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RESUMEN

Se evalud el efecto de la infeccién experimental de Aeromonas salmonicida sobre la
actividad de f enoloxidasa (PO) en hembras adultas de Cryphvops caementarius. Se
emplearon 60 hembras adultas de C. caementarius, en estado de muda C y/o D, con un
peso y longitud promedio de 2,90+0,16 a 5,05+1,44 gy 4,52+0,31 a 5,53+0,52 cm
respectivamente. El disefio experimental fue completamente aleatorio con dos tratamientos
(CONTROL y EXPERIMENTAL) y 6 ejemplares en cada tratamiento para cada tiempo a
las O (Basal, antes de la infeccién), 12, 24, 48 y 72 h después de la infeccién. Los
ejemplares del tratamiento EXPERIMENTAL fueron inoculados 0,050 ml de la
suspensién de células viables de 5x107 CFU.ml? de A. salmonicida en el sinus ventral a
través de la base del primer pleépodo del segmento abdominal. Los ejemplares del
tratamiento CONTROL fueron inoculados con 0,050 ml de SSF estéril. Las muestras de
hemolinfa fueron tomadas del sinus pericardico para determinar la PO. Los valores de PO
de los tratamientos experimentales a las 24, 48 y 72 h son similares, en relacién al tiempo
0 o basal y a los valores del grupo control, sin diferencias significativas (p>0,05), pero
existe diferencias significativas a las 12 h. La infeccién experimental con A. salmonicida en
hembras adultas de C. caementarius mostré una regular actividad de PO sin diferencias
significativas. La actividad de PO, acompafiado de otros pardmetros inmunitarios como el
namero total y diferencial de hemocitos podria ser considerado como un indicador del
estado de salud y de importancia en el diagnéstico de enfermedades bacterianas en el
camardn de rio.

Palabras clave: Cryphyops caementarius, Aeromonas salmonicida, actividad de
fenoloxidasa (PO).

ABSTRACT

It was evaluated the effect of experimental Aeromonas salmonicida infection on the activity
of Phenoloxidase (PO) in adult female Cryphvops caementarius. 1t were used 60 adult
females C. caementarius, molt state C and / or D, weight and average length of 2.90 +
0.16 to 5.05 = 1.44 gand 4.52 = 0.31 to 5.53 * 0.52 cm respectively. The experimental
design was completely randomized with two treatments (control and experimental) and six
specimens in each treatment for each time at O (Basal, before infection), 12, 24, 48 and 72
h after infection. The specimens of the experimental treatment were inoculated 0,050 ml of
the suspension of 5x10” CFU.ml ~ ! viable cells of A. salmonicida in the ventral sinus
through the base of the first pleopod the abdominal segment. Copies of the CONTROL
treatment were inoculated with 0,050 ml of sterile PSS. Hemolymph samples were taken
from the pericardial sinus to determine the PO. PO values of experimental treatments at
24, 48 and 72 h are similar, relative to time O or baseline and the values of the control
group, with no significant differences (p > 0.05), but there are significant differences in the
12 h. Experimental infection with A. salmonicida in adult females of C. caementarius
showed regular PO activity without significant differences. The activity of PO, together with
other immune parameters such as total and differential hemocyte could be considered as
an indicator of health status and importance in the diagnosis of bacterial diseases in shrimp
river.

Keywords: Cryphvops caementarius, Aeromonas salmonicida, Phenoloxidase activity
(PO).
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I. INTRODUCCION

El cultivo de camardn ha tenido un impresionante crecimiento de importancia econémica y social, en
muchos paises en desarrollo; sin embargo, ha sido afectada por enfermedades infecciosas,
principalmente de etiologia bacteriana y viral causando gran pérdida de produccién (Aguirre y
Asencio, 2000), esto como consecuencia de factores estresantes y condiciones ambientales adversas,
muchas veces iniciadas por lesiones fisicas o lesiones por paréasitos (Ponce et al., 2005). La
sostenibilidad de la industria del camarén depende del control de la enfermedad v el estado de salud
de los camarones; desde este punto de vista, el sistema inmunoldgico es una herramienta de valor
para evaluar la salud del camarén (Rodriguez y Le Moullac, 2000).

