrs de infeccion. La rapida proliferacion
de hemocitos saludables y la ubicacion de estos en sitios estratégicos serian caracteristicas
propias de esta familia. Una caracteristica general de todas las familias (resistentes y
susceptibles), fue el aumento de los hemocitos semigranulosos (en nimero y porcentaje)

luego de 24 hrs de infeccion. Las familias susceptibles presentaron un alto contenido de
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hemocitos atipicos antes del desafio, sugiriendo la existencia de una infeccion previa. El
analisis histoldgico de la F1 mostré que los hemocitos dejaron la circulacién y migraron a
los tejidos de mayor infeccion para encapsular células muertas y formar esferoides en el
organo linfoide. En la familia F12 los indices de infiltracion y encapsulacién
permanecieron constantes, sugiriendo que en las familias susceptibles los hemocitos no
participaron en la activacion del sistema inmune. Ademads en la familia F1 el indice de
esferoides se incrementd en 24 hrs, en tanto que en la familia F12 el incremento fue
observado inicamente en los animales supervivientes del tercer dia. En la familia F12
predominaron los esferoides de tipo B desde las 24 hrs post-infeccion. Los resultados
indican que las diferencias en supervivencias entre diferentes familias a desafios contra
WSSV podrian basarse en diferente respuesta inmunitaria y grados de proliferacion y

activacion hemocitaria entre familias.



INTRODUCCION

El WSSV constituye uno de los agentes infecciosos mas dificiles de contrarrestar para la
industria camaronera del mundo entero. En Ecuador la produccién de camarén se ha
reducido significativamente de 60.689 TM en el primer semestre de 1999 a 25.666 TM en
el primer semestre de 2002 (Camara Nacional de Acuicultura, 2002), debido a masivas

mortalidades presentadas en los sistemas de cultivo a causa de éste agente patogeno.

El CENAIM (Centro Nacional de Acuiculturas e Investigaciones Marinas) y algunas
compaiiias privadas estan desarrollando programas de seleccion genética, buscando
animales que demuestren ser resistentes al WSSV. Ensayos de desafios con el virus
realizados en familias de Litopenaeus vannamei han mostrado diferencias significativas
en supervivencia, encontrandose familias con supervivencias maximas del 15% y otras
del 4% (Pérez et al., 2002). En especies como Litopenaeus stylirostris se ha encontrado
una resistencia innata al TSV y ha sido seleccionada genéticamente una linea para
resistencia al IHHNV (Lightner, 1999). El desarrollo de una linea resistente a una
infeccion viral es de gran valor para la industria acuicola. Ademas de los beneficios
directos para los productores, las lineas resistentes a IHHNV pueden ser usadas para

estudiar los mecanismos implicados en la resistencia viral (Tang et al., 2000).

Se podria considerar tedricamente, que la resistencia a un patégeno viral especifico
basada en un sistema inmune altamente eficaz, podria conferir a los animales resistencia a
otros patogenos virales. En términos practicos, la consecuencia de realizar una seleccion
de este tipo seria minimizar los efectos de otros agentes virales no reportados en el

hemisferio occidental, como el virus de la cabeza amarilla (YHV por sus siglas en inglés).



Es por lo tanto imprescindible comprender el comportamiento de los diversos procesos de
defensa inmunitaria del camarén ante la presencia de un agente extrafio y altamente

infeccioso como el WSSV.

En este estudio se buscé evaluar la respuesta inmune de familias resistentes y sensibles al
WSSV en el curso de una infeccidn, estudiando el comportamiento de los hemocitos
circulantes (hemogramas) e infiltrantes (histologia). Igualmente, para obtener informacion
relacionada al manejo de familias resistentes, se estudio si esta resistencia puede ser
incrementada adicionando inmunoestimulantes como los [3-1,3 glucanos a la dieta de los

juveniles antes del desafio.



2. ANTECEDENTES
La principal amenaza para el desarrollo de la industria camaronera son las enfermedades
infecciosas especialmente las causadas por virus (Lightner, 1999). Aunque existen cerca
de 20 virus reconocidos para camarones peneidos, Unicamente cuatro tipos tienen
importancia econémica para la industria acuicola: YHV (Yellow Head Virus), WSSV,
IHHNYV (Infectious Hematopoyetic Hypodermic Necrosis virus) y TSV (Taura Syndrome
Virus). Estos virus denotan gran importancia en el futuro de la camaronicultura en el
hemisferio occidental (Le Moullac et al,, 1998). La “Mancha Blanca” causada por el
WSSV ha provocado pérdidas millonarias en América en estos dos ltimos afios (Berger,
2000), siendo la mas devastadora reportada hasta el momento para camarones peneidos
cultivados (Lightner, 1996; Flegel, 1997). Después de los primeros reportes de la
presencia de WSSV en América Central (Jory y Dixon 1999), la enfermedad se detectd en
Ecuador en mayo de 1999 y fue asociada a mortalidades masivas en ciertas camaroneras

(Caldero6n et al., 1999).

2.1. LA MANCHA BLANCA

2.1.1. La evolucion de la enfermedad

Pruebas de desafio al WSSV han demostrado que este virus es altamente virulento,
llegando a provocar mortalidades de hasta el 100 % en los animales desafiados (Sahul et
al., 2001). En los estanques de cultivo de P. vannamei del Ecuador, informacion
anecddtica sefiala que la enfermedad se presenta entre la tercera y sexta semanas de

cultivo.

En una infeccion con WSSV es importante considerar la gran velocidad de replicacion del

virus, el poder de propagacion, las multiples vias de infeccion, el amplio nimero de



hospederos y el estado fisiologico del hospedero. El WSSV tiene una diversidad de
hospederos, todos los crustaceos ensayados son susceptibles de infectarse con el virus
(Wang et al., 1997; Corbel et al., 2001; Jiravanichpaisal et al., 2001), los que pueden
actuar como vectores y/o reservorios (Wang et al., 1997). Entre las 24 y 35 horas el virus
se multiplica 140 veces en los tejidos (Tang y Lightner, 2000). A nivel histolégico,
lesiones han sido observadas desde las 36 hrs de post-infecciéon por ingestion
(Sonnenholzner et al., 2002). Grados severos de lesiones por WSSV se han observado en
muestras tomadas entre los dias tercero y séptimo después de iniciarse la infeccion
(Lightner et al., 1998; Sonnenholzner et al., 2002). Ademas la infeccion por WSSV se
caracteriza por afectar un rango amplio de tejidos blancos, entre los que se encuentran
branquias e integumento, siendo los primeros tejidos que se infectan y presentan mayores
cargas virales que el musculo abdominal (Soon et al., 2001), tejido epitelial, tejido
conectivo (Chang et al., 1996), tejido hematopoyético y hemocitos (Durand et al.,
1996;Wang et al., 2002), los primeros son de amplia distribucion en el animal, en tanto
que los hemocitos son los principales efectores de la respuesta inmune en los crustaceos

(Johanson y Soderhall, 1989).

Por otra parte el estado fisiologico del hospedero seria también un aspecto crucial. En P.
vannamei la susceptibilidad al virus seria mayor a temperaturas frias (inferiores a 31°C).
En estanques comerciales se han observado mayores pérdidas en la estacion fria-seca que
en la estacion calida-lluviosa (Bayot et al., 2002), en tanto que en ensayos de desafio a
diferentes temperatura se ha detectado resistencia en condiciones de hipertermia (Vidal et
al., 2001; Sonnenholzner et al., 2002). Asi mismo resulta interesante el hecho de que los

animales infectados con WSSV mueren en postmuda (Echeverria et al., 2002), sugiriendo



una mayor susceptibilidad al virus durante la premuda, tal como ha sido reportado para

TSV por Hasson et al. (1999a).

El virus del WSSV ha sido mejor estudiado en infecciones experimentales valiéndose de
vias de infeccidon como inyeccidn, inmersion e ingestion (Takahashi et al., 1994). Las
infecciones realizadas por ingestion representan la manera mas natural de infeccion
(Lightner et al., 1998) y proveen una herramienta para evaluar y comparar resistencia a
virus entre familias de L. vannamei (Moss et al., 2001). Las infecciones por inmersion
con WSSV realizadas en L. vannamei (Wu et al., 2001) han demostrado que el agua
constituye un vehiculo de transmision. Las infecciones por inyeccidn tienen la ventaja de
que permite asegurar la infeccion con concentraciones virales conocidas y estandarizadas,
sin embargo violan la primera barrera natural que es la cuticula y los mecanismos de
defensa a ella asociados. El sitio de inyeccion caracteristico es la union basal del 5%
pereiopodo para cangrejos y entre el 2de y 3% segmento abdominal para camarones de

agua dulce, camarones marinos y langostas (Corbel et al., 2001).

La literatura ha reportado diferencias en la susceptibilidad al virus en diferentes especies
de crustaceos. Observandose un 100% de mortalidad infectado por inyeccion
intramuscular en, Penaeus indicus, Penaeus monodon, Macrobrachium lamerrae y
Macrobrachium idella al final de 72 hrs, 48 hrs, 5 dias y 8 dias de post-inoculacion
respectivamente (Sahul et al., 2000). Mortalidades entre el 3 y 6" dia post infeccion
han sido reportados en post-larvas de Penaeus aztecus, Penaeus duorarumy L. vannamei.
Se han descrito mortalidades acumuladas del 100% para juveniles de Penaeus setiferus y
L. vannamei al 8"° dia (Lightner et al., 1998). En contraste P. aztecus demostrd ser mas

resistente observandose un 27% de mortalidad acumulada en el mismo tiempo (Lightner



et al., 1998). En los cangrejos Liocarcinus puber 'y Liocarcinus depurator, el 100% de
mortalidad se presenta al 8"° y 9" dia respectivamente (Corbel ef al., 2001). El rapido
incremento en la mortalidad entre el 4°° y 5% dia, ha sido sefialado ser una caracteristica

de las infecciones virales (Corbel ef al., 2001; Soon et al., 2001).

Durante la fase de infeccion, el virus esta presente en muchos 6rganos y el diagnostico
involucra PCR, PCR anidado, sondas moleculares (hibridacién in situ,
inmunohistoquimica) y observaciones histolégicas usando microscopio optico y

microscopio electronico de transmision (Lo et al., 1997).

2.1.2. Signos clinicos de infeccion por WSSV

Los signos tipicos del WSSV descritos en camarones peneidos son puntos blancos de 1 a
2 mm de diametro dentro de la superficie del caparazon, observandose en el microscopio
Optico una area obscura en el centro de este punto (Takahashi et al., 1994; Soon et al.,
2001). EI color del cuerpo de los animales enfermos estd palido a rojizo y el 6rgano
linfoide se presenta turgente o contraido (Takahashi et al., 1994) o hypertrofiado (Vidal et
al., 2001). En animales experimentalmente infectados, las caracteristicas observadas han
sido: coloracion rojiza en urépodos, telson, pereidpodos, y pledpodos. Los animales
presentan actividad reducida, desorientacidon, nado erratico y falta de apetito. Estos
mismos signos clinicos han sido observados después de 3 dias de infeccion en cangrejos
como L. pubery L. depurator, presentandose una rapida reduccion en la ingestion del
alimento y letargia, seguida de una mortalidad del 50% (Corbel et al., 2001). El camar6n
de agua dulce M. rosenbergii no muestra signos clinicos de infeccion (Sahul ez al., 2000).

Alteraciones en el color de 1a hemolinfa han sido detectadas tanto en camarones como en



el cangrejo de agua dulce (Montesdeoca et al., 2002; Jiravanishpaisal et al., 2001), la cual

puede presentarse de tono rosado en lugar del clasico azul-verdoso.

2.1.3. Caracteristicas histopatologicas

A nivel histologico, los camarones muestran grados severos de infecciones por WSSV en
muestras tomadas entre los dias tercero y séptimo después de iniciarse la infeccion
(Lightner et al., 1998). Lesiones histopatologicas caracteristicas de mancha blanca han
sido observadas incluso a las 36 hrs de post-infeccion por ingestion (Sonnenholzner ef al.,

2002).

Estudios histologicos de animales moribundos revelan células degeneradas,
caracterizadas por cuerpos de inclusion intranuclear baséfilos en nticleos hipertrofiados
de células ectodermales y mesodermales de los apéndices, branquias, estdbmago, intestino
anterior y posterior, tejido conectivo, glandula antenal, 6rgano linfoide, tejido
hematopoyético, hemolinfa, corazén y una variedad de otros tipos de células (Lightner et
al., 1998). Sin embargo, no se han reportado inclusiones en el epitelio del hepatopancreas,

intestino medio o ciego del intestino medio (Lightner et al., 1998; Sahul et al., 2000).

Otro signo histopatologico recientemente reportado para infecciones con WSSV es una
necrosis general en diferentes tejidos, principalemente en el 6rgano linfoide (Pantoja y
Lightner, 2003). Esta necrosis caracterizada por la presencia de células con picnosis y
kariorrexis nuclear han conducido a crear confusiones en el diagnostico entre WSSV y

Yellow head (Pantoja y Lightner, 2003).



2.1.4. Caracteristicas ultraestructurales

La replicacion del WSSV toma lugar en nucleos, cromatina marginal e hipertrofia
nuclear, y la morfogénesis viral comienza por la formacién de membranas “de novo™ en el
nucleoplasma (Durand ef al., 1997). El agente causante de la enfermedad tiene forma de
bacilo no ocluido. Las dimensiones de los viriones son de 275 nm de longitud y 83 nm de
diametro y las dimensiones de la nucleocapside son de 216 nm en longitud y 54 nm de
diametro (Takahashi et al., 1994). En los nucleos infectados los viriones tienen una
distribucion paracristalina o desordenada. En todas las especies de cangrejos infectados,
se han reportado envolturas de viriones, nucleocapsides libres y fragmentos de envolturas

virales libres en la hemolinfa de animales moribundos (Corbel et al., 2001).

2.2. EL SISTEMA INMUNE

La primera linea de defensa en los crustaceos es la cuticula, la cual constituye una barrera
fisica y bioldgicamante activa (Sugumaran, 1996), a ella estarian asociados actividad
microbicida (Destoumieux ef al., 2000) y actividad fenoloxidasa (Sugumaran, 1996). Un
componente esencial de la inmunidad es el estado de alerta por el cual un organismo
puede detectar moléculas extrafnas o no propias. Un buen sistema de reconocimiento de lo
“no propio deberia estimular las respuestas de defensa”. Los mecanismos de defensa
innata estan basados en componentes celulares y humorales del sistema circulatorio, lo
que esta interrelacionado con la deteccién y eliminacion de patdgenos extraios,
microorganismos y parasitos que evidencien un peligro potencial para el hospedero

(Soderhill y Cerenius, 1992; Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000).

En vertebrados, el sistema inmune incluye memoria adaptativa, inmunoglobulinas

especificas y células especializadas, tanto como la respuesta no especifica a través de



células fagociticas y células NK (Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000). Los
crustaceos y todos los artropodos no poseen un sistema inmunitario adaptativo basado en
la especificidad y la memoria, es decir que no poseen inmunoglobulinas que reconozcan
epitopes especificos. Sin embargo, son capaces de reconocer y destruir microorganismos
invasores y parasitos por medio de mecanismos inmunitarios celulares y humorales que
operan para mantener la integridad del organismo. El hemocele de los crustaceos tiene
circulacion abierta y las células sanguineas que se encuentran en este sistema (hemocitos)
son analogas a los globulos blancos de los vertebrados (Soderhéll y Smith, 1983;

Soéderhéll y Cerenius, 1992; Roch, 1999).

2.2.1. Compartimiento celular

Los hemocitos de los crustaceos han sido clasificados en base a criterios estructurales,
citoquimicos, antigénicos y funcionales, reconocidos morfolégicamente como hialinos,
semi-granulosos y granulosos (Smith y Soderhill, 1983; Tsing, 1987; Hose y Martin,
1989; Soderhéll y Cerenius, 1992; Rodriguez et al., 1995). Estas células pueden remover
particulas extrafias del hemocele de crustaceos por medio de funciones de defensa como
la fagocitosis o actividades de encapsulacion (Johansson y Soderhéll, 1989; Soderhill y

Cerenius 1992; Martin et al., 1998).

Los mecanismos moleculares de la inmunidad celular en artropodos han sido conocidos
con el desarrollo de técnicas que sirven para aislar y mantener los diferentes tipos de
células sanguineas de crustaceos y con la purificacion de varias proteinas asociadas con el
sistema profenoloxidasa (pro-PO) de cangrejos de agua dulce (Johansson y Soéderhill,
1989), y otras moléculas inmunitarias como peneidinas en peneidos (Destoumieux et al.,

1997; Mufioz et al., 2002).
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2.2.2. Caracteristicas de los hemocitos

Los hemocitos hialinos son células de forma ovoide de 12,4 x 7,8 um de diametro, libres
de granulos o con pocos granulos y bajo el microscopio de contraste de fase no son
refractiles (Martin y Graves, 1985). El nucleo es ovoide, el citoplasma forma una fina
capa alrededor de éste y se expande ligeramente hacia los polos, ademas presenta
ribosomas libres, reticulo endoplasmico liso y rugoso y no presenta aparato de Golgi
(Martin y Graves, 1985). En ellos no se han observado los granulos presentes en los
hemocitos semi-granulosos y granulosos, pero si se han reportado granulos estriados
(Bachere et al., 1995). En base a sus caracteristicas ultraestructurales estos hemocitos
han sido considerados como células jovenes e inmaduras (Tsing, 1987; Van de Braak et

al., 2002a), precursoras de los otros tipos de hemocitos (Van de Braak et al., 2002b).

