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GLOSARIO

Acuicultura: Conjunto de técnicas y actividades cuyo objetivo es la cria en cautiverio
de organismos acuaticos (peces, moluscos, crustaceos, reptiles o algas) en
agua cuyo mayor o menor caracter intensivo depende del grado de
intervencion del hombre en los ciclos biologicos de los organismos en
cuestion.

Antibiotico: [Gr. anti, contra + bios, vida]: un compuesto organico, inhibidor o téxico
para otras especies, por lo general bacterias, que es formado y secretado
naturalmente por un organismo.

Bacteria: Organismo unicelular procariota, que se presenta en varias formas
(esférica, baston o espiral). Algunas bacterias provocan enfermedades, pero
muchas son benéficas.

Camaronicultura: Es el cultivo de las diferentes especies de camarones que se lleva
a cabo en aéreas costeras.

Coagulacion: Proceso en el cual intervienen distintos factores o sustancias (factores
de la coagulacion) por el cual se forma una placa o coagulo.

Cuticula: [Lat. cuticula, dim. de cutis, piel]: 1. En las plantas, una capa de sustancia
cérea (cutina) de la superficie externa de las paredes de las células
epidérmicas. 2. En los animales, la capa no celular mas externa de muchos
invertebrados.

Dry Oil®: Atractante y ligante para alimentos destinados a la acuicultura fabricado a
base de aceites de pescado deshidratado.

Emulsificante: Agente que genera una emulsion, mezcla entre sustancias que no se
incorporan sin este elemento. La caracteristica de una emulsion es la
formacion de microesferas. Sinbnimo emulgente.

Enfermedad: Término amplio que se utiliza para designar el dafio de células
suficiente para causar difusiébn en el organismo. Una enfermedad pude ser
causada por defectos genéticos reflejados en una normal estructura y funcién
celular, desbalance nutricional que priva a las células de nutrientes esenciales,
agentes quimicos o fisicos que lesionan las células o, agentes infecciosos que

dafan las células por su accion fisiolégica o presencia fisica.
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Enzima: Biomolécula que cataliza una reaccion quimica especifica, fundamentalmente
una proteina.

Fagocitosis: Capacidad de algunas células de destruir las bacterias o agentes
nocivos para el organismo.

Fructooligosacaridos: Es un oligosacarido lineal formados por 10-20 monémeros de
fructosa, unidos por enlaces B (1—2) y que contienen una molécula inicial de
glucosa. Un ejemplo tipico de fructooligosacarido es la 1-ketosa.

Gen: En biologia molecular, segmento de DNA o RNA que normalmente contiene una
region promotora, una region que se transcribe y una regién con una sefial de
terminacion de lectura.

Hemocito: Célula de la hemolinfa de los invertebrados.

Hemolinfa: Liquido circulatorio de los artropodos, moluscos, etc. Anadlogo de la
sangre de vertebrados. Su composicion varia mucho de una especie a otra.
Puede ser de diferentes colores o incluso incolora; los pigmentos pueden
proceder de la alimentacion o de los procesos metabdlicos y no tienen ninguna
funcion bioldgica, ya que en el transporte de gases es independiente del
aparato circulatorio.

Inulina: EI nombre con el que se designa a una familia de glicidos complejos
(polisacaridos), compuestos de cadenas moleculares de fructosa. Es, por lo
tanto, un fructosano o fructano, que se encuentran generalmente en las raices,
tubérculos y rizomas de ciertas plantas faner6gamas (Bardana, achicoria,
diente de ledn, yacon, etc.) como sustancia de reserva. Forma parte de la fibra
alimentaria. Su nombre procede de la primera planta que se aislé en 1804, el
helenio (Inula helenium).

Palatabilidad: Esta palabra viene de “palatable” que significa gustoso, sabroso, es
decir, que palatabilidad significaria: gustosidad, sabrosidad. También puede
ser el conjunto de caracteristicas organolépticas de un alimento,
independientemente del valor nutritivo, que hacen que para una determinada
persona dicha comida sea mas placentera o menos placentera. Esto es
subjetivo de cada persona, y depende de la experiencia previa de cada

persona.



Patogeno: Cualquier organismo que puede causar enfermedades o iniciar un
proceso patolégico.

PCR (Siglas del Inglés Polymerase Chain Reaction o0 Reaccion en Cadena de la
Polimerasa): Metodologia utilizada para producir mdultiples copias de
fragmento d DNA molde, anillamiento con oligonucleétidos especificos y
extension de los mismos por medio de una DNA polimerasa termotolerante.

Prebidtico: Ingredientes alimentarios no digeribles que promueven la salud del
huésped al estimular selectivamente el crecimiento y la actividad de una
bacteria benéfica o un grupo de ellas en el tracto digestivo.

Probiotico: Se considera alimento probiotico aquel que contiene microorganismos
vivos presentes en un alimento que permanecen activos en el intestino y
ejercen  importantes efectos fisiologicos, se define como un suplemento
microbiano formado por un cultivo simple o mixto de microorganismos
seleccionados que son adicionados con el proposito de manipular las
poblaciones bacterianas presentes en los sistemas de produccion.

Sindrome: Combinacion de sintomas que dan como resultado un solo efecto que
constituye una entidad clinica diferente.

Vibrio: Geénero de bacterias, incluidas en el grupo gamma de las proteobacterias
varias de las especies de Vibrio son patdégenas, provocando enfermedades del
tracto digestivo, en especial V. cholerae, el agente que provoca el colera, y V.
vulnificus, que se transmite a través de la ingesta de marisco. Ademas de
estos, existen varias especies marinas bioluminiscentes, tanto de vida
independiente como simbidtica o parasitaria. Las especies de género Vibrio
son invariablemente bacilos Gram negativos, de entre 2 y 3 ym de largo,
dotados de un unico cilio que les permite una elevada movilidad. Soportan
bien los medios alcalinos, asi como las concentraciones salinas.

Virus: Agente infeccioso a celular, con una organizacién muy simple, formada por un
complejo de proteina, la capside y un solo tipo de acido nucleico (DNA o
RNA), carece de metabolismo independiente y solo se puede replicar en una
célula hospedera.
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RESUMEN