Especies de los géneros Pseudomonas sp., Aeromonas sp. y Vibrio sp. conforman la microbiota
heterétrofa normal de camarones (Kennedy et al., 2006); sin embargo, estas bacterias estan
asociadas a “la enfermedad del caparazén”, conocida como necrosis bacilar o mancha negra,
observado en Macrobrachium sp., como consecuencia de dafios mecéanicos y mala calidad del agua
de cultivo (Canas et al., 2001). Asi mismo, Tonguthai (1997) observé la ocurrencia de enfermedades
en larvas del camarén M. rosenbergii conocida como “necrosis bacteriana”, causada por Leucothrix,
provocando una decoloracién inicial a nivel de su cuticula, llegando a presentar manchas marrones
en las antenas y apéndices cefalotoracicos.

En los artropodos la respuesta inmune se presenta en dos fases, una fase inmediata no inducible,
generalmente asociada a los efectores celulares (hemocitos), quienes son responsables junto a otros
fagocitos inméviles, del proceso de fagocitosis y protagonizan los eventos de nodulacién y
encapsulacién de invasores, ellos catalizan el proceso de coagulacién y almacenan en su citoplasma
las enzimas de la cascada profenoloxidasa (proPO), responsable de la melanizacién que acompana la
respuesta inflamatoria en todos los artropodos. La segunda fase de la respuesta inmunitaria se
caracteriza por la sintesis de varios efectores humorales, proteinas y péptidos con fuertes propiedades
microbicidas, contra bacterias Grampositivas y Gramnegativas y hongos (Sotomayor, 2000). Por lo
tanto, en los crustaceos, los mecanismos de defensa se basan en componentes celulares y humorales,
que se interrelacionan para detectar y eliminar patégenos, que evidencian un peligro potencial para
el hospedero (Van de Braak, 2002; Rendén y Balcazar, 2003), regulando y reparando el dafno
(Vazquez et al., 1998). Los componentes celulares, los hemocitos, tiene su rol en las reacciones de
defensa (Maldonado et al., 2003), siendo capaces de fagocitar y encapsular, formar nddulos y
producir citotoxicidad (Lee, 2001; Van de Braak, 2002; Rendén y Balcazar, 2003). En C.
caementarius, Azanero et al., (2006) han detectado tres tipos de hemocitos circulantes: los hemocitos
hialinos o hialinocitos (H), los hemocitos semigranulosos (SG) que contienen granulos pequerios, son
los mas abundantes y los hemocitos granulosos (G) con granulos grandes. Estos ltimos, intervienen
en la fagocitosis, encapsulacién, melanizacién (por la liberacién del sistema profenoloxidasa (proPO),
y sintetizan y liberan péptidos antimicrobianos, como las peneidinas (Martin y Hose, 1992;
Johansson et al., 2000; Rendén y Balcazar, 2003).

En diversos crustdceos se han realizado muchos estudios teniendo en cuenta los cambios en los
parédmetros de la hemolinfa, utilizados para detectar las variaciones fisiolgicas, como el contenido
total de proteinas de plasma, la concentracién de glucosa, fosfatasa alcalina, tiempo de coagulacién,
recuento de hemocitos, la actividad de profenoloxidasa (proPO), el indice de fagocitosis, la liberacién
de intermediarios reactivos del oxigeno y la actividad antibacteriana han sido considerados como
marcadores potenciales para la salud o la enfermedad en los crustdceos (Van de Braak, 2002;
Rodriguez y Le Moullac, 2000).