Los hemocitos semigranulosos son células de forma ovoide, no refractiles y al igual que
los hialinos presentan una banda de microtubulos que rodean la célula (Martin y Graves,
1985). Tienen un diametro ligeramente mas ancho y largo que los hialinos (14,8 x 8,3
um) y son faciles de identificar bajo el microscopio de luz por la presencia de un nimero
variable de pequefios granulos obscuros en el citoplasma (Martin y Graves, 1985). El
citoplasma también contiene ribosomas libres, reticulo endoplasmico liso y rugoso y

aparato de Golgi (Martin y Graves, 1985).

Los hemocitos granulosos son células de forma ovoides a esféricas, tienen un tamafio de
13,6 x 9,5 um al igual que los hemocitos semigranulosos, pero no se ha observado
microtibulos alrededor de la periferia de la célula (Martin y Graves, 1985). Al
observarlos en el microscopio de contraste de fase se distinguen granulos grandes

altamente refractiles que frecuentemente obscurecen el nucleo y provocan que la célula
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entera aparezca brillante. El citoplasma parece reducido debido a la presencia de los
granulos que llenan toda el area. Existe la presencia de ribosomas libres y reticulo
endoplasmico rugoso pero no tan abundante como en los hemocitos semigranulosos, no

se ha observado aparato de Golgi (Martin y Graves, 1985).

2.2.3. Defensas celulares

La fagocitosis es un proceso de respuesta inmunitaria de tipo celular que contribuye a la
eliminacion directa de particulas extrafas o células envejecidas del propio organismo, y
constituye junto a otros componentes humorales la primera linea de defensa. Las bacterias
que son particulas pequefias pueden ser fagocitadas por hemocitos circulantes y fagocitos
inmoviles (Johansson y Soderhill, 1989). En los crustaceos, se ha reportado fagocitos
fijos en la glandula antenal, 6rgano linfoide, superficie de las arteriolas del sinus hemal
del hepatopancreas, éstos a diferencias de los encontrados en las branquias pueden
eliminar proteinas y microparticulas mayores a 30 nm (para revision ver Johnson, 1987).
Las células circulantes pueden fagocitar y ocasionar respuestas inflamatorias las cuales
amplifican las reacciones inmunes, siendo empleados estos tipos de reacciones frente a
invasion microbial. Tal respuesta puede ser el resultado de la reaccién de enzimas
intracelulares y la secrecion de moléculas liticas y citotoxicas inducidas de una manera no
especifica (Roch, 1999). Recientemente Mufioz et al. (2002) han demostrado en P.
vannamei que la fagocitosis es realizada principalmente por los hemocitos hialinos. Por
otra parte diferentes autores han comprobado la generacion de radicales de oxigeno
(ROIs) en ensayos de fagocitosis in vitro realizados con hemocitos de camarén (Song and

Hsieh, 1994; Mufioz ef al., 2000).
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La encapsulacion es un proceso en el cual varios hemocitos cubren la particula extrana
formando capas alrededor de ella, provocando de esta manera su muerte (Soderhill y
Cerenius, 1992). La razon no es bien conocida aun, pero se puede atribuir a una accion
toxica por medio de los quinones o por asfixia celular (Salt, 1963; Napi, 1977; Poinar et
al., 1979). En efecto el proceso de encapsulacion estd normalmente acompanado de
melanizacion. Por otra parte Holmblad y Soderhill (1999) sugieren la generacion de
radicales de oxigeno en los procesos de encapsulacion. Las subpoblaciones hemocitarias
involucradas en la encapsulacion son los hemocitos granulosos y semigranulosos (Tsing,

1987; Martin et al., 1998).

2.2.4. Compartimiento humoral

En el compartimento humoral de la hemolinfa (plasma) se encuentran en circulacion
innumerables moléculas de diferente rol fisioldgico. Para mencionar sélo algunas
podemos citar a la hemocianina, inhibidores de proteasas, proteinas de reconocimiento,
varias lipoproteinas, entre ellas el factor de coagulacion y la proteina fijadora de [3-

glucanos.

La hemocianina es considerada la proteina respiratoria, ya que interviene en el transporte
de oxigeno. Esta proteina constituye el 60 al 95% del total de proteina en el plasma
(Djangmah, 1970). Ademas presenta cualidades antimicrobianas (Bacheére et al., 2000).
Esta presente durante toda la vida del crustdceo como un oligomero de uno y dos
hexameros. En algunos crustaceos decapodos esta sujeta a cambios en su composicion
por factores ambientales y/o fisiologicos (Terwilloger y Dumler, 2001). Recientemente se
ha reportado que péptidos antimicrobianos son generados a partir de la region C-terminal

de esta proteina (Destoumieux et al., 2001).
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Un importante proceso en los crustdceos acuaticos es la rapida coagulacion en las heridas
para prevenir pérdidas sustanciales de hemolinfa y evitar el ingreso de microorganismos.
La reaccion de cicatrizacion de crustaceos es extremadamente rapida y eficiente actuando
como un mecanismo de defensa (Soderhéll y Cerenius, 1992). El factor de coagulacion
de los crustaceos es dimero de aproximadamente 400 kDa, la misma que se reticula bajo
la accion de una proteina de tipo transglutaminasa liberada por los hemocitos hialinos
(Martin et al., 1991). Estudios recientes sobre la actividad transglutaminasa ha sido

reportada en hemocitos granulosos y semi-granulosos (Wang et al., 2001).

En los crustaceos, proteinas de reconocimiento estdn asociados a funciones relacionadas
al reconocimiento de lo no propio (Smith y Séderhéll, 1983). Dos tipos de proteinas de
reconocimiento, proteina de fijacidén de lipopolisacaridos (LPS) y proteina de fijacion de
B-glucanos, han sido caracterizadas. Estos factores contenidos en el plasma de crustaceos

son capaces de reconocer bacterias y hongos (Duvic y Soderhill, 1990; Vargas-Albores,

1995).

El hemocele es asi mismo el sitio de descarga y actividad de importantes moléculas tales
como O 2-macroglobulina (Rodriguez et al., 1995), aglutininas, componentes del sistema
proPO, responsable de la melanizacion, la cual acompafia todas las reacciones
inflamatorias de los crustaceos (Soderhill y Cerenius, 1992) y péptidos antibacteriales,
como las peneidinas (Destoumieux et al., 1997). Las peneidinas han sido completamente
caracterizadas en P. vannamei, ellas son activas contra bacterias Gram + y hongos

(Destoumieux et al. 1997), en tanto que funcionarian como opsoninas de bacterias Gram

— (Mufioz et al., 2002).
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2.2.5. El sistema inmune de los crustaceos frente a infecciones virales.

Los mecanismos de resistencia al WSSV y a otros agentes virales no estan bien
conocidos. Las imagenes histopatologicas de animales afectados por infecciones virales
carecen de los focos inflamados, altamente melanizados muy comunes de las infecciones
bacterianas Flegel and Pasharawipas, 1998. Algunos autores sugieren que en los
crustaceos no existe una respuesta inmune contra los patogenos virales, soportando la
teoria de la acomodacion viral, segun la cual los animales infectados sufren un suicidio
altruista, por medio de apoptosis. (Flegel and Pasharawipas 1998). Este mecanismo
evitaria la propagacion del virus. Sin embargo, en varios estudios realizados en camarén
infectados por virus se reportan procesos inmunitarios tales como: infiltracion, fagocitosis
y encapsulacion en lugares afectados (Durand et al., 1997, Momoyama et al., 1994).
Adicionalmente, Hasson et al. (1999a) destacan el rol importante que cumple el 6rgano
linfoide en los mecanismos de defensa antiviral del L. vannamei contra el virus del
sindrome de Taura. El 6rgano linfoide forma parte integral del sistema circulatorio (Bell
y Lightner, 1988) y actuaria como filtro de particulas virales (Hasson et al., 1999b).
Durante las infecciones virales en el 6rgano linfoide se forman estructuras esféricas
multicelulares sin un vaso central, llamadas esferoides (Bonami et al., 1992). La
formacion de esferoides en el 6rgano linfoide se ha visto asociado por lo menos con seis
diferentes infecciones virales en camarones peneidos (Hasson ef al., 1999b, Anggraeni y
Owens, 2000), incluido el WSSV (Vidal et al., 2001). Existen tres tipos de esferoides
segun el grado de vacuolizacion que han sido observados en procesos infecciosos de tipo
viral: Tipo A, masa de células homogéneas que contienen pocas o ninguna célula
necroética, ligeramente basofilo; Tipo B que es una evolucion del tipo A pero difiere por el
incremento de las células necrdticas y pocas a moderadas niimero de vacuolas

citoplasmaticas; y Tipo C que presenta un incremento en la basofilia, conteniendo un alto
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porcentaje de nucleos basofilos (= 33 a 50%) mas pequefios que los observados en el tipo
A y B, y vacuolas citopldsmicas en menor nimero. Segun la literatura, hemocitos
infiltrantes en el 6rgano linfoide conducirian a la formacion de esferoides (Hasson et al.,
1999b; Anggraeni y Owens, 2000). Al respecto habria que sefialar que Van de Braak et
al. (2002b) han determinado por medio de anticuerpos la migracién de hemocitos desde
los tubulos del organo linfoide a la periferia de los mismos, en animales infectados con

WSSV.

Por otra parte modificaciones de la formula hemocitaria han sido reportados en animales
infectados con WSSV. Destacandose el incremento en el porcentaje de hemocitos
hialinos (Kim et al., 1999), al respecto cabe senalar que Wang et al. (2002) han
encontrado que los hemocitos hialinos son resistentes a la infeccion con WSSV, lo que
conduciria a suponer que durante las infecciones sobreviven animales con alto contenido
de hemocitos hialinos. Por otra parte Sonnelhozner et al. (2002) han observado
proliferacion y migracion de hemocitos a tejidos expuestos y blancos del virus, en

animales resistentes al WSSV por haber sido desafiados en condiciones de hipertermia.

Un aspecto que sin duda merece mencionarse es la aparicion de células apoptoticas en
animales afectados por virus (Flegel y Pashirawipas, 1998; Khanobdee et al., 2002). La
apoptosis parece manifestarse en diferentes tejidos incluidos los hemocitos de animales
infectados por WSSV (Rojtinnakorn et al., 2002). Segin Granja et al. (2003), la
expresion de los mecanismos de apoptosis seria mas importante en camarones resistentes
al WSSV. Finalmente cabe destacar que Pan et al. (2000) han reportado una amplia

actividad antiviral en los tejidos de los crustaceos.
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2.3. ESTRATEGIAS PARA CONTROLAR EL PROBLEMA DE LA MANCHA

BLANCA

2.3.1. Seleccion genética

Ensayos de desafios con WSSV realizados en familias de L. vannamei han mostrado
diferencias significativas en supervivencia encontrandose familias con supervivencias del
15% y otras del 4% (Pérez et al., 2002). La susceptibilidad al WSSV observada en las
familias indica la diferencia en la respuesta al virus. Argue et al. (1999) reportan una
heredabilidad baja, siendo ésta menor a 0.01 para resistencia de L. vannamei a TSV. En
este caso la seleccion familiar es importante ya que el caracter bajo mejoramiento no

puede ser medido directamente en el individuo a seleccionar (Pérez et al., 2002).

2.3.2. Manejo

Con el objetivo de frenar el virus de la mancha blanca, la industria camaronera probd
cualquier cosa que ofreciera la posibilidad de atenuar su impacto, adaptando medidas de
bioseguridad en laboratorio y piscinas de cultivo de camarén. Alday (1999) publico
reglas de bioseguridad para laboratorios de maduracion y larvas y para piscinas
camaroneras recomendando desinfeccion de los huevos con agua estéril y yodo. En
camaroneras, se recomend6 sembrar animales PCR negativos para WSSV, utilizar mallas
para filtrar agua en compuertas de entrada y salida y el uso de redes anti-cangrejos para
evitar el ingreso del virus por medio de vectores (Alday, 1999). Otras medidas de
seguridad implicaron restricciones al ingreso de animales vivos contaminados como
reproductores, nauplios y postlarvas de camarén, asi como al consumo de balanceado

producido de la cabeza de camarén.
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La dindmica de ocurrencia de patégenos en sistemas acuaticos esta probablemente
modulada por pardmetros ambientales tales como salinidad y temperatura (Jiménez et al.,
2000). Asi se encontr6 una correlacion negativa entre la prevalencia del virus TSV y la
temperatura en granjas de cultivo de camarén en Ecuador, sugiriendo que el clima frio
podria ser un factor de riesgo que precipite la ocurrencia del virus (Jiménez et al., 2000),
resultados similares para WSSV han sido reportados por Bayot et al., (2002). Por otra
parte se han reportado supervivencias del 100 % en camarones desafiados al WSSV en
condiciones de hipertermia (Vidal et al., 2001; Sonnenholzner et al., 2002). Se ha
observado que el aumento de la temperatura incentiva la proliferacion de los hemocitos
favoreciendo la infiltracion de éstos a los tejidos. (Sonnenholzner ef al., 2002) sugieren
que el virus puede infectar a los camarones a cualquier temperatura y que el aumento en
la supervivencia estaria relacionado por el incremento de la respuesta del camarén al
virus. Otros autores también sugieren que la respuesta del sistema inmune podria ser la
responsable de las diferencias en la susceptibilidad a las enfermedades de acuerdo a las

estaciones o la temperatura (Jiménez et al., 2000).

Segun Le Moullac et al. (1998) en el camaro6n, las reacciones de resistencia a patogenos
estan basadas en el nimero de hemocitos circulantes en la hemolinfa. Los camarones con
un alto nimero de hemocitos resisten mejor a la infeccion que camarones con un bajo
niamero de hemocitos (Le Moullac et al., 1998). En este sentido la inmunoestimulacion
se vislumbra como una alternativa para manipular la respuesta inmune del camaro6n antes
de que estos se enfrenten a desafios microbianos en los estanques. Los objetivos
preventivos de su utilizacion serian, inducir un estado de alerta inmunitaria y promover la

proliferacion de hemocitos.
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Los inmunoestimulantes son moléculas que se derivan de paredes celulares de
microorganismos y que activan el sistema inmune. Estos componentes activos son
fragmentos de peptidomuramil (peptidoglicanos), lipopolisacaridos (LPS), presentes en
bacterias Gram + y Gram -. En la pared celular de la levadura y hongos existen
principalmente B-glucanos que son moléculas de poliglucosas ligadas a través de cadenas
de 1,3 y con ramificaciones de 1,6 de glucosa ( Dalmo et al., 1998; Le Moullac ef al,,
1998). Le Moullac ef al. (1998) han reportado que la respuesta inmune de los camarones
es mejorada con inmunoestimulantes de origen bacteriano o levadura cualquiera que sea
el método de administracion, sin embargo, la ganancia no es constante ni reproducible.
En L. stylirostris por ejemplo, estos autores reportan que el inmunoestimulante G
(nombre comercial de B-glucanos) probado en Tahiti increment6 entre el 22 y 50% el
numero de hemocitos en algunas series de experimentos. Sin embargo esta misma
sustancia en New Caledonia incrementd el nimero de hemocitos en un 16% en la estacion
caliente pero Uinicamente en un 8% en la estacion fria y ademas esta estimulacion no fue

eficaz ya que no se incrementd la supervivencia en desafios microbianos (Le Moullac et

al.,, 1998).

La inmunoestimulacion por via oral incorporando las sustancias inmunoestimulantes en el
alimento, seria el método mas practico para los sistemas de cultivo de camaron. El
glucano podria ser usado profilacticamente como un estimulante de corto plazo para el
camaron. La concentracion de los inmunoestimulantes es muy importante para observar
el efecto protector. Sung et al. (1994) encontraron efectos positivos en infecciones
experimentales con bacterias en P. monodon a concentraciones de 0,5 y 1 mg/mL de
glucan, pero no fue efectivo a 0,25 y 2 mg/mL de glucan, con un efecto protector que

duré hasta 18 dias después de la inmersion. Otero (2001) sefiala 50 mg de B-1,3
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glucan/kg de alimento para juveniles como la concentracion adecuada para observar un

efecto positivo.

Los B-glucanos estan involucrados en el incremento de la actividad fagocitica de los
hemocitos (Sung et al., 1994; Chang et al., 2000), adhesion celular y produccion de anion
superdxido en reproductores (Chang et al., 2000). Los peptidoglucanos derivados de
Bifidobacterium thermophilum, también mejora la actividad fagocitica de los hemocitos
granulosos en animales desafiados experimentalmente con WSSV, incrementando la
resistencia y supervivencia de los animales al virus (Itami et al., 1998). Chang et al.
(1999) realizarén una infeccion con WSSV en camarones que fueron inmunoestimulados
con [3-1,3-glucano por 20 dias y obtuvieron supervivencias del 20% y 12% en juveniles y
postlarvas respectivamente, al 6" dia de infeccién a diferencia del control que llegd con

supervivencia de 0% al 4° dia de infeccion.

El sistema inmune se puede también modular mediante aditivos nutricionales como
vitaminas C y E, las que promueven un buen funcionamiento de las células inmunitarias
demostrando un respuesta positiva sobre el sistema inmune del camarén (Molina,2002).
Un efecto similar se obtuvo a dosis minimas de vitamina pero con [3-glucanos
disminuyendo la tasa de mortalidad de los animales en pruebas de desafio con el WSSV

(Molina, 2002).