El cultivo del Litopenaeus vannamei es una actividad productiva muy
importante en el noroeste de México. En este trabajo de investigacion se evalué el
efecto prebidtico inulina y el alga verde Ulva lactuca en el crecimiento (TCE),
supervivencia y sistema inmune de L. vannamei, cultivado en el laboratorio. En los
bioensayos se utilizaron tinas de plastico con 80 L de agua de mar, aireacion
constante y 10 organismos/tina. Se adicionoé la inulina y la macroalga en el alimento
(Camaronina®, 35% de proteina). La alimentacion se realiz6 ad libitum dos veces al
dia, la limpieza, diario y la determinacién de parametros fisicoquimicos cada 3 dias.
La calidad del agua y el registro del peso de los organismos se realizaron al inicio y al
final de cada bioensayo. Se determing la tasa de crecimiento especifico. En los
bioensayos los tratamientos fueron por triplicado. Bioensayo 1 (62 dias, camarones
de 1.140.08 g): I) dieta control (Camaronina); Il) Camaronina + 1.25 g de inulina/kg de
alimento; 1ll) Camaronina + 2.5 g/kg; IV) Camaronina + 5 g/kg de alimento; V)
Camaronina + 10 g/kg de alimento. Al final del bioensayo se realiz6 una PCR para la
detecciéon del WSSV y un conteo de UFC/g de BAL y levaduras del intestino de
camaron. Bioensayo 2 (46 dias, camarones de 0.9+0.05 g ): 1) Control, Camaronina
+ DO; 2) Camaronina + Ulva (50 g/kg de alimento); 3) Camaronina + Ulva (100 g/kg
de alimento); 4) Camaronina + Ulva (150 g/kg de alimento) y; 5) camaroina + Ulva
(200 g/kg de alimento). Bioensayo 3 (73 dias, camarones de 1.09+0.07 g ): I) control
(Camaronina); 1) 2.5 g de inulina + 20% Ulva/kg de alimento; Ill) 2.5 g de inulina/kg
de alimento (del tratamiento 1); 1V) 20% Ulva/kg de alimento (del tratamiento 2). Se
hizo un conteo total de hemocitos y se determiné la actividad de la fenoloxidasa en
plasma y profenoloxidasa en el sobrenadante del lisado de hemocitos. Los resultados
se analizaron estadisticamente. La inulina no increment6 claramente el nimero UFC
de BAL y levaduras en el intestino. La inulina y la macroalga no afectaron el
crecimiento de los camarones, pero la inulina disminuyé la prevalencia de WSSV. El
efecto de la macroalga contra WSSV no se determiné. La combinacién de inulina y U.
lactuca aumentd significativamente el numero de hemocitos pero no aumento la
actividad de la fenoloxidasa en los camarones. La inulina si aumento

significativamente la actividad de la fenoloxidasa.
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ABSTRACT

The culture of Litopenaeus vannamei is a very important productive activity in
northwestern Mexico. In this research we evaluated the prebiotic inulin and the green
algae Ulva lactuca in the growth, survival and immune system of L. vannamei,
cultured in the laboratory. In the bioassey were used plastic tanks with 80 L of sea
water, constant aeration and 10 shrimp/tank. Inulin and macroalgae were added to the
feed (Camaronina®, 35% protein). Feeding was done ad libitum twice a day, daily
cleaning was done and determination of physicochemical parameters every 3 days.
Water quality and weight determination were carried out at the beginning and end of
the bioassay. We determined the specific growth rate. The three bioassays were
performed in triplicate. Bioassay 1 (62 days, 1.1 + 0.08 g): I) control diet
(Camaronina); 1) Camaronina + 1.25 g inulin/kg feed; 1lI) Camaronina + 2.5 g inulin/kg
feed, IV) Camaronina + 5 g inulin/kg feed; V) Camaronina + 10 g inulin/kg feed. At the
end of the bioassay a PCR was performed to detect WSSV and intestine LAB and
yeast were counted. Bioassay 2 (46 days, 0.9 £ 0.05 g): 1) control, Camaronina +
DO; 2) Camaronina + Ulva (50 g/kg feed), 3) Camaronina + Ulva (100 g/kg feed), 4)
Camaronina + Ulva (150 g/kg feed), and 5) Camaronina + Ulva (200 g/kg feed).
Bioassay 3 (73 days, 1.09 = 0.07 g): 1) control (Camaronina); Il) 2.5 g inulin + 20%
Ulva/kg feed; Ill) 2.5 g inulin/kg feed (bioassay 1); 1V) 20% Ulva/kg feed (bioassay 2).
Total hemocyte count and the activity of phenoloxidase (PO) in plasma and
prophenoloxidasa (proPO) in the hemocyte lysate supernatant (HLS) were
determined. The results were statistically analyzed. Inulin did not increase the number
of LAB and yeast in the intestine. Inulin and macroalgae did not affect the growth of
shrimp, but the inulin decreased the prevalence of WSSV. The effect of macroalgae
against WSSV was not determined. The combination of inulin and U. lactuca
significantly increased the number of hemocytes but did not increase phenoloxidase

activity in shrimp. Inulin significantly increased the activity of phenoloxidase.



1. INTRODUCCION

La camaronicultura se ha incrementado constantemente en las Ultimas
décadas, proporcionando actualmente la mitad del suministro mundial de este
crustaceo (Goarant et al., 2006). En México la produccion de camardon en el 2009
alcanz6é un volumen total de 196,456 t en peso vivo; de esa cifra, la produccion
proveniente de la actividad acuicola represent6 el 67.84% (CONAPESCA, 2009). Sin
embargo, los organismos bajo cultivo son susceptibles a diferentes agentes
patégenos como bacterias y virus como el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV, por sus siglas en inglés), el virus de la necrosis hipodermal y hematopoyética
(IHHNV, por sus siglas en inglés) y el virus del sindrome del Taura (TSV, por sus
siglas en inglés) (FAO, 2002). Respecto al WSSV este ha causado una disminucion
importante en la produccién de camarén en distintos paises (Aguirre-Guzman, 2004).

El camaron, posee dos lineas de defensa contra éstos patdgenos. La primera
es la cuticula que constituye una barrera fisica que impide la entrada del patdgeno al
organismo. La segunda consiste en mecanismos celulares y humorales. Dentro de
esta Ultima, se encuentran las células de la hemolinfa o hemocitos, que se dividen en
tres categorias de acuerdo a su morfologia. Los hemocitos hialinos que no presentan
granulos citoplasmaticos y participan en la coagulacion y fagocitosis de particulas
extrafias o células envejecidas del propio organismo. Los hemocitos semigranulares y
granulares que poseen granulos citoplasméaticos (mayor niamero en granulares) y
participan en los procesos de encapsulacion y nodulacion, cuando un cuerpo extrafio,
gue no puede ser fagocitado, es rodeado por hemaocitos que lo contienen y evitan su
expansion. Los granulos contienen péptidos antimicrobianos, enzimas lisosomales y
el sistema profenoloxidasa. Los mecanismos humorales parecen tener mayor
actividad contras patdgenos bacterianos y fangicos, que contra los virales. El sistema
profenoloxidasa (proPO) actua oxidando fenoles para producir quinonas, las cuales
daran origen a la melanina que inhibe la actividad de enzimas bacterianas y fungicas.

Los péptidos antimicrobianos o peneidinas son proteinas con actividad antibacteriana



(principalmente contra bacterias Gram positivas) y antifingica (Rendén y Balcazar,
2003; Maldonado et al., 2004, Jiravanichpaisal et al., 2006; Wang y Zhang, 2008).

El sistema inmune juega un papel importante en la defensa contra virus
aungue no es el unico factor que determina la presencia o ausencia de una patologia
cuyo estallido puede ser influenciada por diversos factores, expresados dentro de la
llamada “triada epidemiolégica” en el que la enfermedad es el resultado final de una
compleja interaccion entre el camarén, su ambiente y el patdgeno (Lightner y
Redman, 1998; Lemonnier et al., 2006).