Uno de los pardmetros inmunolégicos de importancia en los camarones, es el sistema proPO, que al
ser activado, se manifiesta en una serie de reacciones enzimaticas en cascada. Este sistema proPO,
observada en crusticeos e insectos se encuentra en el interior de los granulos de los hemocitos
granulosos y semigranulosos que puede ser liberado por estimulaciéon de péptidoglicanos (PG), B-
glucanos o lipopolisacaridos (LPS). Una vez liberado el contenido granular, el proPO es activado en
fenoloxidasa (PO), el cual es el responsable de la melanizacion, por oxidacién de fenoles en quinonas
los cuales se polimerizan en melanina. La melanina es un pigmento pardo-negro al cual, se le
adjudican diversas propiedades biolégicas tal como la inhibicién de la actividad de enzimas
bacterianas vy fingicas (Rendén y Balcazar, 2003). (Fig. 1).
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Fig. 1. Liberacién de diferentes efectores inmunolégicos (proPO) después de la activaciéon de
hemocitos por patégenos.

C. caementarius es una especie de importancia econémica en el Perd ya que se sustenta en una
pesqueria comercial y los estudios para establecer un cultivo estan siendo conducidos por diversas
instituciones. Una vez en cultivo, esta especie podria verse afectada por enfermedades infecciosas; sin
embargo no existen reportes de estudios realizados en relacion a enfermedades infecciosas
relacionados con los parametros inmunitarios, por lo tanto, una mejor comprensién de la respuesta
inmunolégica en estos crustdceos permitira establecer disefios de estrategias mas eficientes para el
control de las enfermedades y sobretodo, como un indicador de la salud la cual se refleja por una
funcién inmunolégica adecuada, relacionado con el estado de salud.

Por consiguiente, en este trabajo se ha investigado el efecto de la infeccién experimental de
Aeromonas salmonicida sobre la actividad de fenoloxidasa (PO) en hembras adultas de Cryphvops
caementarius.

ll. MATERIAL Y METODOS

2.1 Objeto de estudio

El objeto de estudio en esta investigacién estuvo constituido por 60 hembras adultas de C.
caementarius, procedentes del rio Pativilca (10° 49’ 59” S y 77° 43’ 09” Q) distrito de Pativilca,
Provincia de Barranca, Departamento de Lima, Perq, los cuales fueron trasladados al laboratorio de
Acuaristica de la Universidad Nacional del Santa, para su aclimatacién por una semana.

El experimento se realizd en el Laboratorio de Investigacion en Patologia e Inmunologia de
Organismos Acuéticos de la Universidad Nacional del Santa.

2.2 Equipos, instrumentos y materiales consumibles

Se utilizaron los siguientes equipos, materiales e instrumentos:

- Filtros Bio-Sponge Filter y Aquarium Pump para aclimatar las hembras adultas de C. caementarius.

- Espectrofotémetro  AQUAMATE PLUS UV-VIS de Thermo Fisher Scintific-USA, para la
determinacién de la actividad de la Fenoloxidasa (PO) (Hernandez-Lopez et al, 1996).

- Sistema microbiolégico automatizado VITEX 2 BIOERIEUX para la identificacién de A.
salmonicida.

- Oximetro digital Hach LDO10=+ 0,01 mg I para la medicién del oxigeno disuelto.

- Test colorimétricos Nutrafin + 0,05 mg I, para la determinacién de NO; (mg L!) y NH, (mg L!).

- Alimento balanceado para camarén (AquaFa con 25% de proteina cruda).

2.3 Métodos y técnicas

Una vez aclimatados, las hembras adultas de C. caementarius,, fueron distribuidos y mantenidos en
dos acuarios de vidrio control y experimental de 120 | debidamente aireados con filtros Bio-Sponge
Filter y Aquarium Pump vy colocados individualmente en recipientes de plasticos polipropileno
circulares transparentes de 14cm de didmetro y 6¢cm de profundidad, correspondiente a 154 cm2
como éarea de la base. Las paredes de cada recipiente tenian aberturas v un tubo de PVC de 2 cm de
diametro. (Fig. 2).
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Fig. 2. Sistema de crianza de hembras adultas de C. caementarius mediante disposicién de
recipientes en crianza individual.