Una forma para evaluar la eficacia de inmunoestimulantes y otras moléculas
inmunomoduladoras, ademas de la supervivencia, seria mediante la cuantificacién de
parametros inmunitarios. Estudios sobre parametros celulares y humorales tales como

generacion de radicales de oxigeno, actividad fenoloxidasa, hemaaglutinacion, etc
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(Rodriguez et al., 2000), se estan realizando como indicadores de salud. El diagndstico
hemocitario podria constituir un marcador del estado fisioldgico e inmunitario de los
camarones (Tsing, 1987), estableciendo de esta forma un sistema de control inmune que
permitira la deteccion de inmunodeficiencias y control inmune que permita la deteccion
de inmunodeficiencias y el control de la calidad ambiental (Tsing, 1987; Bachere, 2000).
El hemograma consiste en el nimero y la proporciéon de diferentes tipos de hemocitos
presentes en una muestra de hemolinfa provenientes de un individuo (Hose y Martin,
1989). Los cuales son realizados mediante tinciones y microscopia de contraste de fases
lo que permite distinguir hemocitos granulosos, hialinos y semigranulosos, siendo el
ultimo el método mas practico e informativo (Muioz, 1996). Otra forma de estudiar los
hemocitos y los mecanismos de defensa desplegados bajo desafio microbiano es mediante
observaciones histologicas con la ayuda de sondas moleculares, anticuerpos o sondas

nucleicas (Mufioz et al., 2002, Van de Braak et al., 2002,a,b).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las familias fueron obtenidas de 56 cruces comerciales de reproductores de origen
panamefio y colombiano. Los cruces fueron realizados en el laboratorio “Playaespec”

(Provincia del Guayas, Ecuador).

3.2. LARVICULTURA Y PRE-CRIA

Animales de las 56 familias en estadio nauplio II fueron aclimatados a la misma
temperatura de los tanques de cultivo (32°C). La desinfeccion de los nauplios se realizod
en recipientes (cascos) de 20 L con malla de 100 um, donde fueron sometidos a un flujo
de agua de 1 L/seg. por 5 minutos. Inmediatamente se adiciond 100 ppm de Argentine
(1% de yodo activo) por 30 segundos y luego los nauplios fueron sometidos nuevamente
a un flujo de agua de 1 L/seg. por 5 minutos. Una vez aclimatados y desinfectados, los
nauplios fueron sembrados en tanques cénicos de 50 L de capacidad a una densidad de
100 a 300 animales/L.. La larvicultura hasta PL 12, se realizé siguiendo el protocolo de
manejo llevado a cabo por el laboratorio de Larvicultura de la Fundacion CENAIM-

ESPOL (Anexo I).

De las 56 familias cultivadas s6lo 28 familias alcanzaron el nimero minimo de animales
requerido y fueron transferidas a tanques de 500 L de capacidad, a una densidad de 4
animales/L. La pre-cria se llevd a cabo hasta obtener juveniles de 3,8 g

aproximadamente. Se mantuvo un recambio del 70% dos veces a la semana y fueron

alimentados con MOLINO (35%) (Aliment S.A.).
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3.3. PREPARACION DE LA SOLUCION VIRAL

La solucién viral fue preparada siguiendo el protocolo de la Fundacion CENAIM-
ESPOL. Se separaron las branquias de animales diagnosticados por histologia en grado
severo para WSSV. Las branquias fueron homogeneizadas en tampon TN 1X (0,02 M
Tris-HCI, 0,4 M NaCl) a una relacion 1:5 y centrifugadas a 1200 g por 5 min. El

sobrenadante fue filtrado a 0,45 um y almacenado a -80 °C.

3.4. PREPARACION DE LA PAPILLA INFECTADA

Animales de 3 g fueron colocados en gavetas de 50 L y aclimatados por 5 dias. Ellos
fueron inyectados intramuscularmente con 50 PL de la solucién viral en el segundo
segmento abdominal. Luego de 48 hrs, los camarones moribundos fueron retirados y
almacenados a -80 °C hasta ser usados como papilla. Esta fue mantenida como méaximo
un mes. La severidad de la infeccion fue verificada por histologia en animales escogidos

para tal efecto.

3.5. SISTEMA EXPERIMENTAL

Se usaron salas de experimentacion adecuadas para las 3 pruebas de desafios. Las salas
incluyeron un sistema de agua esterilizada con filtros UV, filtros de piola y carbén
activado. El agua fue desinfectada con una solucion de cloro de 100 ppm y desactivado
con 25 ppm de tiosulfato de sodio (50%). El sistema de aireacion incluy6 piedras
difusoras. La desinfeccion de tanques se realizé antes y después de la infeccion de los
animales con cloro granulado. Cada unidad experimental consté de un protector plastico

0 tapa para evitar contaminacion ambiental.
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3.6. BIOENSAYO I: SELECCION DE FAMILIAS

De las 28 familias cultivadas hasta PL 75, la familia F5 se utilizé para un trabajo ajeno a
esta investigacion, es decir que s6lo 27 familias fueron desafiadas al virus. El objetivo de
este bioensayo fue comprobar la existencia de resistencia al WSSV a nivel familiar,
estableciendo criterios de seleccion familiar que garanticen una buena seleccion. Las
familias seleccionadas como resistentes y susceptibles serian utilizadas para estudiar la

respuesta inmune bajo condicion de infeccion con WSSV en un bioensayo posterior.

3.6.1. Diseiio experimental

El disefio fue completamente aleatorio con 29 tratamientos, 8 réplicas por tratamiento y
10 animales por réplica. La densidad utilizada fue de 10 animales (PL 75) en 3 litros de
agua de mar, los mismos que fueron aleatoriamente distribuidos en cada unidad
experimental. Los tratamientos los conformaron animales pertenecientes a 27 familias de
L. vannamei, un control infectado y otro no infectado. Los controles estuvieron
conformados por una mezcla de animales de todas las familias. Los animales fueron

desafiados al WSSV durante 15 dias

3.6.2. Protocolo de manejo del experimento

Los camarones se aclimataron por 8 dias con un recambio diario de agua del 100% y
aireacion constante. Los animales fueron alimentados antes y después de la infeccion con
Molino 55, al 10% de su peso corporal dos veces al dia. El dia previo a la infeccion los
animales permanecieron en ayuno. La papilla infectada fue colocada 2 veces en el mismo
dia en cada unidad experimental, realizando un recambio de agua del 100% 3 horas
después de cada dosis. El experimento durd 15 dias. Los animales muertos fueron

recogidos y registrados cada dos horas, aumentando el intervalo de tiempo segiin como se
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desarrollaba la infeccion. La supervivencia fue registrada en los siguientes dias: 0, 2, 3,

5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14y 15.

3.6.3. Analisis estadistico

El analisis estadistico se lo realiz6 al final del bioensayo (15 dias después de la infeccion
experimental). Los datos fueron sometidos a pruebas de Kolmogorov-Smirnov
(normalidad) y de Levene (homogeneidad de varianzas). Los datos fueron transformados
por arcoseno. La matriz de datos transformados no cumplieron con los requisitos de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Por lo que se utiliz6 la prueba no paramétrica

Kruskall Wallis, o ANOVA por rangos.

3.7. MARCAJE DE FAMILIAS

El marcaje se realiz6 en las familias seleccionadas. Un total de 4500 animales fueron
identificados con elastomeros de diferentes colores provenientes de 8 familias. Estos
animales fueron utilizados en los bioensayos II y III. Para marcar las familias se inyectd
elastomeros en el 6°°, 5 o 4 segmento abdominal a animales de 1 g. Los cédigos

utilizados para diferenciar familias se presentan en la Tabla 1 (colores de elastomeros).

Tabla 1. Codigos utilizados en los segmentos abdominales de los animales de cada

familia

Familia 0 S A
F1 Rojo Rojo
F11 Rojo Azul
F10 Rojo Amarillo
F3 Azul Rojo
F22 Azul Azul
F23 Azul Verde
F19 Naranja Rojo

F12 Azul Amarillo
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3.8. BIOENSAYO II: INMUNOESTIMULACION Y SEGUNDA PRUEBA DE

DESAFIO AL WSSV

De las familias que fueron seleccionadas en el primer bioensayo, se escogieron para este
segundo bioensayo las familias F1, F11, F10, F22 y F19 como resistentes y las familias
F23, F3, y F12 como susceptibles. EI objetivo de este bioensayo fue determinar la
reaccion a la inmunoestimulacion de las diferentes familias. La elaboracion de la dieta
fue efectuada en la Planta Piloto de la Fundacion CENAIM-ESPOL. La dieta base fue
CENAIM 35 (35% de proteina animal) a la que se agreg6d 150 mg/kg de un producto

comercial conteniendo [3-glucanos.

3.8.1. Diseiio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio con 16 tratamientos, 7 réplicas por
tratamiento. De cada familia, 10 animales de 2,4 = 1,0 g fueron distribuidos
aleatoriamente en cada unidad experimental (21 tanques conicos de 250 L de capacidad)
y aclimatados por 20 dias. La densidad utilizada fue de 80 animales en 200 L de agua de
mar, considerando que se utilizaron 8 familias. De los 21 tanques sembrados, se
escogieron aleatoriamente 7 tanques, donde las familias fueron alimentadas con dieta base
mas [3-1,3 glucanos y 14 tanques donde las familias recibieron dieta base (CENAIM 35).
Luego de 15 dias de inmunoestimulacion con [3-1,3 glucanos, las familias fueron
desafiadas al WSSV, para lo cual se escogieron 7 tanques con familias
inmunoestimuladas y 7 tanques con familias no inmunoestimuladas. Adicional a estos
tratamientos, a manera de establecer la eficacia de la infeccion se utilizé un grupo de

familias como control, las cuales fueron alimentadas antes y después de la infeccion con

dieta base CENAIM 35.
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3.8.2. Protocolo de manejo del experimento

Los animales fueron alimentados antes y después de la infeccion al 8 % de su peso
corporal en dos dosis diarias en horarios establecidos como los de mas alto porcentaje de
ingestion (14 h00 y 20 h00) (C. Molina, comunicacion personal, Fundacion CENAIM-
ESPOL, Guayaquil, Ecuador). El dia previo a la infecciéon los animales permanecieron en
ayuno por 24 hrs para luego ser alimentados con la papilla infectada (8% del peso
corporal). Se realizd un recambio diario del 100%. Se monitoreo la mortalidad cada dos

horas o mas de acuerdo al tiempo transcurrido de post-infeccion.

3.8.3. Analisis estadistico

La supervivencia se analiz6 con la prueba no paramétrica Kaplan Meier (KM). En este
analisis se dispone de las siguientes variables: 1) Tiempo: horas post-infeccion, 2)
Estatus: 0 = censurado (vivos al final del bioensayo) y 1 = muerto, 3)
Inmunoestimulacion y 4) Familias (F1, F11, F10, F22, F23, F3, F19 y F12). Para
establecer diferencias significativas de curvas de supervivencias se utilizo la prueba de
contraste log-rank. La hipdtesis nula es la de no observar diferencia entre las dos curvas

para cada una de las familias con y sin B,1-3 glucanos.

3.9. BIOENSAYO III: PRUEBA DE DESAFIO — EVOLUCION DE LA INFECCION

Se realizo este bioensayo con el objetivo de observar como evoluciona la infeccion y la
respuesta inmune frente al agente patégeno en familias susceptibles y resistentes al
WSSV. Es decir determinar si el factor familia y el tiempo de exposicion al virus tienen
algiin efecto en la proporcion y numero de hemocitos en circulacion (granulosos,

semigranulosos, hialinos, atipicos), concentracion de proteinas plasmaticas y
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comportamiento migratorio de los hemocitos en los tejidos. Las familias probadas en este

bioensayo fueron: F11, F1 y F22 (resistentes) y F23, F3 y F12 (susceptibles).

3.9.1. Diseiio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio con 24 tratamientos, 4 replicas por
tratamiento. Un total de 16 tanques de 250 L de capacidad, fueron distribuidos
aleatoriamente en la sala de bioensayos. De cada familia, 5 animales (3,4 + 0,8 g) fueron
distribuidos aleatoriamente en cada unidad experimental y aclimatados durante 8 dias. La
densidad sembrada fue de 30 animales en 200 L de agua de mar, considerando que se
utilizaron 6 familias de L. vannamei. De un total de 16 tanques, 12 fueron desafiados con
WSSV y 4 sirvieron de tiempo 0 (no infectados). Se escogieron aleatoriamente 4 tanques
para los diferentes tiempos de muestreos: 0 hrs (antes de la infeccion), 24 hrs, 48 hrs y 72
hrs después de la infeccion experimental. En cada tiempo, se muestreo a todos los

individuos pertenecientes a las 6 familias de las cuatro replicas.

3.9.2. Protocolo de manejo del experimento

Los animales fueron alimentados con el 8% de su peso corporal con dieta CENAIM 35
antes y después de la infeccion. El dia previo a la infeccion los animales permanecieron
en ayuno. Los camarones fueron alimentados con papilla infectada 2 veces en el mismo
dia con el 8% de su peso corporal. La papilla infectada fue colocada en cada unidad
experimental, realizando un recambio del 100% 3 horas después de cada dosis. Los
animales muertos fueron monitoreados y recogidos cada dos horas o mas de acuerdo al

tiempo transcurrido de post-infeccion.
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El muestreo consistio en cosechar cuatro tanques (réplicas) de cada tiempo y extraer la
hemolinfa de los animales vivos. Los animales fueron posteriormente fijados en solucion

Davidson para los analisis histologicos.

3.9.3. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un modelo de dos factores (familia y tiempo de
infeccion). El factor familia (F1, F11, F22, F23, F3, F12) se encuentro bajo las mismas
condiciones (tanques-bloques) y cuyos individuos fueron medidos en diferentes tiempos
de infeccion (dias 0, 1, 2 y 3). Para esto los datos fueron sometidos a la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov y de homogeneidad de varianzas con la prueba de
Bartlett. Los datos que no presentaron homogeneidad en sus varianzas fueron

transformados a Log(y) y arcoseno (niimero y porcentaje respectivamente).

El procedimiento de analisis del modelo fue el siguiente:

1. Se observo interacciones: si son significativas se analiz6 los efectos simples, y si
no son significativas se analiz6 los efectos principales.

2. Los efectos simples fueron analizados de la siguiente manera. El efecto simple de
B (tiempo de post-infeccion) para cada nivel de A (familia), es decir la cantidad
de cambio en la respuesta esperada cuando el nivel de B (periodos de tiempo de
infeccion: 0, 24, 48 y 72 hrs) fue cambiado y el nivel de A (familia) fue mantenido
fijo. Los datos fueron graficados segun los efectos (cambios) de los tiempos de
post-infeccion sobre el comportamiento hemocitarios en cada familia.

3. Cuando los efectos principales fueron significativos se realizé una comparacion de

medias por el método de Duncan.
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Ademas se realizo un analisis de varianza de una via con los datos en los tiempos 0 hrs

(antes de la infeccion) y 24 hrs (después de la infeccion).

3.10. TECNICAS UTILIZADAS

3.10.1. Pruebas inmunitarias: Hemogramas vy Proteinas Plasmaticas

Las pruebas inmunitarias como hemogramas y concentracion de proteinas plasmaticas
fueron utilizados tnicamente en el bioensayo III. Las muestras de hemolinfa fueron
tomadas del sinus ventral de cada camaron. Se utiliz6 jeringuillas de 1 mL (Insulin
Syringe 26 G 1/2) cargadas previamente con 50 pL de anticoagulante (citrato de sodio al
10%). Las muestras individuales de hemolinfa fueron colocadas en microtubos
(eppendorf) y 15 pL de cada muestra fueron fijados (V/V) con formol al 3% y

mantenidos a temperatura ambiente hasta la realizacion de los hemogramas.

El hemograma fue realizado siguiendo el método descrito por Mufoz (1996), e involucrd
el namero total de hemocitos y la formula hemocitaria: % hemocitos hialinos (H), %
hemocitos semigranulosos (SG), % hemocitos granulosos (G) y % hemocitos atipicos

(A).

La hemolinfa restante fue centrifugada a 800 g por 5 min. y el sobrenadante (plasma)
colocado en microtubos (eppendorf) y almacenado a -80 °C. Las muestras de plasma
fueron utilizadas para la cuantificacion de proteinas plasmaticas por el método de Lowry

etal. (1951).
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3.10.2 Histopatologia

Los mismos animales que se utilizaron para las pruebas inmunitarias antes descritas,
fueron fijados en solucion de Davidson para el analisis de histopatologia siguiendo el
protocolo descrito por Bell y Lightner (1988). Un total de 141 animales fueron
analizados para describir y diagnosticar (patologias y respuestas inmunitarias) a nivel
histologico. Este analisis fue de tipo descriptivo. Pero con el proposito de cuantificarlo
se elabor6 un indice para cada una de las variables a medirse. El analisis estadistico no se
efectud, porque los indices no estan validados o comprobados que no existan

correlaciones entre las diversas variables a medirse.

3.10.2.1. Elaboracion de grados: WSSV, P-K. encapsulacién, infiltracidén y presencia de

esferoides en el 6rgano linfoide

* Los grados de infeccion para WSSV fueron determinados segiin el nimero de células
infectadas al recorrer 5 campos, de la siguiente manera: Grado 1 (0-3 células
infectadas); Grado 2 (4-20 células infectadas); Grado 3 (21-60 células infectadas) y
Grado 4 (61-100 células infectadas).

* Los grados establecidos para P.K. (piknosis y karriorexis) se determinaron por la
presencia de grupos de células con piknosis-karriorexis: Grado 1 (0-3 células con
PK); Grado 2 (3-5 células con PK); Grado 3 (6-8 células con PK) y Grado4 (>8
células con PK).

* Los grados establecidos para la encapsulacion fueron elaborados sobre la base de la
presencia de capsulas en los tejidos infectados de la siguiente manera: Grado 1 (0-3
capsulas); Grado 2 (3-5 capsulas); Grado 3 (6-8 capsulas) y Grado 4 (>8 capsulas).