El uso tradicional de antibiéticos ha sido criticado por el desarrollo potencial de
bacterias resistentes a los antibiéticos, por la presencia de residuos de los mismos en
productos del mar, la destruccion de las poblaciones microbianas en el ambiente
acuicola, y la supresion del sistema inmunolégico de los animales acuaticos. Una
estrategia alternativa al uso de antibiéticos en el manejo de enfermedades acuaticas,
son los probidticos en la acuicultura que han mostrado una aplicacién exitosa en el
medio acuatico. Debido al costo, el impacto potencial sobre el medio ambiente,
cuestiones de reglamentacion y seguridad de los productos, la aplicacion a gran
escala de los probioticos ha sido limitada (Gatesoupe, 1999; Irianto y Agustin, 2002).
Los prebidticos se definen como ingredientes no digeribles que afectan de manera
positiva al hospedero estimulando el crecimiento o la actividad de un nimero limitado
de bacterias benéficas en tracto gastrointestinal (Gibson y Roberfroid, 1995) la inulina
es un carbohidrato no digerible que esta presente en muchos vegetales, frutas y
cereales. La inulina y sus derivados (oligofructosa, fructooligosacaridos) son
generalmente llamados fructanos, que estan constituidos basicamente por cadenas
lineales de fructosa. En humanos, los prebidticos tienen un efecto benéfico como
aporte de fibra dietética, bajo valor caldrico, hipoglicemiante, mejorador de la
biodisponibilidad de calcio y magnesio. Se han presentado evidencias promisorias de
su actuacion en el refuerzo de la respuesta inmune y proteccién contra desérdenes
intestinales. En una amplia variedad de productos alimenticios se usa la inulina y sus
derivados como: espesante, emulsificante, gelificante, sustituto de azlcares y de
grasas, humectante, depresor del punto de congelacion, etc. (Madrigal y Sangronis,
2007).



Las algas ulvales (Chlorophyta) son algas distribuidas en todo el mundo. Los
dos géneros principales Ulva y Enteromorpha contienen Ulvan en su pared celular, el
cual es un polisacérido sulfatado. ElI Ulvan y sus oligosacaridos tienen actividad
antitumoral y actividades de modulacion inmunitaria. La degradacion de los
oligosacéridos de Ulvan podria ser beneficiosa para estimular las defensas contra las
enfermedades de los animales. El Ulvan de U. rigida puede estimular los macréfagos
y contribuir a la resistencia a enfermedades en los peces (Lahaye y Robic, 2007).

Las algas, por su composicion nutricional, pueden ser utilizadas como insumo en
la sustitucién parcial de la harina de pescado. Si bien el contenido proteico no es mas
alto que algunas plantas terrestres, este podria ser incrementado sometiendo a las
algas a pulsos de nitrégeno (Jones et al., 1995). Los compuestos algales pueden
también tener efectos beneficiosos sobre la salud de los peces, similares a los
efectos positivos sobre el sistema inmunologico en humanos y el sistema de defensa
en las plantas (Werner et al., 2004).

Otro importante uso de las algas, es la obtencion de carragenina, alginato y agar,
espesantes y gelificantes que constituyen la base principal del uso industrial de las
algas, ya sea en el area textil, alimentaria, papelera, farmacéutica, cosmética, y de
productos dentales, etc. (Cruz-Suéarez et al., 2000; McHugh, 2002).

En el presente trabajo de investigacion se estudio el efecto de aditivos
alimenticios en el crecimiento, supervivencia y capacidad inmune en Litopenaeus

vannamei, cultivado en el laboratorio.



2. ANTECEDENTES

Li y Gatlin (2005) utilizaron suplementos dietéticos como inmunoestimulante y
prebidticos para mantener la salud de los peces y mediante un ensayo de 21
semanas para evaluar el producto comercial GroBiotic®-A que es una mezcla de
levadura de cerveza, leche en polvo y productos fermentados adicionados al
alimento. Los peces alimentados con dietas suplementos alimenticios tuvieron el
mayor crecimiento.

Ringo et al. (2006) evaluaron la poblacion de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas en el intestino del pez Salvelinus alpinus, alimentado con
dextrina e inulina obteniendo 217 aislamientos bacterianos identificados por las
principales caracteristicas fenotipicas y bioquimicas identificando 22 cepas mediante
la secuenciacion parcial del 16S rRNA gen de las bacterias que colonizan el intestino
grueso alimentados con dextrina estaba dominado por los géneros Staphylococcus,
Pseudomonas, Micrococcus, Psychrobacter glacincola y Streptococcus los resultados
en el intestino grueso de los peces alimentados con inulina Staphylococcus,
Streptococcus, Carnobacterium y Bacillus y Carnobacterium divergens fue similar en
las cepas que fueron aisladas del intestino grueso de los peces alimentados con
inulina como con dextrina. El andlisis microscépico de electrones de las regiones del
intestino grueso se observaron un menor numero de células bacterianas entre las
microvellosidades asociadas a las superficies de los enterocitos de los peces
alimentados con inulina en lugar de dextrina.

Zhou et al. (2007) evaluaron, en juveniles de L. vannamei, alimento adicionado
con fructooligosacaridos (FOS, prebiotico) de cadena corta (SCFOS, Profeed® 95%)
en concentraciones de 0, 0.4, 0.8, 1.2 y 1.6 g/kg. Se obtuvo un crecimiento
significativo de las bacterias benéficas del intestino en la concentracion de 0.4-0.8
g/kg. Asi mismo, se obtuvo un efecto benéfico en el camaron estimulando el
crecimiento y la conversion de alimento, siendo la adicion de 0.4 g/kg la de mejor
resultado.

Li et al. (2007) evaluaron durante 6 semanas, en juveniles de L. vannamei,
alimentos adicionados con fructooligosacaridos (FOS) al 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.2,
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0.4 y 0.8%. La comunidad bacteriana en el intestino de camarones alimentados con
FOS fue similar en las diferentes concentraciones, pero diferente respecto al
tratamiento sin FOS (control). Los FOS adicionados no influyeron significativamente
en el crecimiento y la supervivencia. En el sistema inmune, hubo un aumento en el
numero de hemocitos y la actividad de la enzima fenoloxidasa en los tratamientos
con FOS respecto al control, pero no fue significativo; sin embargo, si se observo un
aumento significativo en la actividad fagocitica de los hemocitos.

Partida-Arangure (2009) probé una mezcla de inulina mas bacterias con la
inmunoestimulé a los camarones aumentando significativamente el nimero total de
hemocitos presentdndose un aumento en la actividad de la enzima lisosomal N-

acetil- 8 -glucosaminidasa. EI nimero de BAL en el intestino fue alto en los

tratamientos con inulina sola e inulina con bacterias. También observé una alta
supervivencia y una disminucion en la prevalencia de WSSV en los camarones
tratados con inulina, bacterias y levaduras.

En cuanto a la utilizacion de las algas en la alimentacion de especies acuicolas,
Cruz-Suérez, et al. (2000). Realizo una investigacion con harina de kelp en alimentos
para camaron blanco (Litopenaeus vannamei), donde evaluaron el efecto de la
inclusién de 2% y 4% de harina sobre diferentes pardmetros zootécnicos en el
camaron blanco, se midid el consumo de alimento, ganancia en peso, tasa de
crecimiento, conversion alimenticia, digestibilidad, entre otros. Ellos observaron que
la inclusién de harina de kelp en los alimentos aument6 al doble el consumo, el
crecimiento y la biomasa, asi como la digestibilidad de la materia seca. Ademas, los
pellets aumentaron significativamente su capacidad de absorcion de agua. Con todo
esto concluyeron que la inclusion de harina de kelp, en un 2 y 4% en alimentos
pelletizados para camaron, resulta ser un excelente aditivo atractante, aglutinante y
texturizante, lo que permite la utilizacion mas eficiente de los nutrientes en la dieta.