Durante el tiempo de la experiencia cada camarén fue alimentado Ad Libitum utilizando alimento
balanceado para camarén (AquaFa con 25% de proteina cruda) a razén del % del peso total, y dos
veces al dia 8:00 am y 6:00pm. La limpieza de los acuarios se realiz6 diariamente por sifoneo de los
desechos metabdlicos sélidos y de los restos de alimento no consumido. Asi mismo, durante la
experiencia se determiné la temperatura (°C), O, disuelto (mg L*) (Oxfmetro digital Hach LDO10+
0,01 mg I'Y), pH (pH-metro + 0,01 unidades), NO; (mg L!) y NH, (mg L?) (Test colorimétricos
Nutrafin + 0,05 mg I'}).

2.3.1. Activacién y preparacién del inoculo de A. salmonicida

Para la infeccién experimental se emple6 un cultivo de A. salmonicida aislada de larvas enfermas de
C. caementarius e identificada por sistema microbiolégico automatizado VITEX 2 BIOERIEUX, el
cual fue conservado en medio TSA a 4°C en el laboratorio de Microbiologia v Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa. La activacién de A. salmonicida se hizo
mediante el sembrado en agar TSA en frascos de penicilina, los cultivos fueron incubados por 24 h a
30°C. A partir de los cuales se prepar6 el inoculo, realizando una suspensiéon en solucién salina
fisiolégica estéril y determinando la concentracién de UFC. ml* mediante turbidimetrfa, utilizando el
tubo N° 3 del Nefelémetro de Mc Farland, (9x102 bacterias.ml).

2.3.2. Infeccién experimental de A. salmonicida en hembras de C. caememtarius

De los acuarios de mantencién se seleccionaron 12 ejemplares en estado de muda C y/o D segin
Reyes & Lujan (2003) y con un peso vy longitud promedio de 2,900+0,1581 a 5,050+1,4391 gy
4520+0,3114 a 5,533+0,5164 cm, respectivamente. A cada uno de los 6 ejemplares (grupo
EXPERIMENTAL) fueron inoculados con 0,050 ml de la suspensiénde células
viables de 5x10’ CFU.mlI! de A salmonicida en el senoventrala travésde la
base del primer pleépodo del segmento abdominal, previamente desinfectados con alcohol de 70°
(Fig. 3), los otros 6 ejemplares (Grupo CONTROL) fueron inoculados con 0,050 ml de SSF estéril.
Los ejemplares de cada grupo post inoculacién fueron distribuidos en 2 acuarios de vidrio con 351, e
individualmente en depésitos plasticos circulares debidamente acondicionados (Fig. 4). Se tomaron
cada vez otros 12 ejemplares para ser evaluados a las 12, 24, 48 y 72 horas post-inoculacién,
respectivamente. Como basal, tiempo 0, se tomaron 12 ejemplares pre-inoculacion, distribuidos con
6 ejemplares para el grupo control y 6 para el grupo experimental.

Fueron evaluados los signos clinicos teniendo en cuenta los cambios en el comportamiento y las
caracteristicas externas de los organismos; y la supervivencia en relacién a la mortalidad.
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Fig. 3. Inoculacién experimental de A. salmonicida en el seno ventral a través de la base del primer pleépodo
del segmento abdominal.

2.3.3. Determinacién de la actividad de Fenoloxidasa (PO) en hembras de C. caementarius

Post inoculacién, y segin el tiempo de evaluacién, cada camardén tanto del grupo control y
experimental fueron extraidos de los acuarios y se colocaron sobre una toalla secante con el fin de
eliminar el agua en exceso. Las muestras de hemolinfa fueron tomadas del sinus pericardico de cada
camardn usando una jeringa de 1 ml (Insulin Syringe 26G V%), segtn Jussila et al. (1997), previamente
banada el interior con anticoagulante de Solucion Alsever modificada a 4°C (Van de Braak).