* Los grados establecidos para la infiltracion y formacion de esferoides fueron

elaborados sobre la base del porcentaje en que estos procesos comprometieron los
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tejidos en los que fueron observados. Grado 1 (<25% del tejido comprometido);
Grado 2 (25-50% del tejido comprometido); Grado3 (50-75% del tejido

comprometido) y Grado 4 (>75% del tejido comprometido).

3.10.2.2. Elaboracion de indices histologicos-patolégicos y de respuesta inmunitaria

Con las observaciones histologicas se elaboraron 5 indices: 2 indices patologicos (indice
de WSSV e indice de Piknosis-Karriorexis) y 3 indices de respuesta inmunitaria (indice

de infiltracion hemocitaria, indice de encapsulacion e indice de esferoides).

. indice de WSSV

El indice de WSSV se construyd a partir del numero de tejidos afectados y el grado de
lesiones atribuidos al WSSV, de cada uno de los cinco camarones muestreados en cada
réplica. A ciertos 6rganos se les asignd un peso en base a la importancia del tejido en el
proceso de infeccion viral (Tabla 2). De esta manera una lesion en el 6rgano linfoide
implicé un proceso infeccioso mas avanzado que si esta lesion estuviera en el epitelio
cuticular. Los grados de infeccién encontrados en cada o6rgano fueron a su vez
catalogados en una escala de 0 a 4. El grado 4 represent6 una lesion mas avanzada. La
Tabla 3 muestra un ejemplo de la forma como se obtuvo el indice histologico para WSSV

si existiera en los tejidos un grado 4 de infeccion.

Tabla 2. Descripcion del peso de los tejidos en el indice de infeccion por WSSV.

Tejidos Peso
Glandula Antenal y Epitelio Cuticular 1
Estomago y Tejido Conectivo 2

Organo Linfoide, Tejido Hematopoyético y Corazon 3
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Tabla 3. Ejemplo de la forma como se obtuvo el indice histologico para WSSV

Tejido Grado __ Normalizacion Peso _Norm * Peso  Total
Glandula antenal 4 4/4=1 1 I1x1 1
Tejido conectivo 4 4/4=1 2 1x2 2

_Organo linfoide 4 A4=1_ 3 Ix3 3
Suma 6

. Indice para Piknosis-Karriorexis

Se elabor6 también un indice histolégico para Piknosis-Karriorexis, sin dar un peso a los
tejidos, como se describio en el indice de WSSV. Es decir por ejemplo un grado 4 (escala
de 0 a 4) encontrado en cualquier tejido seria dividido para 4, de esta manera la escala va

deOal.

. Indice inmunitario: infiltracion, encapsulacion y formacién de esferoides

El siguiente indice se elabord para comparar la respuesta inmune a nivel histolégico y las
variables analizadas fueron infiltracién, encapsulacion y formacion de esferoides en el
organo linfoide. Para la elaboracion del indice de infiltracion tampoco se dio peso a los
tejidos. Es decir, por ejemplo un grado 4 (escala de 0 a 4) encontrado en cualquier tejido
seria dividido para 4, de esta manera la escala va de 0 a 1. De la misma manera se
elabor¢ el indice de encapsulacion. Se realizdé ademas un indice para esferoides basado
en los grados de vacualizacion y tipos de esferoides (A, B y C) descrito por Hasson et al
(1999a). Para esto se otorgd un peso segun el tipo de esferoide, de la siguiente manera:
Tipo A = 1; Tipo B =2; y Tipo C = 3. Los grados de infeccion fueron divididos para 4.
Este resultado fue multiplicado por el peso de cada tipo de esferoide (Tabla 4). El tipo de
esferoides encontrado en el érgano linfoide en mayor grado fue el que predominé para la
realizaciéon de este indice. Al final se obtuvieron promedios de los 5 camarones

analizados por cada réplica.
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Tabla 4. Ejemplo de la elaboracion del indice histologico para la presencia de esferoides

en el 6rgano linfoide.

Norm * Peso Total

Grado Normalizacion Tipo
4 4/4=1 A
4 4/4=1 B
4 4/4=1 C
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4. RESULTADOS

4.1. BIOENSAYO I: SELECCION DE FAMILIAS

El primer paso consistio en comprobar la existencia de resistencia al WSSV a nivel
familiar, para lo cual 27 familias en estadio PL 75 fueron desafiadas experimentalmente
con el virus durante 360 hrs (15 dias). A los 15 dias la maxima supervivencia observada
fue del 24%, a diferencia del 63% de las familias estudiadas que presentaron una
mortalidad del 100% al final del mismo periodo. Es decir que 17 familias presentaron 0%
de supervivencia. Las mismas que fueron consideradas altamente susceptibles: F2, F3,
F4, F6, F9, F12, F13, F14, F15, F16, F17, F18, F21, F23, F25, F27 y F28. La Figura 1

muestra el comportamiento de la supervivencia de las familias durante los 15 dias.
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Figura 1: Curvas de supervivencia de familias de Litopenaeus vannamei en estadio PL75
infectadas experimentalmente. Se incluye un control infectado (CI) y un
control no infectado (Cnol).

La seleccion de familias de L. vannamei resistentes al WSSV se realizd Ginicamente entre

las familias supervivientes al final del experimento. La supervivencia de las familias a
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los 15 dias de infeccion estuvo entre el 1 y 24%. Los datos de las familias supervivientes
(Anexo II) no presentaron homogeneidad de varianzas (Levene, p= 0.000) por tal motivo
los datos fueron procesados mediante la prueba no paramétrica Kruskall Wallis. El
resultado de esta prueba demostré que no existid diferencias significativas entre las
familias supervivientes (F1, F7, F§, F10, F11, F19, F20, F22, F24 y F26) (Tabla 5), por lo

que se considero resistentes a las familias supervivientes.

Tabla 5. Prueba no paramétrica Kruskall Wallis para la supervivencia de familias luego

de 15 dias de infeccidon

Kruskall Wallis- Anova por rangos
Variable independiente: Familia
H (N =280)=12.972 chi (9,0.05) 16,919; p=0.1639

Familia N Suma de rangos
F11 8 475
F10 8 339
F19 8 334
F24 8 328
F8 8 298
F1 8 298
F20 8 292
F22 8 292
F26 8 292
F7 8 292

4.2. BIOENSAYO II: INMUNOESTIMULACION Y SEGUNDA PRUEBA DE

DESAFIO AL WSSV

El objetivo de este ensayo fue determinar la reaccion de las familias del L. vannamei a la
inmunoestimulacion con [3-1,3 glucanos. De las familias seleccionadas en el bioensayo I
fueron utilizadas las siguientes familias para este bioensayo: F1, F10, F11, F19 y F22

(resistentes) y F3, F12, F23, (susceptibles). Para determinar el efecto de los [-1,3
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glucanos en las familias se utilizd un estudio longitudinal para observar el

comportamiento de las familias desde el tiempo que ocurrio la infeccioén hasta su muerte.

Los resultados de las curvas de supervivencia analizadas por la prueba de Kaplan Meier
se presentan en las Tablas 6 y 7. En la Tabla 6 se presentan las familias del grupo control
que no fueron infectadas ni inmunoestimuladas, las cuales no presentaron diferencias
significativas en las curvas de supervivencias durante el tiempo de estudio. (estadistico
log-rank; p=0,2246). En la Tabla 7 se presenta el analisis de las curvas de supervivencia
para observar el efecto de la inmunoestimulacion. La familia F11 fue la unica que

presentd una respuesta positiva a la inmunoestimulacion bajo condiciones de infeccion.

Tabla 6: Datos de supervivencia y esperanza de vida en familias de Litopenaeus

vannamei no infectadas (control). Los animales no recibieron [3-1,3 glucanos.

Familia |% Supervivencia [Esperanza de vida
F12 100 192
F1 100 192
F3 99 191
F23 99 191
F19 99 191
F10 99 191
F11 07 188
F22 94 187

En la familia F11 la supervivencia al final de la prueba de desafio fue del 17 %, en
animales que recibieron en su dieta -1,3 glucanos, a diferencia del 9 % en animales que
solo recibieron la dieta base. La esperanza de vida de la familia F11 inmunoestimulada
fue del 106 hrs, a diferencia de 88 hrs cuando no lo fue. Las curvas de supervivencias de
la familia F11 inmunoestimulada y no inmunoestimulada se presentan en la Figura 2.
Esta misma familia resistente F11 presentd el 9 % de supervivencia luego de 8 dias de

infeccion a diferencia del 24 % de supervivencia alcanzado a los 15 dias de infeccion en
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el primer bioensayo, demostrando una mayor mortalidad a los 8 dias post-infeccion en el

segundo bioensayo.

Tabla 7: Anadlisis de las curvas de supervivencias de Kaplan Meier en familias de

Litopenaeus vannamei inmunoestimuladas y no inmunoestimuladas, bajo

condiciones de infeccion durante 8 dias (192 horas).

% de Supervivencia Curvas de Esperanza de Vida
Supervivencia
Familia Con Beta SinBeta p Con Beta  Sin Beta
F11 17 9 0.0361° 106 88
F1 6 7 0.7139 77 80
F10 1 1 0.9373 70 70
F22 1 1 0.1309 85 75
F19 0 0 0.996 69 67
F3 1 0 0.2979 69 76
F23 1 0 0.1967 68 62
F12 0 1 0.8534 63 65

*Diferencia significativa en la misma fila (p<0,05).
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Figura. 2: Curva de supervivencia de la familia F11 desafiada con WSSV durante 192
horas, previamente inmunoestimulada y no inmunoestimulada.
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4.3. BIOENSAYO III: PRUEBA DE DESAFIO - EVOLUCION DE LA INFECCION

Este bioensayo estuvo enfocado a comprobar si las supervivencias de familias se debid a
una respuesta de tipo inmunitario. Por esta razon se consideraron importante los primeros
3 dias para evaluar el comportamiento hemocitario circulante e infiltrante, asi como la
evolucion histopatoldgica del WSSV en los tejidos blancos. Las familias escogidas para
este bioensayo fueron: F1, F11, F22 (resistentes) y F3, F12 y F23 (susceptibles). Las
familias fueron sometidas a una prueba de desafio con WSSV y muestreadas durante los
primeros tres dias de post-infeccion. En el Anexo III se muestra la supervivencia de estas
familias durante el periodo de muestreo. Se tomaron muestras de hemolinfa para pruebas

inmunitarias y se fijaron tejidos para observaciones histologicas.

4.3.1. Histopatologia

El analisis histologico se realizo Gnicamente en las familias F1 (resistente) y F12
(susceptible). Las horas escogidas para los muestreos fueron 0, 24, 48 y 72 hrs,
evaluandose las siguientes variables: presencia de células infectadas con WSSV y
piknosis-karriorexis (indices histolégicos), infiltracion, encapsulacion y presencia de

esferoides (indices inmunitarios).
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. Indice histologico WSSV

El analisis histologico de animales desafiados con WSSV mostro a las 24 hrs presencia de
células infectadas en los siguientes tejidos: corazon, érgano linfoide, tejido conectivo,
epitelio del estomago, tejido hematopoyético, glandula antenal y epitelio general del
cuerpo. El 6rgano que se infectd en el mayor nimero de animales a las 24 hrs y a las 72

hrs fue el corazén (ver Anexo IV). Otros tejidos donde se observaron células infectadas

fueron 6rgano mandibular, apéndices y branquias.

Figura 3: Microfotografia de corte histolégico de juvenil de Litopenaeus vannamei
desafiado con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Presencia
de células infectadas con WSSV en el epitelio del estdmago después de 48
horas de infeccién (flechas) (H & E, 1000 X).
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N

Figura 4: Microfotografia de corte histolégico de un juvenil de Litopenaeus vannamei
desafiado con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Presencia
de células infectadas con WSSV en el epitelio del estémago después de 72
horas de infeccion (flechas). Note nucleos hipertrofiados y basoéfilos con una
deformacion general de la morfologia nuclear al transcurrir 72 horas de
infeccion. Ademas se observa una degeneracion de las células columnares del
epitelio junto con la presencia de piknosis (cabeza de flecha) (H & E, 1000 X).

Las Figuras 3 y 4 muestran la presencia de células infectadas con WSSV a las 48 hrs y 72
hrs post-infeccion en el epitelio cuticular del estdmago, observandose una degeneracion
de las células columnares junto con la presencia de piknosis. Al inicio del estudio las
familias F1 y F12 presentaron valores similares del indice WSSV (0,283 y 0,275
respectivamente). En la familia F1 el indice WSSV se incrementd de forma constante
hasta el final del estudio, alcanzdndose un valor de 2,635 (9 veces el valor inicial).
Mientras que en la familia F12 ese incremento se produjo hasta las 48 horas (2,207) para
luego decrecer hasta 1,888, lo que supuso un aumento de 7 veces sobre el valor inicial

(las tablas con los valores medios de los indices calculados se ofrecen en el Anexo V).



41

Los supervivientes de ambas familias presentaron una gran variabilidad en el grado de

infeccion a las 48 hrs y 72 hrs (Figura 5).

Indice WSSV
(US)

0 % Jj L

0 24 48 72
Horas post-infeccion

B Familia 1 @ Familia 12

Figura 5. Indice histolégico WSSV de las familias F1 y F12 luego de ser infectadas
experimentalmente. Cada punto es promedio de un méximo de 20 camarones

. Indice histologico piknosis y kariorrexis

En el dia 0 se observé piknosis y kariorrexis en los tejidos de los animales de las familias
F1 y F12 con valores de 0,034 y 0,077 respectivamente (Figura 6). La piknosis y
kariorrexis se detectdé en el 6rgano linfoide, tejido conectivo del estobmago, corazon,
glandula antenal, tejido hematopoyético, epitelio del estomago y ceca del estdbmago.
(Figuras 7 y 8). Se observo que en la familia F1 el indice PK aument6 de forma constante
entre los supervivientes de cada dia de estudio, mientras que en la familia F12 se observo
una disminucién a las 24 hrs para luego seguir aumentando el valor de dicho indice.
Como en el caso del indice WSSV a las 48 hrs y 72 hrs se observd una gran variabilidad

en los valores de los individuos supervivientes (Figura 6).
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Figura 6. Indice histologico PK de las familias F1 y F12 luego de ser infectadas
experimentalmente. Cada punto es promedio de un maximo de 20 camarones

Figura 7. Microfotografias de cortes histologicos de juveniles de Litopenaeus vannamei
desafiados con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Nucleos
picndticos en la ceca anterior del estdmago 48 horas post-infeccion (flechas)
(H & E, 1000 X). Note la degeneracion de la estructura normal del tejido y la
formacion de nucleos picnéticos en la ceca anterior con células que se
distinguen bien separadas del tejido circundante.
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Figura 8: Microfotografias de cortes histologicos de juveniles de Litopenaeus vannamei
desafiados con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en el
corazon. Izquierda: antes de la infeccion presencia de nucleos hipertrofiados
(flechas) y kariorrexis (punta de flecha). Derecha: 48 horas post-infeccion,
piknosis (flechas). Estos nucleos picnoticos son mas basofilos que los de la
ceca anterior (H & E, 1000 X).

4.3.2. Comportamiento hemocitario en los tejidos

. Indice inmunitario de infiltracion:

Aparentemente el indice de infiltracion en la familia F1 (resistente) fue superior al de la
familia F12 (susceptible) durante todo el estudio, esta circunstancia se observo de forma
mas clara tras la infeccion y especialmente a las 24 hrs post-infeccion donde alcanza un

valor 5,089 veces superior (Figura 9).

Este proceso fue observado en la familia F1 especialmente en los tejidos linfoide, tejido
conectivo del estdbmago, hepatopancreas y glandula antenal. El tejido hematopoyético y
el epitelio general del cuerpo no presentaron infiltracion hemocitica. En la familia F12

este proceso fue observado en los tejidos linfoide, hepatopancreas, hematopoyético, tejido
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conectivo del estdbmago y corazon. La Figura 10 muestra la infiltracion hemocitica

observada en el tejido conectivo del estdmago.
0,2 7
0,15 1
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Indice Infiltracion
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Figura 9: Indice inmunitario de infiltracion de las familias F1 y F12 luego de ser
infectadas experimentalmente. Cada punto es promedio de un maximo de 20
camarones.

Figura 10: Microfotografia de corte histologico de juveniles de Litopenaeus vannamei
desafiado con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Nétese la
presencia de hemocitos infiltrantes en el tejido conectivo del estomago de la
familia F1 (flechas) (H & E, 1000 X).
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. Indice inmunitario de encapsulacion

En las primeras 48 hrs del estudio el nivel del indice de encapsulacion se mantuvo por
debajo de 0,05 en ambas familias. Los supervivientes a las 72 hrs post-infeccioén
mostraron un aumento de la encapsulacion con gran variabilidad en la respuesta segun los

individuos, especialmente en los pertenecientes a la familia F1 (Figura 11).
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Figura 11: Indice inmunitario de encapsulacion de las familias F1 y F12 luego de ser
infectadas experimentalmente. Cada punto es promedio de un maximo de 20
camarones.

En la familia F1 (resistente), la encapsulacion fue muy evidente en tejidos como
hepatopancreas, glandula antenal, tejido conectivo del estdémago, epitelio general del
cuerpo, corazon, epitelio del estobmago, tejido hematopoyético y organo linfoide. Las
capsulas se formaron alrededor de células con nucleos picnoéticos y no estuvieron
melanizadas. La Figura 12 muestra encapsulaciones en el 6rgano linfoide (entre los
tubulos) y en el tejido conectivo del estdmago a las 72 hrs post-infeccion. La familia F12

(susceptible) no mostré evidencia de encapsulacion en el 6rgano linfoide, sélo en los
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tejidos conectivo del estobmago, epitelio cuticular general, corazon, epitelio del estomago

y hepatopancreas.