Otra investigacion realizada por Takahashiet et al. (1998). Determino el efecto de
la inclusidon de algas en alimentos el camaron (Penaeus japonicus), demostrando la
eficacia de la administracién oral del fucoidan, que es un polisacarido sulfatado
extraido del alga café Cladosiphon okamuranos, a concentraciones de 60 y 100 mg
semipuro por kilo de camaron por dia, para el control del virus del sindrome de la
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mancha blanca (WSSV), obtuvieron sobrevivencias del 76 y 77% comparado con un
0% obtenido en el control. Con esto se concluyo que el fucoidan inhibe la adsorcion
del WSSV en las células del camardn, previniendo de esta forma la infeccion y
posterior desarrollo de la enfermedad.

Casas-Valdez, et al. 2006. Evaluo el efecto de Sargassum spp. Sobre pardmetros
productivos y concentracion de colesterol en camaron café (Farfantepenaeus
californiensis), realizando dos dietas: una comercial y otra que incluyo 4% de harina
de alga; al concluir el bioensayo no observaron diferencias significativas (P>0.05) en
cuanto ganancia de peso, talla, tasa de supervivencia y factor de conversion
alimenticia entre los dos tratamientos; en cuanto a las concentraciones de colesterol
en los camarones alimentados con la alga observaron una reduccion significativa
comparada con la dieta testigo. Los resultados que obtuvieron les permitié concluir
que 4% de harina de Sargassum spp. Puede ser incorporada a alimentos

balanceados para camardn café sin causar efectos negativos.



3. JUSTIFICACION

El camardn es un producto de gran demanda y alto valor econdémico. En
México, este crustaceo ocupa el segundo lugar de exportacion su cultivo en los
ultimos afios se ha visto obstaculizado por la aparicion de enfermedades de etiologia
infecciosa.

Esta situaciéon ha provocado el uso irracional de antibiéticos y compuestos
guimicos (hormonas y algunas sales) para la solucion del problema, trayendo consigo
la aparicion de cepas patdgenas resistentes y problemas ambientales. En esta
investigacion se propone por una parte el uso del prebiotico inulina como nutriente
para estimular el desarrollo de las bacterias del tracto digestivo del camarén, y por
otra parte el alga verde (Ulva lactuca), para mejorar el crecimiento y la salud de los
organismos. U. lactuca tiene un potencial econédmico por su amplia distribucion y
abundancia en las costas permitiendo asi la elaboracion de harina para sustitucion de

proteina animal de alimentos comerciales, disminuyendo los costos de produccion.



4. HIPOTESIS

La adicion de inulina y Ulva lactuca en el alimento mejorara el crecimiento, la

supervivencia y la capacidad inmune de L. vannamei.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inulina y Ulva lactuca, adicionados al alimento, en el
crecimiento, supervivencia y sistema inmune de L. vannamei, cultivado en

condiciones experimentales.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar el efecto de la inulina y Ulva lactuca, adicionados en el alimento,
en el crecimiento y la supervivencia de camarones blancos cultivados en el
laboratorio.

-Determinar el efecto de la inulina y Ulva lactuca., adicionados en el alimento,

en el sistema inmune de camarones blancos cultivados en laboratorio.



6. METODOLOGIA

6.1. Colecta, transporte y mantenimiento de camaron  es de granja

Se colectaron 150 camarones (0.8-1.0 g) para los dos primeros experimentos
y 120 camarones (1.0 g), para el tercer experimento, de la granja Cuate Machado,
ubicada frente a playa Las Glorias (25°19'6.14" N 10829'37.87" O), municipio de
Guasave, Sinaloa. Los animales fueron transportados al patio de cultivo del
Laboratorio de Acuacultura del CIIDIR-IPN (Unidad Sinaloa), donde se aclimataron
colocandolos en tinas de plastico de 120 L con 80 L de agua de mar filtrada (20 pm)
con una salinidad entre 30-35%0, disminuyendo o aumentando (2%./h) segun fuera
necesario. Los animales se mantuvieron a temperatura ambiente y con aireacion

constante.

6.2. Preparacion de las dietas

6.2.1. Incorporacién de Ulva lactuca al alimento

Las macroalgas fueron colectadas en la Bahia de Navachiste y se secaron al
sol en el Laboratorio de Acuacultura. Una vez que estaban secas se procedio a
molerlos en un molino Thomas-Willey para obtener una harina con tamafio de grano
de 450 pm. Para la incorporacion de la macroalga al alimento se preparé una mezcla
de la harina de U. lactuca con harina de alimento comercial (molido de la misma
manera que la macroalga), en grenetina con agua destilada formando una masa que
fue procesada en un molino para carne para la formacion de los pellets se preparo
alimento para 60 dias y se almacen6 a -20 €. Para el control sin U. lactuca el
alimento se impregnd de grenetina. Es importante mencionar que la macroalga (en
porcentaje) se sustituyd por un determinado porcentaje de alimento comercial. No se

elabor6 una dieta como tal con la macroalga sustituyendo la harina de pescado.



6.2.2. Incorporacion de la inulina al alimento bal  anceado

La inulina de agave tequilero se obtuvo de una empresa comercial (IIDEAL, S.
A. de C.V., Guadalajara, Jalisco) y se incorporé al alimento por aspersién, mezclando
manualmente para una adiccion homogénea diluida en Dry Oil® (DO) con agua
destilada (10 ml). Se preparé alimento para 10 dias y se almacen6 a 4 C. Se

impregnd de DO el alimento para el control sin inulina.

6.3. Andlisis de mancha blanca

La extraccion del ADN se hizo con 100 mg de tejido de pleépodos de camaron con el
reactivo DNAzol (Invitrogen®). Los oligonuclettidos que se utilizaron en el PCR
sencillo son, WSSV1: 5-ATC ATG GCT GCT TCA CAG AC-3' y WSSV2: 5-GGC
TGG AGA GGA CAA GAC AT-3', y para el anidado WSSV1 in (sentido) 5’-TCT TCA
TCA GAT GCT ACT GC 3 y WSSV2 in (contrasentido) 5’-TAA CGC TAT CCA GTA
TCA CG 3 (Kimura et al., 1996), que amplifican un fragmento de 982 pb y 570 pb,
respectivamente. La mezcla de reaccién se realizé en tubos Eppendorf de 0.2 mL e
incluy6é 18.75 pL de H;0; 2.5 pL de bufer de reaccion 10X (Bioline); 1.0 uL de MgCl,
(50 mM; Bioline); 0.5 pL de dNTPs (100 uM; Bioline); 0.5 uL de cada oligo (10 mM
cada uno; Sigma-Genosys) y 0.25 pL de Taq polimerasa (5 U/uL; Bioline) y 1 uL de
DNA total para un volumen total de 25 pL. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador  Tpersonnal (Biometra) usando el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 95 °C, por 4 min, 35 ciclos de 30 sa 95 °C, 30 sa 55 °C, 2
min a 72 °C, y una extension final a 72 °C, por 4 min. Los fragmentos amplificados se
visualizaron (incluido un marcador de peso molecular de 1 kb) en un gel de agarosa
al 1 %, tefiido con bromuro de etidio, bajo luz UV. En el PCR anidado se redujo a 45

s el tiempo de polimerizacion a 72 C.
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6.4. Disefio experimental
6.4.1. Evaluacion y efecto de alimentos con aditivo s en el crecimiento y
supervivencia de camarones cultivados en laboratori o]

Los organismos obtenidos de la granja comercial se aclimataron durante tres
dias en el sistema de cultivo que consistia en tinas ovaladas de plastico (120 L) con
80 L de agua de mar filtrada (20 pm), con una salinidad entre 30-35 %.. Los animales
se alimentaron con Camaronina® a razén de 7.0 % del peso corporal en dos raciones,
una a las 09:00 y otra a las 17:00 h. Se realiz6 un recambio del 50 % de agua de mar
cada cinco dias. La limpieza de la materia particulada del fondo de las tinas se hizo
diariamente por sifoneo. El volumen de agua perdido por la limpieza diaria se
recuperé inmediatamente. Sé colocaron 10 organismos por tina al azar. Los
tratamientos se hicieron por triplicado. Al final de cada bioensayo se registraron la
supervivencia y el peso. El andlisis de la presencia o ausencia de WSSV solo se
realizd en el bioensayo uno. En el bioensayo dos no se hicieron debido a que en el
cultivo la temperatura estuvo por arriba del intervalo optimo segun Brock y Main
(1994). Al finalizar el cultivo se realiz6 un conteo total de unidades formadoras de

colonias (UFC) del intestino de los camarones.