La actividad de la fenoloxidasa fue determinada segiin Hernandez-Lépez et al. (1996). Se preparo la
suspension celular, a partir de 100 ul de hemolinfa adicionado en un microtubo (Eppendorf) con 900
Ml de solucién Alsever modificado a 4°C (Van de Braak, 2002), luego se centrifugd a 4 °C x10’ (3000
rpm), después se eliminé el sobrenadante y se re suspendié en 1 ml de Buffer Cacolidato — Citrato,
volviéndose a centrifugar y eliminar el sobrenadante, para luego volver a resuspender en 200 ul de
Buffer Cacolidato. Una vez obtenido la suspensién celular, se colocé 100 ul a un microtubo por
duplicado (para la muestra y el control), se agregd 50 ul de Trypsina para la muestra y para el control
se agregd Buffer Cacolidato en la misma cantidad, se dejé reposar entre 25 a 26 °C x 10’, luego se
agregbé 50 ul de L-Dopa, se dejé reposar durante 5, por ultimo se agregdé 800 ul de Buffer
Cacolidato, para leer la DO a 490 nm.

A B
EXPERIMENTAL

——r———

Fig. 4. Hembras adultas de C. caementarius distribuidos individualmente en depésitos plasticos circulares
debidamente acondicionados. A) Grupo control. B) Grupo experimental.
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lll. RESULTADOS

Los valores de absorbancia de la actividad fenoloxidasa expresados en Dopacromo x 50ul de
hemolinfa se muestran en la tabla 1. El anélisis de la actividad fenoloxidasa inicial (Basal en tiempo
0) de los tratamientos control y experimental, es decir, antes de la infeccién, mostré valores de 0,013
v 0,015 respectivamente, sin diferencias significativas. Los valores de los tratamientos experimentales
durante los diferentes tiempos son similares, sin diferencias significativas (p>0,05), en relacién a los
valores del grupo control.

Tabla 01. Actividad fenoloxidasa (PO) promedio (+=DE) de hembras adultas de C. caementarius
infectados experimentalmente con A. salmonicida

ACTIVIDAD
TIEMPO ;o ATAMIENTO NUMERO PESO (g) "ONGITUD  prnNoLOXIDASA
(h) (cm)
(Dopacromo/50u
hemolinfa)
+0,005"
0 Control 6 33 *04 42 =05 0.013 00042
Experimental 6 +0,6 47 =04 a
Control 6 32 +01 45 x03 001> =0005
12 29 ~— P =Y 0,018 be
Experimental 6 3,0 0,1 50 =0,2 0,010 +0,005
" Control 6 38 1,1 52 %05 0,018 *0014
Experimental 6 41 =09 52 04 0021 *0,020%
18 Control 6 51 14 55 %05 0007 0,008
Experimental 6 49 =14 55 =05 0,006 +0,008d
79 Control 6 45 +10 53 =04 0009 +0,004
Experimental 6 43 +1,1 53 =04 0,013 +0,01%¢€

Los valores con letras diferentes (a, b) entre los tratamientos (control y experimental) en cada tiempo difieren
estadisticamente para p<0.05 segtn prueba de ANOVA.
Los valores con letras diferentes entre los tratamientos experimentales (c, d) en cada tiempo difieren
estadisticamente para p<0.05 segtin prueba de ANOVA.

Control: Inoculados con 0, 05ml de SSF estéril
Experimental: Inoculados con 0,05ml de suspensién de 5x10” CFU.ml" de Aeromonas
salmonicida

A las 12 h, después de la infeccion, los valores de PO disminuyeron ligeramente en relacién a los
valores basales, tiempo 0, para incrementarse a las 24 h, sin diferencias significativas, entre estos
tiempos. Estos valores mostraron diferencias significativas con los observados a las 48 h, para luego
aumentar a las 72 h, con valores similares a los basales. (fig. 5).

Los valores con letras diferentes (a, b) entre los tratamientos (control y experimental) en cada tiempo difieren
estadisticamente para p<0.05 segtin prueba de ANOVA.
Los valores con letras diferentes entre los tratamientos experimentales (c, d) en cada tiempo difieren
estadisticamente para p<0.05 segin prueba de ANOVA.
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Fig. 5. Actividad fenoloxidasa (PO) (Dopacromo x 50ul de hemolinfa) en C. caementarius infectados
experimentalmente con A. salmonicida.