Figura 12: Microfotografias de cortes histologicos de juveniles de Litopenaeus vannamei
desafiados con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Derecha:
encapsulaciones en el 6rgano linfoide (entre los tibulos) (flecha). Izquierda:
tejido conectivo del estdbmago a las 72 horas post-infeccion (flecha). Notese
como los hemocitos rodean a una célula afectada (punta de flecha) (H & E,
1000 X).

. Indice inmunitario de esferoides en el 6rgano linfoide

El anélisis histolégico mostrd la presencia de esferoides en el 6rgano linfoide de las
familias F1 y F12. Segun la clasificacién realizada por Hasson et al. (1999a) se
identificaron tres morfotipos de esferoides dentro del 6rgano linfoide: Tipo A, Tipo By
Tipo C. Los esferoides se presentaron bien delineados o como una masa de células
hipertrofiadas de forma esférica a irregular. Se observo distintos grados de vacuolizacion

y células necroticas. Se detectaron ademas células con nucleos picnoticos, kariorrexis y
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cromatina marginada. Esto fue observado en mayor grado en los animales supervivientes

a las 72 hrs de post-infeccion (Figura 13).

Figura 13: Microfotografias de cortes histologicos de juveniles de Litopenaeus vannamei
desafiados con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV). Notese la
presencia de esferoides en el 6rgano linfoide (izquierda) tipo A y (derecha)
tipo B (H & E, 1000 X).

Los esferoides de tipo A y B fueron encontrados tanto en animales infectados
experimentalmente como en los no infectados. En ocasiones, diferentes morfotipos

fueron encontrados en el mismo tejido y tiempo de infeccioén pero en distinto grado.

La Figura 14 muestra el indice histologico de los esferoides siguiendo el curso de la
infeccion. Este indice aumentd considerablemente en la familia F1 (resistente) mientras
que la familia F12 (susceptible) apenas registr6 variaciones en las primeras 72 hrs post-
infeccion. Se observd que a las 48 hrs y 72 hrs los supervivientes de la familia F1

presentaron una gran variabilidad en los valores de este indice.
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Figura 14: Indice inmunitario de esferoides de las familias F1 y F12 luego de ser
infectadas experimentalmente. Cada punto es promedio de un maximo de 20
camarones

La Figura 15 muestra que antes de la infeccion aproximadamente un 40% de los
individuos de las familias F1 y F12 presentaron esferoides (todos ellos de tipo A en el
primer caso y de ambos tipos en el segundo). A las 24 hrs post-infeccion todos los
individuos de la familia F1 mostraron esferoides de ambos morfotipos los que ademas
aumentaron en niumero segun se desprende del indice de esferoides. A las 48 hrs mas del
80% de los supervivientes mostraron esferoides. Sin embargo en la familia F12 apenas
aument6 el porcentaje de individuos que presentaron esferoides a partir de las 24 hrs, y

los casos que los presentaron fueron mayoritariamente de tipo B.

El morfotipo C se observo en pocos camarones al tercer dia de infeccidon (datos no
mostrados) y esferoides ectopicos fueron encontrados en 4 camarones de la familia F1 y

en 3 de la familia F12. Estos estuvieron localizados entre los tubulos del hepatopancreas,
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epitelio del estomago y apéndices (familia F1) y en el corazén y en el hepatopancreas

(familia F12).
Familia 1 Familia 12
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Figura 15: Presencia de esferoides segin el morfotipo en juveniles de Litopenaeus
vannamei infectados experimentalmente durante tres dias con WSSV.

4.3.3. Comportamiento de hemocitos en circulacion

En esta seccion se analizé el comportamiento de los hemocitos circulantes mediante
hemograma. Todas las familias fueron incluidas en el analisis estadistico. Se realizé un
analisis al tiempo 0, donde se evalud el comportamiento antes de la infeccion, un analisis
a las 24 hrs donde se observo la respuesta al virus antes de iniciarse la mortalidad.
Ademas se evaluo la respuesta inmune celular en todo el tiempo de infeccion para las

familias de L. vannamei, considerando el factor mortalidad.

. Hemograma antes de iniciar la infeccion experimental

El analisis inicial fue realizado para cada una de las subpoblaciones hemocitarias tanto en
nimero como en porcentaje, evaluando de esta manera la respuesta innata sin la presencia
del agente patdégeno introducido por medio de la infeccion experimental. Para esto se

comprobo que los datos presenten normalidad y homogeneidad de varianza (Anexo VI).



50

El anélisis de varianza mostr6 que existié efecto significativo en por lo menos una familia

en las variables estudiadas a excepcion del porcentaje de hemocitos granulosos (Tabla 8).

Tabla 8:  Analisis de varianza de los hemogramas antes de la infeccion experimental
Variables Tiempo 0
N° Total de hemocitos ___0,0001°
N° granulosos 0,0006"
N° semigranulosos 0,0001°
N° hialinos 0,001?
Noatipicos 0,0001*
% granulosos 0,249
% semigranulosos 0,001°
% hialinos 0,001°

% atipicos 0,001°
*Diferencia significativa (p<0.05)

Las comparaciones multiples fueron realizadas con la prueba de Duncan. Los resultados
de esta prueba se presentan en la Tabla 9. El numero de hemocitos totales se present6 en
tres categorias, 1) bajo nimero de hemocitos para las familias F11 y F22 (3,47 y 4,15
x10°.mlI™); 2) mediano namero de hemocitos para las familias F12 y F23 (8,14 x10°.ml™")
y 3) alto namero de hemocitos para las familias F3 y F1 (16 y 21 x10°.ml™)

respectivamente.

Se analizé ademads las subpoblaciones hemocitarias para comprender el origen de las
variaciones en el nimero total de hemocitos en cada familia. Las familias F11 y F22
fueron semejantes en las subpoblaciones de hemocitos granulosos, semigranulosos,
hialinos y atipicos, y se caracterizaron por tener cantidades inferiores al resto de las
familias.

Al contrario las familias F1 y F3 tuvieron cantidades altas de hemocitos

granulosos y hemocitos semigranulosos. Sin embargo la diferencia estuvo en el nimero
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de hemocitos hialinos y atipicos. La familia F1 reporté un alto nimero de hemocitos
hialinos y poca cantidad de hemocitos atipicos, en tanto que la familia F3 tuvo alto
contenido de atipicos y bajo contenido de hialinos. La familia F1 tuvo un bajo nimero de
hemocitos atipicos al igual que las familias F11 y F22, cuyas cantidades fueron inferiores
al resto de las familias. En tanto que en las familias F3, F12 y F23 el namero de

hemocitos atipicos sobrepaso los cuatro millones de células por ml.

. . -1 . J .
Tabla9: Concentraciones de hemocitos (10° mI™) en diferentes familias de Litopenaeus
vannamei. Las medias en la misma columna con diferentes letras son

significativamente diferentes (p < 0.05)

No. Total de| Hemocitos Hemocitos Hemocitos = Hemocitos
Familias hemocitos granulosos semigranulpsos  hialinps atipicos

F1 21.3 +8.1| 3.6F +2.0| 932+45 | 6.84 24 | 1.57* £0.3
F11 | 347 +1.0/03% +0.1| 092+06 | 0.37 0.1 | 1.83 £0.3
F22 | 415 +1.4| 045 +0.3| 0.8F+0.2 | 048 0.2 | 2.41* £1.3
F3 17° +£6.7| 2.2¥°+0.9| 883 +39 | 1.68°+0.8 |4.29°+14
F12 | 14.1™ +45| 0.98°+0.7| 2.6Y+15 | 295 0.8 | 7.51° £2.0
F23 | 8.41° +0.7) 0.67 +0.4| 1.06+0.7 | 1.28 +0.7 | 54*+0.7

En la Tabla 10 se presentan el porcentaje de las subpoblaciones hemocitarias. Las
familias F1 y F3 tuvieron porcentajes altos de hemocitos semigranulosos en comparacion
con el resto de familias. Estas dos familias se diferenciaron entre ellas en el porcentaje de
hemocitos hialinos y atipicos. La familia F1 present6 el porcentaje mas alto de hemocitos

hialinos y el mas bajo de hemocitos atipicos.



52

Tabla 10: Porcentajes de hemocitos (%) en diferentes familiat idlepenaeus
vannamei. Las medias en la misma columna con diferentes letras son

significativamente diferentes (p < 0.05)

Hemocitos Hemocitos |Hemocitos

Familias|semigranulosos|hialinos atipicos

Fl 42 ° +4 34 ¢ +7 86 *+4
F11 3 * +5 11 * +1 |56 ¢ +5
F22  P6 *+13 |11 * +4 |54 °+11
F3 46 410 |11 * +2 [31 "+12
FI2 |17 *+6 1 ° +4 |55 °+5
F23 13 * +8 16 ® £9 63 °+10

. Respuesta inmune celular inmediata (24 hrs) a la infeccion con WSSV

El anélisis de varianza para cada una de las variables estudiadas se muestra en la Tabla
11. El analisis mostrd diferencias significativas para todas las variables a excepcion del
numero total de hemocitos y de las subpoblaciones de hemocitos granulosos (nimero y
porcentaje) y hemocitos hialinos (nimero). Para esto se comprobd que los datos

presenten normalidad y homogeneidad de varianza (Anexo VII).

Tabla.11: Analisis de varianza del hemograma luego de 24 horas de infeccion

Variables 24hrs
N° granulosos 0.52

N° semigranulosos 0.037*

N¢ hialinos 0.103

N° atipicos 0.002°

N° Total de hemocitos 0.255
% granulosos 0.522

% semigranulosos 0.005*

% hialinos 0.016°

% atipicos 0.0001?

*Diferencia significativa (p<0,05)
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El analisis de rangos multiples de Duncan (Tabla 12) destaca que la familia F11
(resistente) tuvo el menor nimero y porcentaje de hemocitos atipicos. Las familias de
mayor susceptibilidad F12 y F23 presentaron bajos porcentajes de hemocitos

semigranulosos.

Tabla 12: Hemograma después de 24 horas post-infeccion en nimero (10° ml™") y en
porcentaje en familias de Litopenaeus vannamei. Las medias en la misma

columna con diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05)

Hemocitos (10° ml™) Hemocitos (%)

Hemocitos Hemocitos Hemocitos Hemocitos [Hemocitos
Familias |semigranulosos|atipicos semigranulososfhialinos atipicos
F1 15 ° x4 |6 £2 57 ¢ #2203 ® &l 7 " o4
Fl11 1> 2 P* £052 |66 ¢ 12 |10 ¢ 9 |10 * =3
F22 9 * 4 3 4] 55 " x14 7 " 12 5 48
F3 13 ° 6 3% £ 62 ¢ 5 P * £l 1 ° %5
F12 5 Y %2 6° £ 33 * 7 10 ¢ 5 W48 ¢ 27
F23 12 ° +6 [7° %2 42 £8 7 ™ 2 [37 ° 9
. Respuesta inmune celular en familias de L. vannamei segun el tiempo de

infeccion
En este andlisis, la mortalidad se consider6 como parte de una variable no controlable, a
la que se atribuy¢ la causa de la variacion en los grupos hemocitarios a las 72 hrs para las
familias resistentes y desde las 48 hrs para las familias susceptibles, lo que implicaria s6lo
la respuesta inmunitaria de los animales supervivientes a tal evento y no la respuesta de
toda la poblacion. Por tal motivo para que la respuesta evaluada sea de una poblacion
homogenea, los datos utilizados se escogieron de manera aleatoria en cada tiempo,

teniendo como base el nimero menor de animales vivos en cada replica. El modelo
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utilizado para este bioensayo permitié evaluar los efecto principales (familia y tiempo),
interacciones y efectos simples en cada una de las variables estudiadas. Los datos fueron
revisados para normalidad y homogeneidad de varianzas (Anexo VIII). En la Tabla 13 se
muestra un resumen del andlisis de varianza para cada una de las variables analizadas y

en el anexo IX se detalla cada una de las variables.

Tabla 13: Valores de probabilidad (p) del analisis de varianza de los hemogramas de

familias de Litopenaeus vannamei desafiadas al WSSV

Subpoblaciones hemocitarias
NTH GN SN HN AN | GP SP HP AP

Replica 0.2303 |0.047" 0.453 0.204 0.992 | 0.326 0.99 0.33 0438
Familia 0.0229* |0.004" 0.001* 0.039" 3E-04"| 0.073 0.0003" 0.327 7E-04
Tiempo 0.0008" |4E-04" 1E-04" 9E-04" 0.0017|0.0001" 0.0029" 1E-04" 1E-04"
Tiempo*Familia| 0.1813 |0.249 0.015" 0.034" 0.002°/0.0146" 0.0024" 0.062 0.001°

*Diferencias significativas p<0.05. NTH: Numero total de hemocitos; GN: Numero
Hemocitos granulosos; SN: Numero Hemocitos semigranulosos; HN: Numero
Hemocitos hialinos; AN: Numero Hemocitos atipicos; GP: Porcentaje Hemocitos
granulosos; SP: Porcentaje Hemocitos semigranulosos; HP: Porcentaje Hemocitos
hialinos; AP: Porcentaje Hemocitos atipicos.

En forma general podemos decir que la evidencia de interaccion mostréo que la
produccion de los tipos de hemocitos se vio influenciada por la interaccion de las familias
con el tiempo de post-infeccion. En otras palabras, el nimero de hemocitos esperados
varié segun la familia y segun el tiempo de post-infeccion. Los efectos principales
significativos demostraron el cambio promedio en la respuesta esperada es decir la

respuesta media de la poblacion.
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. Hemogramas: Numero total de hemocitos (NTH)

En el nimero total de hemocitos (NTH), no hubo evidencia (p = 0.181) de interaccion
entre familia y tiempo de post-infeccion. Sin embargo los efectos principales de familia y
tiempo de post-infeccion fueron significativos (p = 0,023 y p = 0,0008, respectivamente)
lo que indicé diferencias en las respuestas esperadas en las diferentes familias y tiempos
de post-infeccion. Para examinar la naturaleza de los efectos principales de las familias y
tiempo de post-infeccion, se realizé un andlisis de rangos multiples Duncan (Tabla 14).
El resultado de este analisis mostré que la produccion media global esperada del nimero
total de hemocitos fue inferior en las familias F11 y F22. Las familias que mostraron
mayores cantidades fueron la F1 y F3. En valores medios estuvieron las familia F12 y
F23. El factor tiempo de infeccion, indicod que fue el tiempo 0 quién presento las menores

cantidades de hemocitos totales.

Tabla 14: Prueba de rangos multiples (Duncan) del NTH en familias de Litopenaeus

vannamei y tiempo de infeccion con WSSV

NTH (10° cel/ml)

Familias Media Rangos NTH (10° cel/ml)

F11 12.6 a Tiempo Media Rangos
F 22 12.2 a 0 9.8 a

F 12 14.5 a b 24 17.0 b
F 23 18.7 a b 48 22.1 b
F3 18.2 b 72 16.3 b
F1 21.7 b

. Hemograma: Conteo diferencial de hemocitos

En el nimero de hemocitos granulosos no hubo evidencia (p = 0.249) de interaccion entre

familia y tiempo de post-infeccion. Sin embargo los efectos principales de familia y
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tiempo de post-infeccion fueron ambos significativos (p = 0,004 y p = 0,0004,
respectivamente). Para examinar la naturaleza de los efectos de las familias y tiempo de
post-infeccion, se realizé un analisis de rangos multiples Duncan (Tabla 15). El resultado
de este analisis mostré que la produccion media global esperada de hemocitos granulosos
fue menor en las familias F12, F22 y F11 que en las familias F1 y F3. Luego de analizar
la naturaleza del efecto tiempo de post-infeccion se observd que la concentracioén de
hemocitos granulosos fue alta en el tiempo 0, encontrandose una disminucién marcada a

las 48 hrs de post-infeccion.

Tabla 15: Prueba de rangos multiples (Duncan) del nimero de hemocitos granulosos en

familias de Litopenaeus vannamei y tiempo de infeccion con WSSV

Hemocitos Granulosos 10° (cel /ml)

Familias Media Rangos Hemocitos Granulosos 10° (cel /ml)
F 12 1.6 a Tiempo  Media Rangos
F 22 1.7 a 0 1.1 a
F11 1.9 a 24 1.1 a b
F 23 3.4 a b 72 0.3 b C
F3 3.3 b 48 0.7 C
F1 4.1 b

En el nimero de hemocitos semigranulosos hubo evidencia (p = 0.0149) de interaccion
entre familia y tiempo de post-infeccion. En otras palabras el efecto de cambio en los
diferentes periodos de tiempo no fue el mismo en las 6 familias. Como se puede observar
en la Figura 16, en el periodo de 0 hrs a 24 hrs se increment6 el numero de hemocitos
semigranulosos de todas las familias. Luego de este periodo de tiempo las familias F1,
F3 y F11 presentaron una disminucién en la cantidad de hemocitos semigranulosos desde
las 24 hrs hasta las 48 hrs para la familia F3 y hasta las 72 hrs para las dos restantes, a

diferencia de las familias F22, F12 y F23, donde se observo un incremento, para después
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comenzar a disminuir las cantidades desde las 48 hrs. Es decir que el efecto de cambio de
nivel de infeccion también provocod una disminucidén en general de los hemocitos

semigranulosos.

20 - Fll F22 F12 F23

Apn

Hemocitos semigranulosos * 106. ml-i

0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72

Factor tiempo de infeccion (horas)

Figura 16: Comportamiento del nimero de hemocitos semigranulosos en la hemolinfa de
camarones infectados con WSSV.