6.4.1.1. Bioensayo 1: Efecto de la inulina, adicion ada en el alimento, en el
crecimiento y supervivencia de camaron blanco

Se utilizaron camarones con peso promedio de 1.1+0.08 g, se realiz6 el
analisis para mancha blanca al final del bioensayo, no se determind previamente si
venian infectados con WSSV desde la granja. El bioensayo tuvo una duracién de 62
d y consté de cinco tratamientos por triplicado: 1) Control, Camaronina + DO; 2)
Camaronina + inulina (1.25 g/kg de alimento); 3) Camaronina + inulina (2.50 g/kg de
alimento); 4) Camaronina + inulina (5 g/kg de alimento) y; 5) Camaronina + inulina

(10 g/kg de alimento).
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6.4.1.2. Bioensayo 2: Efecto de U. lactuca, adicionada en el alimento, en el
crecimiento y supervivencia de camaron blanco

El segundo bioensayo se utilizaron organismos con un peso de 0.940.05 tuvo
una duracion de de 46 dias g. El bioensayo consisti6 de cinco tratamientos por
triplicado: 1) Control, Camaronina + DO; 2) Camaronina + Ulva (50 g/kg de alimento);
3) Camaronina + Ulva (100 g/kg de alimento); 4) Camaronina + Ulva (150 g/kg de

alimento) y; 5) Camaronina + Ulva (200 g/kg de alimento).

6.4.1.3. Bioensayo 3: Efecto de inulinay U. lactuca, adicionadas en el alimento,
en el crecimiento, supervivencia y sistema inmune d e camaron blanco

Se utilizaron camarones de 1.09+0.07 g. Este bioensayo tuvo una duracion de
73 dias y consté de cuatro tratamientos por triplicado: 1) control, Camaronina + DO; 2)
mezcla, Camaronina + inulina (2.50 g/kg de alimento) + U. lactuca (200 g/kg de
alimento); 3) Camaronina + inulina (2.50 g/kg de alimento) y; 4) Camaronina + Ulva
lactuca (200 g/kg de alimento). Al finalizar el cultivo se midieron los parametros

inmunoldgicos.

6.5. Analisis de parametros fisicoquimicos paradet  erminar la calidad de agua

En los tres bioensayos se determind los parametros fisicoquimicos como la
temperatura, el oxigeno, la salinidad y el pH de cada tina. La medicion de los
parametros se hizo cada tercer dia.

Al inicio y al final de cada uno de los tres bioensayos se determinaron la
cantidad de nitritos, nitratos y amonio presentes en el agua de cada una de las tinas
experimentales, la toma de la muestra de agua se hizo antes del primero y el Ultimo
recambio. Para la toma de cada muestra de agua se utilizé una botella de plastico de
boca ancha de 250 ml. la botella se sumergié a una profundidad media de la tina,
quitando la manguera de aireacion. El andlisis se hizo por métodos quimicos
Strickland y Parsons, 1972.
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6.6. Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC ) de bacterias

acidolacticas (BAL) y levaduras

La extraccion de intestino se realizd en juveniles de L. vannamei. Cada
muestra de intestino se pes6 y macerd individualmente en tubos Eppendorf con 1 mL
de solucién salina (NaCl 2 %) estéril. Para el macerado se utiliz6 un homogenizador
Pellet Pestle motor (Kontes, NY, USA). Del macerado de intestino se realizé una
siembra (1 yL) por esparcimiento en cajas de Petri con Agar Tiosulfato Citrato Bilis
Sacarosa (TCBS) con 1.5 % de NaCl y con el medio de Man Rogosa y Sharpe (MRS,
Difco) con 2.5 % de NaCl y 200 mg/L de Azul de Anilina, incubandose a 37 C, por 24
h.

6.7. ParAmetros inmunoldgicos
Se realiz6 al final del tercer bioensayo la medicion de parametros

inmunoldgicos, los cuales se describen a continuacion.

6.7.1. Obtencion de la hemolinfa

La extraccion de hemolinfa se realiz6 durante el periodo de intermuda. La
hemolinfa fue extraida con jeringas para insulina (27G x 13 mm) de la parte ventral
que comprende el primer segmento de los pledpodos, ligeramente anterior al poro
genital. La jeringa se cargd con una solucion isotonica para camaron y EDTA como
anticoagulante (SIC- EDTA, Na,) (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM +

EDTA, Na, 10 mM, pH 7.3, 850 mOsm/kg) previamente enfriado a 4 T (Vargas-

Albores et al.,, 1993) en una proporcién 1:3 (1 volumen de hemolinfa por tres
volumenes de SIC-EDTA).

6.7.2. Conteo y separacion de hemaocito
Se utilizd6 una camara de Neubauer con una reticula de 0.01 mm. Para el
conteo se tomaron 50 pL de hemolinfa y se diluyeron en 150 pL de formol al 4 %
(1:3). A partir de esta dilucion se realizaron los conteos en el microscopio
colocando 15 pL de la muestra. El nimero de hemocitos por mililitro se calcul6 con

la siguiente férmula:
13



Células/mL= [(Células contadas/# de cuadros contados) x 10 000] [Factor de dilucién]

Para separar los hemocitos del plasma y medir la fenoloxidasa, se centrifugé
la muestra a 800 x g, por 5 min, a 4 °C. Se separo el plasma del paquete celular. Las
células se lavaron con 1 mL de SIC vy se centrifugd a 800 x g, por 5 min, a 4 °C. Se
adicionaron 300 pL de cacodilato de sodio 10 mM (pH 7) y se centrifugd a 14 000 x
g, durante 10 min, a 4 °C, para romper las células y obtener el contenido celular,
sobrenadante del lisado de hemocitos, (SLH). EI SLH y el plasma se utilizaron
inmediatamente para los analisis de profenoloxidasa (proFO) y fenoloxidasa (FO) y

se congelaron a —70 °C para la determinacion de enzimas hidroliticas y proteina.