La fig. 6 muestra el comportamiento de los tratamientos control y experimental de la actividad
fenoloxidasa en relaciéon al tiempo y en la que se observé valores entre ellos sin diferencias
significativas a las 24, 48 y 72 h; sin embargo, se observé diferencias a las 12 h. En relacién a los
tratamientos experimentales se observa una variacién fluctuante entre los tiempos, observandose un
ligero descenso a las 12 h, pero mayor a las 48 horas y con diferencias significativas en relacién al
basal.

@t CONTROL e EXPERIMENTAL
0,025 -
0,021

0,020 -

0,015 -

0,010 -

Actividad Fenoloxidasa
(Dopacromo/50u. hemolinfa)

0,005 -

0,006

0,000 T T 1
0 12 24 48 72

Tiempo (h)

Fig. 6. Actividad de fenoloxidasa (PO) (Dopacromo/50ul de hemolinfa) en relacién al tiempo de C.
caementarius infectados experimentalmente con A. salmonicida.

Los parametros bésicos de calidad de agua tanto de los grupos control y experimental se encontraron
dentro de los rangos de valores considerados normales (Tabla 02).
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Tabla 02: Pardmetros fisicos y quimicos (media = desviacién estandar) del agua de los acuarios durante la
experiencia con C. camentarius infectados experimentalmente con A. salmonicida.

Parametro de calidad de agua

T (°C) O, (mgl") pH NO, (mgl") NH; (mgl?)

Grupo

Control 2498+0,76 6,44=0,08 7,66+0,04 0,38+0,29 0,15+0,1

Experimental  25+0,42 6,66+0,07 7,71+0,01 0,2+0,12 0,15+0,1

IV. DISCUSION

En la inmunidad humoral de los crustaceos, la actividad del sistema de la proPO posee una funcién
similar al sistema del complemento, ya que al ser activado, se manifiestan una serie de reacciones
enzimaticas en cascada. En los crustidceos este sistema enzimético se encuentra como un precursor
inactivo (proenzima) en la hemolinfa o en los hemocitos. La proPO, convierte a la tirosina en DOPA
y a la DOPA en DOPA-quinona, siendo este dltimo el precursor de la melanina. La melanina es un
pigmento pardo-negro al cual, se le adjudican diversas propiedades biolégicas tal como la inhibicién
de la actividad de enzimas bacterianas y fingicas (Vasquez et al. 1998).

Los hemocitos juegan un papel central en la defensa inmune de los crustaceos, por que eliminan
particulas extranas en el hemocele por fagocitosis, encapsulacién y nodulo-agregacién, y por qué
participan en la cicatrizacién de heridas por aglutinacién celular y la iniciacién de los procesos de
coagulacién a través de la liberacién de los factores necesarios para la gelificacién de plasma, vy el
transporte y liberacién de la profenoloxidasa (Rodriguez y Le Moullac, 2000). La PO es responsable
del proceso de melanizacién en los artropodos, siendo el resultado de la activaciéon de la enzima
proPO. El sistema de activacién proPO ha sido muy bien estudiado en los crustaceos, especialmente
en cangrejos de rio. En los camarones peneidos, la primera obra en la formacién de melanina fue
descriptivo, centrado en observaciones histoquimicas de su presencia en sitios de inflamacién con
actividad hemocitica. El uso de estos diferentes métodos, la funcién del sistema ProPO puede
entenderse en relacién con el estado de salud de los camarones. Algunos estudios han demostrado
que los ProPO podrian ser utilizados como marcadores de la salud y el medio ambiente ya que los
cambios son correlacionados con el estado infeccioso v las variaciones ambientales.

Los valores de actividad de fenoloxidasa expresados en Dopacromo x 50ul de hemolinfa que se
muestran en la Tabla 1 y las figuras 5 y 6, no muestran diferencias significativas; sin embargo, tales
valores con comportamientos variados, sugieren tomarlos en cuenta, porque a pesar de no existir
diferencias, estos datos reflejan una respuesta similar en otras experiencias, como los de Cheng et al.
(2003) quienes observaron valores altos de PO en estadio C, en nuestro caso fueron estudiados
ejemplares en estadios C, los cuales mostraron valores ligeramente elevados (tiempo 0).