En el nimero de hemocitos hialinos existio un efecto de interaccion (p = 0.034) entre los
factores familia y tiempo de post-infeccion. La respuesta esperada del numero de
hemocitos hialinos disminuy¢ en las familias F1, F3 y F12 cuando el periodo de tiempo
de infeccion cambio6 de nivel de Ohrs a 24 hrs, a diferencia de un incremento producido
en las familias F11 y F23 durante el mismo periodo. Todas las familias proliferaron
hemocitos hialinos de las 24 hrs a las 48 hrs, cuando comenz6 una disminucion de esta
poblacioén. El comportamiento hemocitario de la subpoblacion de hemocitos hialinos en

las familias resistentes y susceptibles se muestra en la Figura 17.
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Figura 17: Comportamiento del nimero de hemocitos hialinos en la hemolinfa de
camarones infectados con WSSV.

El nimero de hemocitos atipicos mostré interaccion (p = 0.002) entre los factores familia
y tiempo de post-infeccion. En otras palabras se pudo concluir que el efecto de cambio
del nivel del tiempo de infeccion no fue el mismo en las 6 familias. La Figura 18 muestra
los cambios efectuados en el numero de hemocitos atipicos en los periodos de tiempo de
infeccion. Se observd un incremento de esta subpoblacion hemocitaria en todas las
familias al cambiar de 0 hrs a 24 hrs post-infeccion. Observando el efecto principal
familia, las familias F12 y F23 tuvieron el mas alto numero de hemocitos atipicos como

promedio de todo el tiempo de experimento (datos no mostrados).
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Figura 18: Comportamiento del nimero de hemocitos atipicos en la hemolinfa de
camarones infectados con WSSV

. Hemograna: Formula hemocitaria

El andlisis del porcentaje de hemocitos granulosos, nos hizo inferir sobre la existencia de
interaccion entre los factores familia y tiempo de post-infeccion (p = 0,0146).
Observando la Figura 19 podemos evidenciar que para el primer periodo de exposicion al
virus, las familias reaccionaron diferentes y no existi6 un patrén definido en la presencia
de hemocitos granulosos. A las 24 hrs desciende el porcentaje de hemocitos granulosos
pero si analizamos el cambio ocurrido entre las 24 hrs y 72 hrs, todas las familias
incrementaron el porcentaje a excepcion de la F12. La tendencia al incremento se vio en
tres familias F1, F11 y F23, al final de las 72 hrs. El efecto principal tiempo de infeccion

fue significativo en esta variable.
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Figura 19: Comportamiento del porcentaje de hemocitos granulosos en la hemolinfa de
camarones infectados con WSSV.

El analisis del porcentaje de hemocitos semigranulosos, nos hace inferir sobre la
existencia de interaccion entre los factores familia y tiempo de infeccion (p = 0,0024). El
porcentaje de hemocitos semigranulosos en el primer periodo de infeccion (0 hrs a 24 hrs)
demostro un incremento en todas las familias a excepcion de la familia F3. Sin embargo
a partir de las 24 hrs hasta las 72 hrs, se present6 un descenso del porcentaje de hemocitos
semigranulosos en las familias a excepcion las susceptibles, la F12 y F23 en las que el

porcentaje de semigranulosos se incremento hasta las 48 hrs (Figura 20).
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Figura 20: Comportamiento del porcentaje de hemocitos semigranulosos en la hemolinfa

de camarones infectados con WSSV.

El analisis del porcentaje de hemocitos hialinos no mostré evidencia de una interaccion

entre las familias y el tiempo de post-infeccion (p = 0,0621). Al analizar los efectos

principales s6lo se encontr6 diferencias significativas (p = 0,0001) en el factor tiempo de

infeccion. La Tabla 16 presenta los resultados de un analisis de comparaciones multiples,

en donde se aprecid que el promedio en porcentaje de los hemocitos hialinos fue diferente

a las 24 hrs de infeccion. El porcentaje medio de hemocitos hialinos alcanzado por todas

las familias fue del 7 %, siendo este valor el mas bajo presentado en todo el tiempo del

experimento.

Tabla 16: Prueba de rangos multiples (Duncan) de la subpoblacion de hemocitos hialinos

(%) en los diferentes tiempos de infeccion

Tiempo Media Rangos
24 7 a

72 14 b

48 15 b

0 16 b
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El anélisis del porcentaje de hemocitos atipicos nos hizo inferir sobre la existencia de
interaccion entre los factores familia y tiempo de post-infeccion (p = 0,0014). En el
periodo de 24 hrs a 72 hrs, todas las familias tuvieron un mismo patrén, es decir al
incrementarse el periodo de infeccion el porcentaje de hemocitos atipicos disminuy6. Las
familias F12 y F23 mantienen altos hemocitos atipicos hasta las 24 hrs. La familia F1y
la F3 son las unicas que incrementaron el porcentaje de hemocitos atipicos a las 24 hrs

antes de perderlos desde las 48 hrs (Figura 21).
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Figura 21: Comportamiento del porcentaje de hemocitos atipicos en la hemolinfa de
camarones infectados con WSSV.

4.3.4. Proteinas Plasmaticas

Cabe indicar que éste parametro fisioldgico adicional se midi6 como un marcador de
buena salud. El andlisis de varianza en el tiempo O (antes de la infeccion) y 24 hrs
(después de la infeccion) fue significativo (p = 0.0173 y p = 0.0001 respectivamente).
Los resultados de las comparaciones multiples se presentan en la Tabla 17. En general

todas las familias en el tiempo O presentaron valores bajos. Sin embargo, la familia F23
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tuvo la mayor concentracion de proteinas plasmaticas en relacion a las demés. Las
familias F11 y F22 comenzaron con bajas concentraciones de proteinas plasmaticas. En
tanto que las familias F1, F3 y F12 tuvieron cantidades similares y nos atreveriamos a
decir que representaron valores intermedios. A las 24 hrs de infeccion las familias con
mayor concentracién de proteinas plasmaticas fueron las F1, F11, F12, F22 y F23. La

familia F3 tuvo baja concentracion de proteinas plasmaticas.

Tabla 17: Prueba de rangos multiples (Duncan) en la concentracion de proteinas

plasmaticas en familias de Litopenaeus vannamei (tiempos 0 y 24)

Proteinas Plasmaticas (ug. pl™)
Familias 0 hrs 24 hrs
F1 60% + 4 79¢ + 7
F11 45 + 10 | 68" + 11
F22 54 + 9 58° + 12
F3 61° + 11 | 37* + 9
F12 60% + 8 72¢ + 4
F23 74° + 11 | 71° + 4

El anélisis de proteinas plasmaticas de todas las familias en los diferentes tiempos de
infeccion mostraron que no hubo evidencia (p = 0.267) de interaccion entre familia y
tiempo de infeccion. Como se puede apreciar la variable tiempo de infeccion no ejercid
ningun efecto significativo (p = 0,747), indicando que las diferencias en las respuestas
esperadas se debieron a las familias y no al tiempo de exposicion al virus. Sin embargo el
efecto de la variable familia sobre la concentracién de proteinas plasmaticas fue
significativo (p = 0.012). Para examinar la naturaleza de los efectos del factor familia, se

realiz6 un analisis de rangos multiples de Duncan (Tabla 18). El resultado de este analisis
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mostrd que la produccion media global esperada en la concentracion de proteinas fue mas

alta en la familia F1(resistente) y el valor mas bajo en la familia F3 (susceptible).

Tabla 18: Prueba de rangos multiples (Duncan) en la concentracién de proteinas

plasmaticas de las familias de Litopenaeus vannammei que fueron desafiadas

al WSSV

Familias | Media Rangos
F3 49.50 a

F11 5417 a b

F 22 5830 a b
F 12 64.97 b ¢
F 23 65.95 b ¢
F1 71.78 C
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S. DISCUSION

Este estudio reporta tres pruebas de desafios efectuadas experimentalmente en diferentes
estadios de desarrollo (PL 75 y camarones juveniles) de familias de L. vannamei. Los
resultados mostraron una alta susceptibilidad a la ingestion de WSSV a través del
musculo de animales infectados. Los tres bioensayos fueron secuenciales, los mismos
que estuvieron enfocados a cumplir el objetivo principal de esta investigacion, el cual fue
observar la respuesta inmunitaria en familias de baja susceptibilidad al WSSV bajo

condiciones de infeccion experimental.

5.1. BIOENSAYO I: SELECCION DE FAMILIAS

Pérez et al. (2002) reportaron supervivencias significativamente mas altas en unas
familias que en otras de L. vannamei. Por tal motivo el primer paso fue comprobar la
existencia de familias resistentes o menos susceptibles al WSSV en el material biologico
seleccionado para los experimentos. La caracteristica de seleccion fue la supervivencia al
final del estudio. En 17 familias (63 %) la mortalidad fue del 100%. Estos resultados
explican las bajisimas supervivencias encontradas en estanques de produccion. La
determinacion de familias altamente susceptibles en este estudio fue realizada en base a la
supervivencia, asi familias que alcanzaron 0% de supervivencia antes de terminar el
ensayo fueron clasificadas como tal. La seleccion de estas familias se realizo en base a la
disponibilidad de animales. En 10 familias (37%) hubo supervivientes al final del
estudio. Sin embargo el analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre
estas familias, por lo que todas las familias supervivientes se consideraron resistente o de
baja susceptibilidad. Estos resultados muestran la existencia de variabilidad a nivel

familiar en la respuesta al virus. La existencia de variabilidad en la supervivencia de
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familias es fundamental para los programas de seleccidon genética e implica que un

proceso de mejoramiento podria ser exitoso a mediano plazo (Pérez et al. 2002).

La bibliografia sefiala analisis de resistencia al WSSV en especies y familias al 6° dia de
infeccion. Asi Lightner er al. (1998), reportaron que juveniles de L. vannamei
presentaron bajas supervivencias al 6" dia de infeccién con WSSV, a diferencia de
especies como P. aztecus y P. duodarum que mostraron resistencia al virus (73 % de
supervivencia). Por otra parte, Pérez et al. (2002) identificaron familias resistentes de L.
vannamei al 6° dia de post-infeccion, mientras que otras llegan con 0% de supervivientes.
En el mismo sentido, Sonnenholzner et al. (2002) mediante técnicas histologicas y PCR,
y Chen et al. (2002) por ensayos de ELISA, han reportado que al 6" dia se alcanza el
maximo nivel de infeccion por WSSV. Los animales que pasen este limite, serian

capaces de soportar altas cargas virales y un segundo rebrote viral.

Sin embargo, nuestros resultados indicaron que muchas familias seleccionadas como
resistentes al 6'° dia son potencialmente susceptibles al WSSV. Como ejemplo podemos
citar la supervivencia de las familias F27 y F28, en las cuales se observaron
supervivencias significativamente altas al 6'° dia mediante Anova (datos no mostrados)
pero alcanzaron el 100% de mortalidad antes de terminar el estudio. Es decir que pasaron
la frontera, pero no soportaron una reinfeccion. Recientemente White et al. (2002)
proponen un protocolo de desafio frente a TSV en el que establecen que la duracion de
este tipo de pruebas debe ser un minimo de 14 dias y que al menos en los dos ultimos dias
de la prueba no se produzca mortalidad. Por lo cual para el segundo bioensayo se
seleccion6 5 familias arbitrariamente en base a la mayor supervivencia promedio y a la

disponibilidad de animales.
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5.2. BIOENSAYO II: INMUNOESTIMULACION Y SEGUNDA PRUEBA DE

DESAFIO AL WSSV

El objetivo del segundo bioensayo fue comprobar la reaccion al desafio con WSSV de las
familias previamente inmunoestimuladas durante 15 dias con B-1,3 glucanos. Los
resultados demostraron que el efecto de los (3-1,3 glucanos en familias infectadas con
WSSV tuvo un caracter selectivo, es decir que observar un efecto significativo dependid
de las caracteristicas de las familias. Este efecto se vio reflejado como una respuesta a la
inmunoestimulacion en una sola familia, la F11 (esta familia habia presentado la mayor
supervivencia en el bioensayo I). Cuando fue inmunoestimulada se observo un 17 % de
supervivencia a los 8 dias, frente al 9 % cuando no lo fue. Chang et al. (1999) reportaron
mortalidades en postlarvas y juveniles de P. monodon del 100% al 5% dia post-infeccion
en animales desafiados al WSSV alimentados con una dieta libre de -1,3 glucanos, a
diferencia de los alimentados con [3-1,3 glucanos que presentaron un 16% de
supervivencia, con un suministro de 10 dias en la alimentacion; la supervivencia se
increment6 al 20% en el 6° dia de post-infeccion, con un suministro de 20 dias en la

alimentacion.

En el bioensayo I, la supervivencia final de la familia F11 a los 15 dias de infeccion fue
del 24 %, en tanto que en el segundo bioensayo, la supervivencia al 8" dia sin
inmunoestilacion previa fue 9 %. Este resultado sugiere que la cohabitacion entre
familias durante el segundo bioensayo podria haber provocado severas reinfecciones,
motivadas por la liberacion de particulas virales al medio por parte de las familias mas
susceptibles. Peréz et al. (2002) han reportado mayor susceptibilidad en PL75 que en
PL55. Sin embargo, en el bioensayo de esta investigacion los animales son de 2 g y de

mayor edad que PL 75. Por otra parte en desafios con WSSV realizados con un lote de



68

camarones de L. vannamei a distintas edades, Melena (comunicacion personal, Fundacion
CENAIM-ESPOL, Guayaquil, Ecuador) ha observado decrecimientos en la mortalidad de
individuos de mayor edad. Pramod et al. (2002) encontraron que animales subadultos y
adultos de M. rosenbergii presentaron menor mortalidad atribuida por WSSV, que las
larvas y juveniles. Sin embargo, en nuestro estudio la mortalidad se incremento en el 2%
bioensayo. Estos resultados coinciden con los reportados por Lotz (1997), donde la
susceptibilidad al virus de Taura en L. vannamei no disminuy6 al incrementar el tamafo
del animal. Para establecer tal efecto con WSSV, las variables edad y cohabitacion deben

ser evaluadas individualmente en futuras investigaciones.

5.3. BIOENSAYO III: EVOLUCION DE LA INFECCION

El bioensayo III estuvo enfocado a comprobar si las diferencias en las supervivencias de
familias se debid a una respuesta de tipo inmunitario. Por esta razén se consideraron
importante los primeros 3 dias para evaluar el comportamiento hemocitario circulante e

infiltrante, asi como la evolucion histopatologica del WSSV en los tejidos blancos.

El indice histologico de WSSV reportado por Sonnenholzner et al. (2002) en animales
infectados a 27°C fue similar al encontrado en este trabajo, corroborando que el nivel de
infeccion encontrado al tercer dia produce cerca del 50 % de la mortalidad para familias
susceptibles como para grupos de individuos en infecciones experimentales con WSSV.
Una posible resistencia fue observada por Sonnenholzner et al. (2002) quienes reportaron
la existencia de animales que mueren con mayor carga viral entre el 4° y 6 dia post-
infeccion, a diferencia de otros que presentando menor carga viral mueren entre el 2%y
3 dia. Esta observacion fue ratificada en nuestro estudio, el cual ademas sugiere que

estas diferencias de susceptibilidad en grupos de animales estarian dadas por diferencias
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familiares. Asi la familia F1 (resistente) soportd cargas virales mas fuertes que la familia
F12 (susceptible). Ademas la familia F12 present6 un indice de infeccion mayor a las 24
hrs post-infeccion que la familia F1. Estos resultados indican que la familia F12 presenta
un sistema inmune incapaz de enfrentar al patégeno las primeras horas de infeccion y una
baja tolerancia a fuertes cargas virales. Tang y Lightner (2000) establecen que entre las
24 y 36 hrs post-infeccion el WSSV es capaz de incrementar 140 veces su presencia en
los tejidos. Este intervalo de infeccion es considerado el inicio clinico de la enfermedad
(Sonnenholzner et al., 2002) es decir el periodo de incubacidén. Otra observacidn
realizada por los mismos autores y que coincide con nuestros resultados es que entre las
48 hrs y 76 hrs el indice de infeccidon se desacelera, situacion atribuida al incremento de
los hemocitos en circulacion y a la migracién de estos a los tejidos infectados en los

animales supervivientes (Tang y Lightner 2000).

Otras patologias consideradas en las observaciones histologicas fueron la piknosis y
kariorrexis (PK) las cuales han sido asociadas a varios virus (TSV, YHV y WSSV).
Segun Rodriguez et al. (in press) las células picnoéticas serian células apoptoticas (que se
han suicidado para no replicar al virus). Sonnenholzner ef al. (2002) también senalan que
la PK es mayor en animales que toleran altas cargas de WSSV o en supervivientes. En
este estudio, al tercer dia de infeccion los supervivientes de la familia F1 tuvieron mas

alto nivel de PK que la familia susceptible F12.

Diferentes tipos de respuesta inmune se observaron entre las familias resistentes y
susceptibles. Estos son los primeros datos de respuesta inmune reportados en familias de
camaron expuestas a una infeccion con WSSV. Es necesario recordar que en los

crustaceos cada tipo de célula tiene su rol en las reacciones de defensa. En el cangrejo de
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rio las células hialinas estdn implicadas directamente en fagocitosis, mientras que las
células granulares participan en el almacenamiento y liberacion del sistema

profenoloxidasa (proPo) y en citotoxicidad (Johansson et al. 2000).