6.7.3. Medicion de fenoloxidasa y profenoloxidasa

La medicion de la proFO y la FO se realizdé con la técnica descrita por
Hernandez-Lopez et al. (1996). La actividad de la FO presente en el plasma se
determinG espectrofotemétricamente por la formacion de dopacromo a partir de L-
dihidroxifenilalanina (L-Dopa). A 50 pL de muestra, se le adicionaron 50 pL de bufer
de cacodilato 10 mM, pH 7 y 50 pyL de L-Dopa (3 mg/mL en agua destilada). Se
incubd durante 10 min a 37 C, después se adicionar on 800 pL de bufer de cacodilato
y se leyd la absorbancia a 492 nm. En todos los tratamientos se utilizé cacodilato
como control negativo. La proFO se determing activandola previamente con tripsina
(0.2 mg/mL en agua destilada) para convertirla en FO. La actividad de la FO se medi6
como se describié previamente. La actividad total se expres6 como el cambio en la
absorbancia a 492 nm x min x proteina (mg). La cantidad de proFO disponible en la

muestra se calculo de la siguiente forma:

FO + FO activada con tripsina = FO total
FO total - FO = proFO

14



6.8. Proteina

La concentracion de proteina se determind de acuerdo al método descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina de suero bovino para construir una curva
estandar.

6.9. Tasa de crecimiento especifico
La tasa de crecimiento especifico (TCE) se calcul6 de la siguiente manera:
TCE =100 (LN W2— LN W2)/t

Donde: Wz es el peso final, W1 el peso inicial y t es el nimero de dias de cultivo.

6.10. Andlisis estadistico

Los datos de supervivencia se transformaron con la férmula arcoseno V%/100
(Dughetti y De Carli, 1999; Araya et al., 2000) para cumplir una distribucion normal se
verificd la normalidad de los datos (prueba de Lilliefors) y la homogeneidad de
varianzas (prueba de Bartlett). Como los datos fueron normales se realizo un andlisis
de varianza (ANDEVA) de una via, usando la prueba F para analizar las diferencias
entre tratamientos con los aditivos y el control sin los aditivos. Los valores de p<0.05
fueron considerados significativamente diferentes. Cuando existieron diferencias
significativas (Daniels, 1979), se realiz6 una prueba de Tukey (HSD) para identificar

la naturaleza de estas diferencias (p<0.05).
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7. RESULTADOS

7.1. Evaluacion del efecto de la inulina, adicionad a en el alimento, en el

crecimiento y supervivencia de camaréon blanco

7.1.1. Biensayo 1: Efecto de la inulina, adicionada en el alimento, en el
crecimiento y supervivencia de camarédn blanco

Los resultados muestran una supervivencia en el tratamiento | (control) del 90
% y una prevalencia del WSSV de 58.3 % que sugiere que posiblemente ese
porcentaje eran portadores de WSSV al momento de ser colectados de la granja. El
tratamiento Il (1.25 g de inulina/kg de alimento) presenté una supervivencia del 96.7
% y una prevalencia de WSSV del 41.7 %. El tratamiento Il (2.5 g de inulina/kg de
alimento) presentd una supervivencia del 93.3 % y una prevalencia de WSSV del
16.7 %. El tratamiento IV (5 g de inulina/kg de alimento) obtuvo una supervivencia
del 90 % y una prevalencia de WSSV del 16.7 %. Por ultimo, el tratamiento V (10 g
de inulina/kg de alimento) tuvo una supervivencia del 80 % y una prevalencia de
WSSV del 41.7%. No hubo diferencias significativas en la supervivencia (Fig. 1). Los
resultados indican que los tratamientos Il y IV lograron contrarrestar el WSSV

reduciendo su prevalencia en los camarones cultivados (Fig. 2).
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Figura 1. Supervivencia final de L. vannamei. Tratamientos: 1) Control (camaronina +
DO); II) camaronina + Inulina 1.25 g de inulina/kg de alimento; Ill) camaronina +
Inulina 2.5 g de inulina/kg de alimento; V) camaronina + Inulina 5 g de inulina/kg de
alimento; V) camaronina + Inulina 10 g de inulina/kg de alimento. No hubo
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05).
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Figura 2. Prevalencia de WSSV en camarones cultivados. Tratamientos: ) Control
(camaronina + DO); II) camaronina + Inulina 1.25 g de inulina/kg de alimento; Ill)
camaronina + Inulina 2.5 g de inulina/kg de alimento; IV) camaronina + Inulina 5 g de

inulina/kg de alimento; V) camaronina + Inulina 10 g de inulina/kg de alimento.

7.1.2. Tasa de crecimiento especifico (TCE)

La TCE de los organismos fue la siguiente: tratamiento I) 2.99+0.21 %/d;
tratamiento 1) 2.94+0.19 %/d; tratamiento Ill) 2.98+0.02 %/d; tratamiento 1V)
3.051£0.04 %/d y tratamiento V); 3.031£0.05 %/d. No hubo diferencias significativas

(p>0.05) entre los tratamientos.

7.1.3. Calidad de agua
7.1.3.1. Parametros fisico-quimicos (temperatura, o xigeno disuelto, pH,
salinidad, nitritos, nitratos y amonio)

Todos los parametros estuvieron dentro del intervalo 6éptimo segun Brock y

Main (1994) con excepcion de la temperatura que estuvo ligeramente por debajo del
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nivel 6ptimo (Tabla 1). Los nitritos, nitratos y amonio estuvieron dentro del intervalo
optimo segun Boyd y Tucker (1998). (Tabla 2).

Tabla 1. Oxigeno disuelto, pH, temperatura y salinidad del agua del sistema de

cultivo. Se indican los promedios + DE.

Tratamientos OD (mg/mL) pH TTC S (%o)
I 4.7+0.3 7.620.3 21.8+1.7 34+3.3
Il 4.5+0.2 7.8+0.2 22+1.7 36+3.5
11 4.8+0.5 7.9+0.2 22+1.7 35+4.0
\Y 4.7+0.4 8.0+0.2 22+1.7 35+3.3
Vv 4.5+0.3 7.9+0.2 22+1.7 35+2.8
Intervalo 6ptimo 4.0-10.0 8.1-9.0 23-30 15-35

Tratamientos: I) control (camaronina+ DO); Il) camaronina + inulina 1.25 g/kg de alimento; I1I)
camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; 1V) camaronina + inulina 5 g/kg de alimento; V)

camaronina +inulina 10 g/kg de alimento.

Tabla 2. Concentracion de nitritos, nitratos y amonio (mg/L) del agua del sistema de

cultivo. Se indican los promedios + DE.

Tratamientos Nitratos (mg/L) Nitritos (mg/L) Amonio (mg/L)
I 0.14+0.0 0.005£0.0 0.17140.1
Il 0.131#0.1 0.0050.0 0.18+0.2
[l 0.11+0.1 0.005£0.0 0.0840.0
\% 0.1440.0 0.0050.0 0.1+0.0
\% 0.1510.1 0.005£0.0 0.1340.1
Intervalo 6ptimo  0.4-0.8 <0.5 0.1-1.0

Tratamientos: 1) control (camaronina+DO); IlI) camaronina +inulina 1.25 g/kg de alimento; I11)
camaronina+ inulina 2.5 g/kg de alimento; IVV) camaronina + inulina 5 g/kg de alimento; V)

inulina 10 g/kg de alimento.

7.1.5. Conteo de UFC en el intestino de camaron
Se determinaron los microorganismos encontrados en el intestino de L.
vanamei para cada tratamiento. Sin encontrar una tendencia clara respecto

crecimiento.
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Tabla 3. Conteo de UFC de BAL y levaduras en un gramo de intestino de L.

vannamei. Se indican los promedios * DE.

Tratamientos BAL Levaduras
I 54.54+35.7 No
Il 33.63+16.7 No
Il 290.11+461.7 425.18+492.6
\Y 33.87+40.7 28.04+20.9
Vv 218.72+326.3 920.91+933.6

Tratamientos: I) control (camaronina + DO); Il) camaronina + inulina 1.25 g/kg de alimento; 111)
camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; IV) camaronina + inulina 5 g/kg de alimento; V)
camaronina + inulina 10 g/kg de alimento.