El sistema proPO de los camarones se encuentra en el interior de los granulos de los hemocitos
granulosos y semigranulosos que puede ser liberado por estimulacién de las proteinas de unién en la
superficie de los hemocitos al contacto con cuerpos extrafios o agentes patdgenos relacionados con
sus compuestos tales como péptidoglicanos (PG), B-glucanos o lipopolisacaridos (LPS), una vez
liberado el contenido granular por degranulacién, la profenoloxidasa (proPO) es activado en
fenoloxidasa (PO) (Supamattaya et al., 2005) (Rendon y Balcazar, 2003). La reduccién altamente
significativa de la actividad fenoloxidasa independientemente del tipo de inductor en langostas
enfermas sugiere que esta prueba puede ser un indicador util de la salud de cangrejos (Norton et al.,
1999), similar comportamiento fue observado, seglin nuestros resultados, con una ligera reduccién
de la PO a las 12h y mayor a las 48h, lo cual sugiere ser un indicador de infeccién.
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La inoculacién de bacterias Gram negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli y
Aeromonas salmonicida en la langosta y el pargo rojo (Supamattaya et al., 2005) provocaron un
aumento en las células sanguineas o hemocitos, y la estimulacién de la fagocitosis, esto por la
presencia del LPS en la pared celular de estas bacterias, quien reacciona con los receptores presentes
en las membranas de los hemocitos como la Lipopolysaccharide Binding Protein (LPSBP) quien
reconoce los lipopolisacaridos (Rendon y Balcazar, 2003; Cooper, 2002). Como se observa en la fig.
6, la PO presente en el interior de los granulos de los hemocitos granulosos y semigranulosos, estaria
liberandose como consecuencia de la presencia de A. salmonicida, bacteria Gramnegativa la cual
provoco la estimulacién de los hemocitos, elevandose desde las 12 h post inoculacién hasta las 24 h.,
esto se explica la elevacién de la PO, directamente relacionada con la elevacién de los hemocitos.
Segin Le Moullac et al. (1998) en el camardn, las reacciones de resistencia a patégenos estan
basadas en el nimero de hemocitos circulantes en la hemolinfa. Los camarones con un alto nimero
de hemocitos resisten mejor a la infeccién que camarones con un bajo niimero de hemocitos. Esto
sugiere que por los valores observados en relacién a la actividad de PO, relacionado directamente
con los hemocitos, los camarones en estudio fueron resistentes a la infeccién con A. salmonicida.

Las enfermedades en acuicultura son causadas generalmente por virus y bacterias (Rendon vy
Balcazar, 2003). En crianza intensiva del camarén de agua dulce Macrobrachium rosenbergii se ha
observado una infeccién por agentes bacterianos quitinoliticos, de la familia Vibrionacea. Estos en
condiciones ambientales adecuados no son patégenos, pero son oportunistas por lesiones del
exoesqueleto y acompanados por una calidad inadecuada del agua, acumulacién de restos
alimenticios y detritos en los estanques, superpoblacién y alimento alterado. Estas bacterias
quitinoliticas, ademéas de Aeromonas sp., Pseudomonas sp. y Vibrio sp. causan la enfermedad
conocida como necrosis bacteriana o “black spot” (Hipolito, et al., 1996) en especies de peneidos
sometidos a cultivos (Aguirre y Asencio, 2000). En nuestra experiencia, las condiciones ambientales y
alimentacién se mantuvieron en condiciones 6ptimas y debidamente controladas durante toda la
experiencia, la infeccién experimental con A. salmonicida en hembras adultas de C. caementarius no
provoco lesiones ni cambios graves evidentes en los ejemplares infectados, solo mostraron
comportamientos y un ligero oscurecimiento en las primeras 12 horas, por el aumento de los
hemocitos y la formacién de melanina producto de la activacién de la PO entre las 12 y 24 h después
de la infeccién.