Los resultados de los hemogramas mostraron gran variabilidad del numero total de
hemocitos y de la formula hemocitaria. La variacion en el nimero de hemocitos es
regulada por la liberacion de células desde el tejido hematopoyético y por la migracion de
hemocitos a diferentes tejidos (Mufioz et al. 2002). En nuestro estudio las caracteristicas
propias de cada familia antes de iniciar la infeccion experimental demostraron que
existieron familias que empezaron con un niimero alto de hemocitos. Le Moullac ef al.
(1998) relacionan esto a resistencia a patogenos, individuos que tengan en circulacién una
alta cantidad de hemocitos resistirdn mejor la presencia de un patégeno, aunque en este
estudio esto fue observado entre familias consideradas resistentes y susceptibles (F1 y
F3). La familia F3 al igual que la F1 también presentd un alto nimero de hemocitos
semigranulosos y granulosos al tiempo 0. Sin embargo, la familia F3 tuvo poca cantidad
de hialinos y alto numero de atipicos. Esto ultimo fue también caracteristico de las
familias susceptibles F12 y F23, las cuales tuvieron un alto contenido de hemocitos
atipicos en circulacion, demostrando un deficiente estado inmunitario antes de iniciar la
infeccion experimental. Ademas relaciona porcentajes altos de hemocitos atipicos con
una baja capacidad de reemplazo por hemocitos nuevos y una libre circulacion de células
inmunitarias desgastadas o apoptdticas, las cuales no son eliminadas por hemocitos sanos
y activos. La familia F11 (resistente) se merece un analisis particular. Esta familia se

inicié con pocas cantidades de hemocitos y alto porcentaje de hemocitos atipicos.
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Es importante destacar que la reaccion a la infeccion, independientemente de la familia,
fue el aumento en la produccion de hemocitos ante la presencia del virus. Esto fue
observado desde las 24 hrs de infeccion para el numero total de hemocitos, hemocitos
semigranulosos y atipicos; y desde las 48 hrs para los hemocitos hialinos y granulosos.
La bibliografia indica que la variacion de la formula hemocitaria y el grado de respuesta
se ven influenciados por el tipo de patéogeno o particula extrafia reconocida por el
hospedero como no propia. Jiravanichpaisal et al. (2001) reportaron que en el cangrejo
de rio inyectado con tejidos de branquias homogeneizadas en medio L15 con o sin
WSSV, la cantidad de hemocitos granulosos se incrementd desde el tercer dia post-
infeccion; sugiriendo que el homogenizado debid contener moléculas extrafias que
estimularon los mecanismos de defensa celular. Al 5% dia, el balance normal de los

hemocitos se restaur6 (Jiravanichpaisal et al. 2001).

La subpoblacion hemocitaria de mayor peso en el nimero total de hemocitos fue la de los
semigranulosos (en porcentaje y en niimero). Tanto en las familias resistentes como en
las susceptibles, los hemocitos semigranulosos se incrementaron rapidamente a las 24 hrs
post-infeccion. Esto concuerda con las investigaciones de Holmblad y Soderhill. (1999),
quienes establecen que los hemocitos semigranulosos son los mas sensibles y los que

reaccionan primero en la respuesta inmune.

La causa de un descenso en el numero de hemocitos es origen de controversias. Segin
Henning et al. (1998) el virus es el responsable de la disminucién de los hemocitos,
posiblemente debido a la explosion de las células o por apoptosis inducida por el virus,
dando como resultado un rebrote del virus. Otros autores como Montesdeoca (2001)

también reportan apoptosis en los hemocitos de camaron infectado con WSSV. Sin
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embargo, Sonnenholzner et al. (2002) observaron en hemogramas seriados de una
poblacion de animales infectados con WSSV a 33°C (sin mortalidad), una disminucion de
hemocitos semigranulosos al tercer dia de infeccion. Esta disminucion fue relacionada
por los autores con una migracion de los hemocitos a los tejidos y la presencia del
proceso de encapsulacion en los tejidos blancos del WSSV (Sonnenholzner ef al., 2002).
Nuestros resultados sugieren un comportamiento similar en las familias resistentes. En
efecto a las 24 hrs post-infeccion hubo una fuerte generacion de hemocitos
semigranulosos en tanto que a las 48 hrs (cuando no se habia desencadenado aun la
mortalidad en estas familias) se observd un cambio de la pendiente de los hemocitos
semigranulosos. Cambio que coincidid con un incremento en el indice de encapsulacion
para la familia F1. Esta tendencia en la pérdida de hemocitos semigranulosos se mantuvo

en los animales sobrevivientes del 3 dia en estas dos familias.

Un comportamiento diferente fue observado en las familias F12 y F23 (susceptibles). En
ellas se detectaron incrementos de hemocitos semigranulosos en circulacion a las 24 hrs
(pero en menor grado que en las familias resistentes). A las 48 hrs y 72 hrs los animales
supervivientes mantuvieron mayor porcentaje de hemocitos semigranulosos que a las 24
hrs, en tanto que los indices de migracion y encapsulacion fueron bajos para la familia
F12. Esto sugiere que ademas de la concentracion de hemocitos saludables es importante
el grado de activacion hemocitaria. Ensayos como deteccion de O, actividad PO y
deteccion de moléculas inmunitarias celulares podrian ser muy informativos sobre el

nivel de activacion celular en familias resistentes y susceptibles.

El analisis estadistico sugiere que la pérdida de hemocitos hialinos tanto en porcentaje

como en numero a las 24 hrs de post-infeccion estuvo relacionada con el inicio de la



73

infeccion. La familia F1 (resistente) tuvo altos porcentajes de hemocitos hialinos al inicio
del experimento (tiempo 0), los cuales decrecieron a las 24 hrs de infeccion, momento en
que se incrementaron considerablemente los hemocitos atipicos en esta familia. En el
trabajo de Montesdeoca (2001) se enfatiza que los hemocitos hialinos tienen una relacion

inversa con los atipicos.

No se encontrd un patron caracteristico para el porcentaje de hemocitos granulosos entre
las familias pero si una reaccidon a la infeccion. Se observd una perdida de esta
subpoblacion a las 24 hrs de infeccion, sugiriendo su participacion en la formacion de
capsulas en los tejidos infectados. Al respecto Montesdeoca (2001) y Sonnenholzner et
al. (2002) senalan que los hemocitos granulosos decrecen con la infeccion por WSSV, sin
embargo ellos sugieren que el decrecimiento estd dado por migracion y participacion de
estas células en encapsulacion, coincidiendo esto con los resultados de Van de Braak et
al. (2002) quienes encontraron gran cantidad de hemocitos granulosos en los tejidos de
animales infectados con WSSV. Otra caracteristica observada en este estudio fue el
incremento desde las 48 hrs de infeccion. Jiravanichpaisal et al. (2001) encontraron una
relacion inversa entre el grado de infeccidon y los hemocitos granulosos, otorgandole a los
hemocitos granulosos mayor resistencia al virus que las células que no tienen granulos y
que se requieren periodos mas largos de infeccion para que sean destruidos por el virus.
Por otra parte, Wang et al. (2000) reportaron que las células granulares en cultivo celular

del 6rgano linfoide presentaron un menor porcentaje de infeccion al WSSV.

Otro factor importante relacionado a la respuesta inmunitaria es la presencia de esferoides
en el organo linfoide, los cuales se han asociado a muchos virus como por ejemplo el

TSV, donde los esferoides estan relacionados a la respuesta inmune celular del hospedero
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(Hasson et al., 1999). En su estudio las caracteristicas histologicas de los animales
infectados con TSV incluyeron un o6rgano linfoide hipertrofiado resultado de la
proliferacion de los esferoides (Hasson et al., 1999). Khanobdee et al. (2002)
encontraron cambios patologicos en células del 6rgano linfoide en las primeras horas de
infeccion con YHV. En la familia resistente F1, el indice de esferoides se incremento6 a
las 24 hrs de post-infeccion observandose en ella muchos esferoides de tipo A, al
contrario de la familia susceptible F12 en la cual el incremento fue minimo presentando
ademas muchos esferoides de tipo B. El tipo de esferoides A ha sido asociado a una
infeccion infima casi indetectable o una eliminacion del virus por mecanismos ain
desconocidos (Hasson et al., 1999). Los esferoides de tipo B han sido encontrados en los
niveles mas altos de infeccion. Hasson et al. (1999) sugieren que este tipo de esferoides
esta relacionado con replicacion viral en el 6rgano linfoide, ellos muestran una mayor
prevalencia viral y por consiguiente una mayor destruccion celular de los esferoides de
tipo B. A las 72 hrs de post-infeccion cuando se inicia la mortalidad, los supervivientes
de la familia F1 presentaron esferoides de tipo B. Sin embargo, otras herramientas de
diagnostico son necesarias para corroborar la presencia o ausencia del virus del WSSV en
los esferoides de tipo B. Un mayor tiempo de infeccion es necesario para la formacion de
esferoides de tipo C, los cuales aparecieron en nuestro estudio al 3* dia de infeccion (en
animales supervivientes). Una ausencia viral en los esferoides de tipo C podria demostrar
que los esferoides juegan un importante rol en la eliminacion del patégeno como lo
reportd Hasson et al. (1999) para TSV. Por otra parte no hay que olvidar que el 6rgano
linfoide es el sitio donde se ha detectado la presencia de fagocitosis de particulas virales
del WSSV (Rodriguez, en preparacion) y que posiblemente esta fagocitosis sea realizada
por hemocitos hialinos. Por lo tanto no se podria descartar que el incremento de los

esferoides a las 24 hrs en la familia resistente F1 esté relacionado con la caida de
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hemocitos hialinos en circulacion observada en esta familia. La presencia de esferoides
en el 6rgano linfoide en los animales al dia 0 puede estar relacionada con una respuesta

inmune innata inducida por alguna infeccion viral previa, posiblemente el mismo WSSV.

Un parametro adicional que se evalud en familias resistentes y susceptibles fue la
concentracion de proteinas plasmaticas (este parametro se tomd como indicador de buena
salud). La concentracion de proteinas plasmaticas fue baja tanto en las familias
susceptibles como en las resistentes, observandose un incremento a las 24 hrs en una
familia susceptible y en dos familias resistentes. Este incremento podria estar relacionado
al intento de los animales de responder al desafio incrementando la capacidad microbicida
del plasma. Al respecto Bachere (2002) ha reportado las cualidades microbicidas de la

hemocianina, principal proteina del plasma de los crustaceos.

Resumiendo la informacién obtenida de las familias resistentes podemos decir que la
familia F11, en el tiempo 0 presentd bajo contenido de hemocitos saludables en
circulacion, en especial hialinos, mostrando por este motivo un alto porcentaje de
atipicos, sin embargo el nimero de atipicos siempre fue bajo. Por otra parte esta familia
mostro la capacidad de reaccionar con mucha rapidez al desafio microbiano,
incrementando los hemocitos circulantes en especial los hialinos y semigranulosos,
decreciendo el porcentaje de hemocitos atipicos. Esta familia tuvo ademas una mejor
concentracion de proteinas plasmaticas a las 24 hrs que en el tiempo 0. Como se
recordard la F11 fue la tnica familia que reacciond a la inmunoestimulacion. Estos
resultados sugieren dos tipos de comportamiento: 1) esta familia mantiene bajo niveles
de proliferacion en ausencia de alerta inmunitaria; o 2) el alto porcentaje de hemocitos

atipicos podria explicarse por migracion a los tejidos de los hemocitos saludables, es decir
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que posee hemocitos muy activos. Esta familia, a diferencia de las otras, nunca perdiod
hemocitos hialinos circulantes. Varios autores han observado un incremento del
porcentaje de hemocitos hialinos entre los picos de infeccion en animales de alta carga
viral (Henning et al. 1999; Kim et al. 1999). En tanto que Montesdeoca (2001) y
Sonnenholzner et al. (2002) observaron altos porcentajes de hemocitos hialinos en los

animales que oponen resistencia al virus.

El hemograma y la histologia de la familia F1 al tiempo 0 indican que los animales de
esta familia, si tuvieron una infeccion previa, ésta fue muy leve. Antes de la infeccion la
familia F1 tuvo bajo el numero y porcentaje de hemocitos atipicos, bajo indice de
piknosis-kariorrexis (PK) y bajo indice de esferoides (siendo estos en particular del tipo
A). Ante la infeccion esta familia perdido hemocitos hialinos ganando atipicos, pero al
igual que la F11 gener6 muchos semigranulosos, en los que se observo un cambio de
pendiente a las 48 hrs, en tanto que mantuvo alto el porcentaje de granulosos en los
supervivientes a las 72 hrs de post-infeccion. La F1 tuvo alto contenido de hemocitos
totales indiferentemente del tiempo de infeccion. Por otra parte la familia F1 tuvo las

mayores concentraciones de proteinas plasmaticas durante todo el muestreo.

Antes de iniciar la infeccidn la familia resistente F22 fue similar a la F11 pero reaccion6
de manera diferente a la infeccion a las 24 hrs. En ella se observd mayor porcentaje de
hemocitos atipicos que en la F11. Ademas mantuvo alto el porcentaje de hemocitos
semigranulosos desde las 24 hrs (contrariamente a lo observado en la F1 y F11) y ella
nunca perdié hemocitos atipicos. De las 3 familias consideradas resistentes la F22

presentd la menor supervivencia en los 3 bioensayos.
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En cuanto a las familias susceptibles F12 y F23, los resultados de hemogramas al tiempo
0 (alto nimero y porcentaje de hemocitos atipicos) sugieren una infeccidon previa.
Montesdeoca (2001) reporté que la concentracion de hemocitos atipicos guarda relacion
con el nivel de infeccion con WSSV. Al respecto la familia F12 present6 un alto indice
de PK y esferoides de los morfotipos A y B en el érgano linfoide antes de la infeccion
experimental, confirmando la posible infeccion previa. Se ha reportado la presencia de
esferoides en varias infecciones virales (Hasson et al., 1999), de hecho la histologia de los
animales de la F12 mostraron una incipiente infeccion con WSSV. El hemograma mostrd
incremento de semigranulosos (en nimero y porcentaje) a las 24 hrs post-infeccion, pero
el porcentaje de semigranulosos en estas familias fue el més bajo. El contenido de
semigranulosos se increment6 en los supervivientes desde las 48 hrs, en tanto que la
histologia realizada en la familia F12 mostré bajos niveles de migracion y encapsulacion,
sugiriendo en estos animales baja activacion celular. La familia susceptible F3 tuvo un
comportamiento hemocitario similar a la F1 pero se diferencié por el bajo contenido de
hemocitos hialinos y el alto contenido de hemocitos atipicos. Ademas, esta familia tuvo

la menor concentracion de proteinas plasmaticas durante el muestreo.

Nuestros resultados sugieren que en las familias resistentes existe una constante reaccion
de los hemocitos, en mecanismos de infiltracién, encapsulacion y formacion de
esferoides. En lo fundamental la respuesta celular (hemograma y migracion) de las
familias resistentes fue muy similar a la reportada por Sonnenholzner et al. (2002) para
animales desafiados bajo condiciones de hipertermia. Siendo esenciales tanto la cantidad
de hemocitos circulantes con los que un individuo se enfrenta a un agente patégeno de la
indole del WSSV, como la intensidad de respuesta al primer estimulo, proliferando y

manteniendo cantidades suficientes de hemocitos activos en circulacion (en particular los
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hemocitos hialinos y semigranulosos) y en los tejidos, para cumplir al mismo tiempo con

varios procesos de defensa.

A continuacion se presenta la Tabla 19 que resume la respuesta inmunitaria celular de los
camarones y otros crustaceos reportados por la literatura y las observaciones del
hemograma y 6rgano linfoide en las familias resistentes F11 y F1 y en las familias

susceptibles F12 y F23.



Tabla 19: Comparaciones del comportamiento hemocitario circulante e infiltrante entre 4 familias, 2 resistentes y 2 suceptibles al WSSV y

la informacion bibliografica disponible para peneidos

Hemocitos Totales

Hialinos (HH)

(NTH) Semigranulosos (HSG) Granulosos (HG) Esferoides
Procesos Encapsulacion Encapsulacion
: . Proliferacié Nodulos
inmunitarios roli era(;{or} y Fagocitosis o .. OL.: filtro PV
reportados por la migracion: Fagocitosis Fagocitosis Esferoides
literatura para Modificacion n® HC Actividad PO Actividad PO

Peneidos

Péptidos antimicrobianos

Péptidos antimicrobianos

Bajo condiciones de

Fagocitosis de PV en OL Encapsulacion de células

o ) picnoticas
Fagocitosis de células

Presencia de

. . esferoides
Incremento a 24 hrs PI . Infiltracion en tejidos Modificacion del n° HC .. L
WSSV infectadas diana del virus Sitio de fagocitosis
i ion n° del WSSV
Modificacion n® HC Modificacion n® HC
Familia resistente Incremento de HC No pierde HH Fuerte incremento % HSG  Incremento % de HG en
(F11) luego de la infeccion circulantes a las 24 hrs A 24 hrs.Pl. Infiltrantes a sobrevivientes del
Bajo n° HA de infeccion 0 hrs?
. : Al tiempo 0, alto Alto conj[enldo de HH al Fuerte incremento % HSG ) )
Familia resistente contenido de HC tiempo 0 a 24 hrs. Pl Incremento % HG en  Esferoides de tipo A 'y
Fl1 ) Srdi T ivientes del 3 dia B pri 48 hrs PI
& Bajon®y % de HA Fuerte p er(li)lld aa 24 hrs Fuerte infiltracion supetvivienies de @ primeras
Familia susceptible ~ Alto n°y % de HA al Pérdida de HH las Bajo % SHG 24 hrs PI Esferoides de tipo B
(F12) tiempo 0 primeras 24 horas Baja infiltracion primeras 24 hrs PI
Famlh‘z;‘g‘)’epuble Alto % HA al tiempo 0 * crdida djg};}rlsd“de 1as Baio % HSG 24 hrs PI

PI: Post-Infeccion; OL: Organos Linfoide; PV: Particulas virales; HC: Hemocitos circulantes; HA: Hemocitos Atipicos
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CONCLUSIONES

1. Se encontr6 variabilidad en la susceptibilidad de las familias al WSSV, ratificando

la utilidad de la seleccion genética a nivel familiar.