7.2. Evaluacion del efecto de U. lactuca, adicionada en el alimento, en el

crecimiento y supervivencia de camaron blanco

7.2.1. Bioensayo 2: Evaluacion del efecto de U. lactuca adicionada en el
alimento en el crecimiento y supervivencia de camar  6n blanco

La TCE promedio y la supervivencia en el tratamiento | fue de 4.49+0.31 %/d,
con una supervivencia de 90 %; tratamiento Il, 4.58+0.25 %/d, con una supervivencia
de 100 %; tratamiento Ill, 4.34+0.56 %/d, con una supervivencia de 100 %;
tratamiento IV, 4.731£0.26 %/d, con una supervivencia de 96.7 % y tratamiento V,
4.83+0.1 %/d, con una supervivencia de 93.3 %. Sin diferencias significativas
(p>0.05) de ambos, entre los tratamientos (Fig. 3).

19



100 -

90
80
70
60
50
40
30
20
10
o
1 ]| m v A"4

Tratamientos

Supervivencia (%)

Figura 3. Supervivencia final de L. vannamei alimentado con U. lactuca.
Tratamientos: 1) Control (camaronina + DO); Il) camaronina + U. lactuca 50 g/kg de
alimento; Ill) camaronina + U. lactuca 100 g/kg de alimento; IV) camaronina + U.
lactuca 150 g/kg de alimento; V) camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento. No

hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05).

7.2.2. Calidad del agua
7.2.2.1. Parametros fisico-quimicos (temperatura, o xigeno disuelto, pH y
salinidad)

Los valores de oxigeno disuelto, salinidad y pH estuvieron dentro del
intervalo 6ptimo segun Brock y Main (1994) con excepcion de la temperatura que
estuvo por arriba del intervalo 6ptimo. (Tabla 4). Los nitritos, nitratos y amonio

estuvieron dentro del intervalo 6ptimo segun Boyd yTucker (1998). (Tabla 5).

Tabla 4. Oxigeno disuelto, pH, temperatura y salinidad del agua del sistema de

cultivo. Se indican promedios + DE.

Tratamientos OD (mg/L) pH TC Salinidad (%o)
I 5.3+0.1 7.940.1 31.3#0.6  33.5%0.9
Il 5.240.2 7.9+0.5 33.7+0.1  31.8%#1.0
1] 4.8+0.3 8.1+0.1 34.4+0.5 31.840.9
v 5.240.1 8.1+0.0 34.0#0.8 31.8+0.9
\Y 5.310.1 8.2+0.1 32.1+1.1  33.5#1.1
Intervalo 6ptimo 4.0-10.0 8.1-9.0 23-30 15-35
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Tratamientos: 1) Control (camaronina + DO); Il) camaronina + U. lactuca 50 g/kg de alimento;
[II) camaronina + U. lactuca 100 g/kg de alimento; IV) camaronina + U. lactuca 150 g/kg de
alimento; V) camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento.

Tabla 5. Concentracién de nitritos, nitratos y amonio (mg/L) del agua del sistema de
cultivo. Se indican los promedios + DE.
Nitritos (mg/L)

Tratamientos Nitratos (mg/L) Amonio (mg/L)

I 0.005+0.01 0.1340.07 0.3+0.06
Il 0.005+0.01 0.2240.03 0.331£0.01
Il 0.005+0.01 0.2340.03 0.19+0.08
v 0.005+0.01 0.2840.16 0.23+0.13
Vv 0.005+0.01 0.2240.01 0.26+0.06
Intervalo 6ptimo <0.5 0.4-0.8 0.1-1.0

Tratamientos: I) Control (camaronina + DO); Il) camaronina + U. lactuca 50 g/kg de alimento;
[II) camaronina + U. lactuca 100 g/kg de alimento; V) camaronina + U. lactuca 150 g/kg de

alimento; V) camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento.
7.3. Evaluacion del efecto del prebiotico inulina y Ulva lactuca , adicionados en
el alimento, en el crecimiento y supervivenciade ¢~ amaroén blanco

7.3.1. Bioensayo 3: Evaluacion del efecto del prebi  dtico inulina 'y Ulva lactuca,
adicionados en el alimento, en el crecimiento, supe  rvivencia y sistema inmune
de camaron blanco

La TCE promedio y la supervivencia en el tratamiento | fué de 3.09+£0.08 %/d y
97 %, respectivamente. En el tratamiento Il fue de 2.95+0.07 %/d y 80 9%,
respectivamente. En el tratamiento Il fue de 2.93x0.07 %/d y 100 %,
respectivamente. En el tratamiento IV fue de 2.81+0.25 %/d y 96.7 %,
respectivamente. Sin diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05) (Fig. 4).
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Figura 4. Supervivencia final de L. vannamei. Tratamientos: 1) Control (Camaronina +
DO); II) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento + U. lactuca 200 g/kg de
alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; IV) Camaronina + U.

lactuca 200 g/kg de alimento.

7.3.2. Calidad del agua
7.3.2.1. Paradmetros fisicoquimicos (temperatura, ox igeno disuelto, pH vy
salinidad)

Todos los parametros estuvieron dentro del nivel 6ptimo segin Brock y Main
(1994) (Tabla 6). Los nitritos, nitrato y amonio estuvieron dentro del intervalo 6ptimo
segun Boyd y Tucker (1998). (Tabla 7).

Tabla 6. Oxigeno disuelto, pH, temperatura y salinidad del agua del sistema de

cultivo. Se indican promedios + DE.

Tratamientos OD (mg/mL) pH T<C S (%o)
I 7.3+0.29 8.0+0.04 27.6+1.59  35.0+3.80
Il 7.5+0.34 8.0+0.11 27.6+2.21  32.2+1.84
[ 7.3+0.32 7.8+0.30 27.6£1.56  32.6+1.81
v 7.1+0.22 7.940.10 28.5£1.36  32.6+3.06
Intervalo 6ptimo 4.0-10.0 8.1-9.0 23-30 15-35
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Tratamientos: ) Control (Camaronina + DO); Il) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de
alimento + U. lactuca 200 g/kg de alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de

alimento; 1V) Camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento.

Tabla 7. Concentracion nitritos, nitratos y amonio del agua del sistema de cultivo. Se

indican los promedios + DE.

Tratamientos Nitratos (mg/L) Nitritos (mg/L) Amonio (mg/L)
I 0.64+0.25 0.05£0.05 0.071+0.03
Il 0.70+0.07 0.04+0.01 0.11+0.05
1] 0.81+0.06 0.03£0.00 0.7740.02
\Y] 0.76+0.09 0.03+0.04 0.76+0.05

Intervalo 6ptimo 0.4-0.8 <0.5 0.1-1.0

Tratamientos: 1) Control (Camaronina + DO); Il) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento +
U. lactuca 200 g/kg de alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; IV)

Camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento.