Los parametros de calidad de agua durante la experiencia estuvieron dentro de los rangos normales,
esto como se conoce para evitar el estrés, tal como lo manifiesta Supamattaya et al. (2005), los
parametros importantes de calidad del agua en el cultivo de P. monodon incluyen paradmetros fisicos
(como la transparencia y la temperatura), los pardmetros quimicos (pH, oxigeno disuelto (OD), la
dureza, salinidad, requerimientos de cal para el suelo, alcalinidad, nitrito (NO%), nitrato (NO%),
amoniaco (NH®'), los factores biolégicos (por ejemplo, la ecologia, las especies microbianas,
composicién y abundancia de plancton).

Los estudios para evaluar los pardmetros celulares y humorales como indicadores de la condicién del
camarén se llevan a cabo con la intencién de desarrollar criterios para inspeccionar la sanidad y
realizar programas de seleccién para camarones con alta resistencia a los patégenos (Guillian, 2001).
Varios procedimientos cuantitativos han sido adaptados para evaluar la expresiéon de la respuesta
inmune de los peneidos, tales como los parametros celulares, el hemograma, la generacién de
intermediarios de radicales de oxigeno (ROIs) v la actividad fenoloxidasa (PO) los cuales han sido
considerados como marcadores de salud, ya que sus cambios son correlacionados con el grado de
infeccién v las variaciones ambientales, y los parametros humorales como la actividad del plasma vy la
concentracién de proteinas plasmaticas (Rodriguez y Le Moullac 2000).

Por lo anterior y teniendo en cuenta que varios autores han estado trabajando en la cuantificacién de
diferentes pardmetros celulares y humorales de la respuesta inmune del cultivo de especies de
camarén, tales como: el recuento de hemocitos, reactivos intermediarios del oxigeno (ROI),
cuantificacion de la actividad de fenoloxidasa (PO), medicién de la actividad antibacteriana,
determinacién de la concentracién de proteina plasmatica, v anticuerpos especificos contra varias
proteinas humorales. Para la aplicaciéon de estos criterios inmunes en programas de control de la
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salud vy de seleccién genética, es importante identificar los marcadores bioldgicos inmunes de
resistencia a las enfermedades, por lo que es importante tener un modelo de infeccién experimental
lo cual permita la correlacién de los pardametros inmunolégicos con la resistencia a las enfermedades;
sin embargo, para llevar a cabo la vigilancia de la salud, es necesario controlar las actividades
acuicolas, conociendo las condiciones ambientales y los valores normales y anormales de la respuesta
inmune de camarones (Rodriguez y Le Moullac, 2000). La interpretacién de resultados de las
pruebas inmunes, debe hacerse considerando factores que interfieren directamente sobre cada uno
de estos parametros. En los camarones, estan principalmente la edad, sexo, estado de muda, estrés
(ambiental, nutricional o séptico) y condiciones sanitarias (presencia o ausencia de enfermedad); en
el agua de cultivo estd principalmente la temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto y presencia de
substancias toxicas (de origen quimico o biolégico). (Morales y Cuellar, 2008).

Por lo tanto, el uso de criterios de resistencia abre muchas posibilidades de investigacion: los
sobrevivientes de infecciones experimentales y camarones con alto nivel de expresién de marcadores
de resistencia podria ser utilizada en la seleccién de los reproductores. Ademas, es importante para
iniciar estudios sobre la heredabilidad de los pardmetros inmunes. La aplicacién de los conocimientos
fundamentales de la inmunologia y otras areas de investigacién, como la epidemiologia v la genética,
podrian contribuir a la mejora de las practicas de gestiéon en acuicultura y en la domesticacién de
camarones adaptado a las condiciones de cria (Rodriguez y Le Moullac, 2000).

V. CONCLUSIONES

1. La infeccién experimental con A. salmonicida en hembras adultas de C. caementarius
mostré una regular actividad de PO sin diferencias significativas.

2. La actividad de PO, acompanado de otros pardmetros inmunitarios como el nimero total y
diferencial de hemocitos podria ser considerado como un indicador del estado de salud y de
importancia en el diagnéstico de enfermedades bacterianas en el camarén de rio.
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