2. El 63% de las familias (17/27) tuvieron supervivencias del 0% al desafio con
WSSV, es decir que el 63% de las larvas que se siembran estarian destinadas ha no

sobrevivir a un brote del WSSV en los estanques.

3. La supervivencia de las familias resistentes al WSSV puede disminuir si cohabitan
con animales de mayor infectividad (sensibles) durante la prueba de desafio al virus. Las

sensibles se comportarian como fuente de reinfeccion.

4. Familias consideradas potenciales resistentes (resistentes hasta el 6° dia) no

soportaron una reinfeccion que pudo estar ocasionada por un segundo rebrote viral.

5. El efecto de la inmunoestimulacion es de caracter selectivo, es decir que el efecto
se observo so6lo en una familia, la misma que tuvo caracteristicas de resistencia en el

primer bioensayo.

6. El nivel de infeccion encontrado al tercer dia produjo cerca del 50% de la

mortalidad para familias susceptibles.
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7. Las familias resistentes prolongan el proceso de infeccion durante las primeras 24
hrs y pueden sobrevivir con mayores cargas virales a las 72 hrs de infeccion (mayor

periodo de incubacion).

8. Las familias sensibles alcanzan altos indices de infeccion los primeros dias y

mueren rapidamente.

9. Un nivel alto de piknosis-kariorrexis (P-K) en animales supervivientes al tercer
dia de infeccion indicaria que el sistema inmune desarrolla una buena estrategia de
resistencia al virus. Esto fue observado en la familia resistente F1, con un mayor nivel de

PK que la familia susceptible F12.

10.  En familias que presentan resistencia al WSSV se increment6 el indice de
formacion de esferoides (mecanismo implicado en la eliminacion de particulas virales),

en particular los del morfotipo A.

11. Los animales de las familias resistentes tuvieron un alto nimero de hemocitos

totales al inicio (F1) o éste se incremento al primer contacto con el virus (F11).

12. Nuestros resultados demuestran que una familia resistente incrementd los
hemocitos semigranulosos en las primeras horas de infeccion, mantuvo altos indices de
infiltracion y aument6 el proceso de encapsulacién en los tejidos de los animales

supervivientes al tercer dia de infeccion con WSSV.
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13. Una familia susceptible incrementa la cantidad de hemocitos semigranulosos en
las primeras horas de infeccion y presenta un indice bajo de migracion hemocitaria y
encapsulacion en los tejidos de animales supervivientes al tercer dia de infeccion.
Sugiriendo que en su susceptibilidad estaria también involucrado un bajo nivel de

activacion celular.

14.  La disminucion de los hemocitos hialinos, en porcentaje, estuvo relacionada con

el comienzo de la infeccion y el incremento del nimero de hemocitos atipicos.

15. Al tiempo 0, el nimero de hemocitos atipicos, el indice de PK y la formacion de
esferoides de los morfotipos A y B (en el 6rgano linfoide) fueron mas altos en la familia

susceptible que para la familia resistente; indicando una posible infeccion previa.

16. Las familias resistentes al WSSV fueron inmunitariamente eficaces y por lo tanto

podrian ser a la vez resistentes a otros patégenos.

17.  Una respuesta celular intensa e inmediata seria necesaria para combatir al WSSV.
Se encontr6é que la mayor supervivencia de las familias resistentes estaria asociada con la
respuesta inmune celular del hospedero, lo que significa mantener en circulacioén
cantidades suficientes de hemocitos activos que estén involucrados en infiltracién

hemocitica, encapsulacion y formacion de esferoides en el 6rgano linfoide.

18.  Nuestros resultados sefialan que el hemograma es una herramienta util, rapida y de

facil acceso para evaluar el estado inmunitario del camardn y establecer en que momento
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el animal se encuentra inmunodeprimido. Esta informacion es necesaria para poder

modular el sistema inmunitario del camaron.
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RECOMENDACIONES
1. Sembrar familias resistentes en las piscinas de produccion para disminuir la
mortalidad por cohabitacion.
2. Estudiar la utilidad del inmunoestimulante para incrementar las supervivencias de
las familias resistentes.
3. Utilizar el hemograma como una herramienta practica de diagnéstico inmunitario,
en sistemas de cultivo.
4. Realizar mas estudios para entender las interacciones camaron/WSSV.
5. Utilizar técnicas que muestren evidencia de ADN fragmentado y/o cromatina

condensada como caracteristica de la presencia de células apoptoticas en los tejidos
infectados con WSSV. Esto seria necesario para determinar si el nivel alto de células
picnoticas en animales supervivientes a una infeccidon esta relacionado con este

mecanismo de suicidio celular.

6. Analizar el nivel de activacioén celular en familias resistentes y susceptibles
mediante deteccion del Oy, cuantificacion de la actividad PO y/o cuantificacion de

proteinas inmunitarias celulares.
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ANEXO 1

Protocolo de manejo de larvicultura de la Fundacion CENAIM-ESPOL

\ 1 EDTA o Artemia
'  Vol. Recam. Malla Algas.(IO ) ml’ Probio;[(i)cos 20 Treflan Esplrulrma LHE 1' S(?cc? naup.art/ Rotiferos
Dia Estadio L) o, (m) Thalass1051ra/chaet0ce.ros 10 ppm ok go/millon/ mL/millon/ g/millén/  larva rot/mL
Chaetoceros/tetraselmis* mL/tq oltq mL/tq larva larva larva (enr) 50%
100%*
N5 15 80/20 1,5 0,3 0,0015
1 Z1 25 120 2,5 0,5 0,0025 12 10 10
2 Z2 35 160 3,5 0,7 0,0035 12 17 10 10
3 Z3 40 200 4,0 0,8 0,004 14 20 11 10 15
4 Z3-M1 45 80/80* 4,5 0,9 0,0045 14 23 13 12 20
5 M1 50 60 5,0 1,0 0,005 16 28 14 14 25
6 M2 50 30% 300 60 5,0 1,0 0,005 16 35 20 19 27
7 M3 50 30% 300 60 5,0 1,0 0,005 18 45 23 24 30
8 M3-PLI 50 30% 400 60 ” 5,0 1,0 0,005 18 29 17* 33
9 PL1 50 30% 400 60 ” 5,0 1,0 0,005 20 34 20 33
10 PL2 50 30% 400 Navicula/Amphora ~ 5,0 1,0 0,005 20 44 25 35
11 PL3 50 40% 500 60 ~ 5,0 1,0 0,005 64 30
12 PL4 50 40% 500 60 ~ 5,0 1,0 0,005 76 35
13 PL5 50 40% 500 60 5,0 1,0 0,005 88 40
14 PL6 50 40% 500 .60 5,0 1,0 0,005 100 45
15 PL7 50 40% 500 60 ” 5,0 1,0 0,005 112 50
16 PL8 50 40% 500 60 ~ 5,0 1,0 0,005 124 55
17 PL9 50 40% 500 60 " 5,0 1,0 0,005 136 60
18 PLIO 50 40% 500 60 " 5,0 1,0 0,005 150 65
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ANEXO IT

Prueba de Normalidad Kolmogorov Smirnov y Homogeneidad de varianzas de Levene

Bioensayo |

Datos de supervivencia de todas las familias

Prueba de Normalidad
Variable Kolmogorov Smirnov p
dia 15 (DC) 0.64481 0.01
dia 15(DT) 0.665 0.01

Prueba de Levene para homogeneidad de varianza
Variable MS Efecto MS error F p

Dia 15 DC 0.0162985 0.0011919 13.6743 | 0.000
Dia 15 DT 161.0672 15.20799 10.59096 | 0.000

DC: datos crudos; DT: datos transformados

Datos de las familias sobrevivientes

Prueba de Normalidad
Variable  Kolmogorov Smirnov p
dia 15 (DC) 0.5215 0.01
dia 15(DT) 0.5428 0.01

Prueba de Levene para homogeneidad de varianza
Variable = MS Efecto MS error F p
Dia 15DC  2.921875 0.325 8.990385 0.0000
Dia 15 DT  178.5258 39.98461 4.464864 0.0001201

DC: datos crudos; DT: datos transformados
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ANEXO I1I

Porcentaje de supervivencia en familias desafiadas con WSSV en el bioensayo 11
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ANEXO IV

Presencia de células infectadas con WSSV en los tejidos del camaron blanco L.

vannamei de la familia 12 (susceptible) durante el bioensayo III
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Presencia de células infectadas con WSSV en los tejidos del camaron blanco L.
vannamei de la familia 1(resistente) durante el bioensayo III.
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ANEXOV

Indice patologicos e inmunitarios obtenidos en el bioensayo III

Familia 1 (resistente) 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs
WSSV 0,28 0,35 2,31 2,63
Piknosis 0,03 0,04 0,08 0,15
Encapsulacion 0,02 0,03 0,02 0,12
Infiltracion 0,08 0,12 0,08 0,09
Esferoides 0,16 0,74 0,85 1,19
Esferoides Tipo A 0,37 0,50 0,33 0,00
Esferoides Tipo B 0,00 0,50 0,56 0,77
Familia 12(susceptible) 0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs
WSSV 0,28 0,79 2,21 1,89
Piknosis 0,08 0,02 0,09 0,13
Encapsulacion 0,02 0,04 0,05 0,07
Infiltracion 0,06 0,02 0,03 0,05
Esferoides 0,38 0,61 0,69 0,61
Esferoides Tipo A 0,35 0,00 0,06 0,00
Esferoides Tipo B 0,15 0,53 0,50 0,71
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ANEXO VI
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Prueba de Normalidad Kolmogorov Smirnov y de homogeneidad de varianza de Bartlett

para cada una de las variables evaluadas en el bioensayo III (tiempo 0).

Datos crudos

Prueba de Normalidad
Variables Kolmogorov-Smirnov p
GP 0.13855 1
SP 0.06935 0.149
HP 0.10992 1
AP 0.19586 0.0043
GN 0.07123 0.3
SN 0.13651 1
HN 0.05838 1
AN 0.08706 1
NTH 0.05181 0.4474
PP 0.06701 1

Datos transformados

Prueba de Homogeneidad de varianzas

Prueba de Homogeneidad de varianzas

Variable Bartlett df p
(€3] 4.15808 5 0.5268982
P 4.72901 5 0.4498558
HP 9.10375 5 0.1050302
AP 5.39936 5 0.3691303
GN 19.2576 5 0.0017245
SN 23.91103 5 0.0002266
HN 20.9845 5 0.0008176
AN 11.6602 5 0.0397769
NTH 18.1909 5 0.0027214
PP 2.99757 5 0.7003607

Variable Bartlett df p
G\ 3.410487 5 0.6369765
SN 2.866585 5 0.7205445
HN 3.546077 5 0.616432
AN 7.989992 5 0.1568225
NTH 5.275818 5 0.383176

Sombreados los resultados no significativos p>0,05, presentaron homogeneidad de varianzas

PG: porcentaje granulosos
PS: porcentaje semigranulosos
PH: porcentaje hialinos
PA: porcentaje atipicos

NG: nimero granulosos

NS: nimero semigranulosos
NH: nimero hialinos

NA: nimero atipicos

NTH: numero total de hemocitos
PP: proteinas plasmaticas
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ANEXO VII

Prueba de Normalidad y homogeneidad de varianzas para cada uno de las variables

evaluados en el bioensayo III. (tiempo 24).

Prueba de Normalidad
Variables  Kolmogorov-Smirnov p

GP 0.068 0.3857
SP 0.10595 1
HP 0.258 0.005
AP 0.0735 0.0977
GN 0.0659 0.3562
SN 0.1087 0.0069
HN 0.1374 0.054
AN 0.06617 1
NTH 0.1376 0.0446
PP 0.1388 1
Datos crudos Datos transformados

Prueba de Homogeneidad de
varianzas

Variable F df p

Prueba de Homogeneidad de

GP 1.250251 5 0.3273559 varianzas

SP 1.251898 5 0.3266819  Variable F df p
HP 4.097193 5 0.0116629 HP 2.386318 5 0.079
AP 1.112195 5 0.3886178 SN 1.260048 5 0.323
GN 1.623838 5  0.2043806

SN 3.387733 5 0.0248413

HN 1.953589 5 0.135013

AN 1.030981 5 0.4292588
NTH 2.159561 5  0.1045652

PP 0.922474 5 0.4890741

Homogeneidad de varianzas no diferentes (sombreados p>0,050)



ANEXO VIII

Prueba de Normalidad y homogeneidad de varianzas para cada uno de las variables

evaluados en el bioensayo III.

Datos crudos

Prueba de Normalidad
Variables Kolmogorov-Smirnov p
GP 0.10103 0.05
SP 0.0424 0.16
HP 0.03407 0.596
AP 0.06156 0.101
GN 0.0319 0.1179
SN 0.09016 0.0114
HN 0.07167 0.1591
AN 0.10444 0.0023
NTH 0.03262 0.7517
PP 0.04061 0.5021

Prueba de Homogeneidad de Varianzas

Variable Bartlett gl p
GP 33.476 23 0.073
SP 27.316 23 0.243
HP 31.875 23 0.103
AP 44.659 23 0.004
GN 79.187 23 0.000
SN 52.134 23 0.000
HN 75.029 23 0.000
AN 60.653 23 0.000

NTH 53.975 23 0.000
PP 34.585 23 0.057

Datos transformados

Prueba de Homogeneidad de

Varianzas
Variable Bartlett gl p
AP 3487173 23 0.0537
GN 29.02523 23 0.1796
SN 23.24179 23 0.4468
HN 22.34315 23 0.4997
AN 30.07906 23 0.1473
NTH 29.30812 23 0.1704

Homogeneidad de varianzas no diferentes (sombreados p>0,050)
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ANEXO IX

Resultados del analisis de varianza de cada una de las variables evaluadas en el modelo

estadistico utilizado en el bioensayo III.

Hemocitos granulosos (%) Hemocitos hialinos (%)
Fuente gl |SC CM F p SC CM F p
Replica 3| 257,53 85,84 1,178 10,3268 142 472 1,17 0,3296
Familia 5| 9652 193,04 2,545 0,737 583 116,6 1,3 0,3265
Replica*Familia 15| 1137,99 75,86 1,041 0,4305 | 1376 91,7 2,3 10,0144
Tiempo 3| 1820,45 606,81 8,330 0,0001 1238 4127 10,2 0,0001
Tiempo*Familia 15| 2482,38 165,49 2,272 0,0146 | 1079,6 71,9 1,8 0,0621
Residual 53| 38611 72,85 2137 40,32
Hemocitos semigranulosos (%) Hemocitos atipicos (%)

Fuente gl SC CM F p SC CM F p
Replica 31 11,5 3,83 0,018 0,99 0,068 0,023 0,836 0,4801
Familia 5| 77,04 1541 9,550  0,0003 1,44 0,298 8,1 0,0007
Replica*Familia 15| 24 161 0,748  0,7260 54 0,036 1,3 0,2308
Tiempo 3| 34,18 1140 5,280  0,0029 95 0,32 11,5 0,0001
Tiempo*Familia 15| 93 620 2,873 0,0024 | 1,25 0,08 3 0,0014
Residual 53| 11440 215 1,45 0,03

Proteinas Plasmaticas Numero total de Hemocitos
Fuente gl SC CM F p SC CM F p
Replica 3] 196 65.6 033 0,8 0,37 0,125 1,148 10,2303
Familia 5| 5333 1067 43 0,0122 | 1,375 0,275 3,66 0,0229
Replica*Familia 15| 3693 246,2 1,25  0,2623 | 1,125 0,075 0,89 0,579
Tiempo 3| 2409 80,2 041 0,7466 | 1,637 0,545 6,47 0,0008
Tiempo*Familia 15| 3673 2448 1,25 0,2669 | 1,772 0.118 1,4 0,1813
Residual 53] 10384 1959 4,468 0,084

Hemocitos granulosos Hemocitos semigranulosos
Fuente gl SC CM F p SC CM F p
Replica 3| L14 0,38 2,8 0,0466 | 0,35 0,116 0,88  0,4533
Familia 5| 3,24 0,64 5,6 0,0041 | 3,84 0,76 7,32 0,0012
Replica*Familia 15 1,728 0,115 0,85 0,6126 | 1,57 0.104 0,79  0,6743
Tiempo 31 2,99 0,965 7,18 0,0004 |491 1,64 12,46 0,0001
Tiempo*Familia 15| 2,57 0,17 1,27 02486 | 4,46 0.29 2,26 0,0149
Residual S3| 7,12 0,13 6,96 0.13

Numero Hemocitos hialinos Numero Hemocitos atipicos

Fuente gl SC CM F p SC CM F p
Replica 3] 0,017 0,0058 1,58  0,2035 | 0,0005 0,0001 0,032 0,9923
Familia 5| 0,049 0,098 3,13 0,0392 | 0,21  0,0423 9,442 0,0003
Replica*Familia 15/ 0,041 0,003 0,853 0,6173 | 0,067 0,0044 0,817 0,6546
Tiempo 3] 0,07 0,0234 6,35 0,0009 | 0,103 0,0343 6,269 0,001
Tiempo*Familia 15| 0.11  0,0073 1,99  0,0338 | 0,237 0,0158 2,89 0,0022
Residual 53] 0,195 0,0036 0,29  0,0054