7.3.4. Determinacion de parametros del sistema inmu  ne
7.3.4.1. Conteo de hemocitos

El nimero promedio de hemocitos del tratamiento | fue de aproximadamente 9
x 10° millones, mientras que en el tratamiento Il fue de aproximadamente 15 x 10°. El
tratamiento Il presentd aproximadamente 10 x 10° células y el tratamiento IV
aproximadamente 11 x 10° (Fig. 5). El nimero promedio de las células del tratamiento
Il con la mezcla de inulina y U. lactuca fue significativamente mayor (p<0.05) que en

los tratamientos I, Il y IV.
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Figura 5. Promedio de hemocitos de cada tratamiento. Tratamientos: 1) Control
(Camaronina + DO); Il) Mezcla (Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento + U.
lactuca 200 g/kg de alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; V)
Camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento. Letras diferentes muestran diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05). Las barras de error indican el promedio
+ EE.

7.3.4.2. Actividad de la fenoloxidasa total (proFO  total) plasma méas SLH

La actividad de la FO total (proFO total) [(U/min/mg de proteina) x 10%] en el
tratamiento | (control) fue de 125.55+ 0.21 U, en el tratamiento Il 238.37+0.20 U, en el
tratamiento 11l 232.22+0.27 U y para el tratamiento IV 107.57+0.10 U (Fig. 6). Los
tratamientos 1l y Il fueron significativamente diferentes (p<0.05) a los tratamientos |

(control) y IV. La actividad de la FO en los tratamientos | y IV fue similar (p>0.05).
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Figura 6. Actividad de la fenoloxidasa total de plasma mas SLH. Tratamientos: )
Control (Camaronina + DO); 1) Mezcla (Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento +
U. lactuca 200 g/kg de alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; 1V)
Camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento. Letras distintas indican diferencias

significativas (p<0.05). Barras de error= promedio * DE.

7.3.4.3. Actividad de la fenoloxidasa (FO)

La actividad de la FO en el SLH (proFo) [(U/min/mg de proteina) x 10%] para el
tratamiento | fue de de 125.32+21.03 U, para el tratamiento Il 237.994£20.95 U, para
el tratamiento Il 231.65+33.18 U y en el tratamiento IV 107.33+37.07 U. Los
tratamientos 1l y 1l fueron significativamente diferentes (p < 0.05) al tratamiento |
(control) y al IV. La actividad de la FO en el tratamiento | y IV fue similar (p>0.05) (Fig.
7).
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Figura 7. Actividad de la fenoloxidasa en el SLH (proFO). Tratamientos: 1) Control
(Camaronina + DO); Il) Mezcla (Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento + U.
lactuca 200 g/kg de alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; 1V)
Camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento. Letras distintas indican diferencias

significativas (p<0.05). Barras de error= promedio + EE.

7.3.4.4. Actividad de la fenoloxidasa en plasma

La actividad de la FO en plasma [(U/min/mg de proteina) x10% para el
tratamiento | (control) fue de 0.22+0.03 U, en el tratamiento 1l 0.38+0.07 U, en el
tratamiento Il 0.56+0.10 U, en el tratamiento 1V 0.24+0.06 U. Los tratamientos I, Il
fueron similares entre si, pero significativamente diferentes (p<0.05) al tratamiento |
(control). No hubo diferencias entre los tratamientos I, Il y IV (p>0.05) (Fig. 8).
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Figura 8. Actividad de la fenoloxidasa en plasma. Tratamientos: 1) Control
(Camaronina + DO); Il) Mezcla (Camanonina + inulina 2.5 g/kg de alimento + U.
lactuca 200 g/kg de alimento); Ill) Camaronina + inulina 2.5 g/kg de alimento; 1V)
Camaronina + U. lactuca 200 g/kg de alimento. Letras distintas indican diferencias

significativas (p<0.05). Barras de error= promedio + EE.
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8. DISCUSION

En el bioensayo uno no se observé una ganancia significativa en peso en los
camarones alimentados con inulina con respecto a los del control sin prebiético y la
supervivencia fue alta en todos los tratamientos con inulina, incluido el control. Esto
coincide con Li et al. (2007) quienes, no observaron un aumento significativo en el
crecimiento y la supervivencia de L. vannamei alimentado con fructooligosacéaridos
(prebidtico derivado de la inulina) incluidos en la dieta y se contrapone con, Zhou et
al. (2007) que si obtuvieron un aumento significativo en el crecimiento de L.
vannamei alimentado con fructooligosacaridos. En estos dos trabajos la adicion de
fructooligosacaridos en el alimento incrementd el nimero de bacterias presentes en
el intestino de los camarones, lo que no ocurrio en este estudio al no presentarse una
tendencia clara en el niumero UFC de BAL y levaduras por gramo de intestino.

La inulina adicionada en el alimento disminuyé la prevalencia del WSSV en los
tratamientos Il y IV lo que ocurrié en camarones con baja carga viral (PCR anidada)
y con camarones aparentemente sanos. No existen reportes sobre lo encontrado en
camarones 0 en otros crustaceos o invertebrados, aunque en medicina humana en
estudios in vitro que los oligosacaridos (OS) de la leche materna tienen una
estructura semejante a la de los receptores especificos hidrocarbonados de
bacterias, toxinas y virus, que actian como receptores competitivos en las células
intestinales de superficie del huésped, previniendo la adhesién de patdgenos. Se ha
demostrado que los OS-2 inhiben el enlace con ligandos de células del huésped con
Campylobacter jejuni, Calicivirus, enterotoxina ST de E. coli, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae y Helicobacter pylori (Vitoria-Mifiana, 2007).

En el segundo bioensayo con U. lactuca, no generd una ganancia significativa
en peso en los tratamientos con la macroalga con respecto al control; pero la
supervivencia fue alta (90-100 %) en todos los tratamientos, lo cual indica que U.
lactuca no afecté de forma negativa el crecimiento, la sustitucion de harina por algas
ha reportado aumento en el consumo del alimento, el crecimiento y la producciéon de
biomasa (Cruz et al., 2000) funcionando como atractante, aglutinante y texturizante
(Cruz et al., 2000; Casas-Valdez et al., 2006). Es importante mencionar que en el
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presente trabajo no se fabricd una dieta en si sino que se sustituyeron diferentes
porcentajes de todo el alimento comercial por la macroalga a diferencia de estos
trabajos mencionados.

Respecto a la prevalencia del WSSV, ésta no se determino pues el bioensayo
fue realizado en los meses de julio-agosto donde las temperaturas fueron mayores
(31-34C) al intervalo optimo (23-30 C) y esta doc umentado que la hipertermia
inhibe la replicacion de WSSV. Segun Rahaman et al. (2006), el camarén blanco
cultivado a temperaturas del agua de 33 T no mostro signos de la enfermedad
después de ser retado con WSSV. Ademas, obtuvieron mortalidades bajas (0-30%) y
los camarones vivos y muertos fueron negativos para WSSV.

En el bioensayo tres se observo que los tratamientos con inulina y U. lactuca,
asi como la mezcla de ambos, no tuvieron un efecto positivo significativo en la
ganancia de peso y supervivencia, pero tampoco tuvieron un efecto negativo. La
mezcla tuvo un efecto positivo en el sistema inmune ya que se observd un aumento
significativo en el nimero de hemaocitos en el tratamiento 1l mezcla (inulina 2.5 g/kg
+ U. lactuca 20 %) respecto al tratamiento control. La inulina y la macroalga
individualmente no tuvieron un efecto significativo sobre el nimero de hemocitos,
podemos asegurar entonces que la el efecto significativo sobre el nimero total de
hemocitos se debe a la mezcla y no a los aditivos por separado. Contrariamente a lo
encontrado en este trabajo, Zhou et al. (2007) y Li et al. (2007) si obtuvieron un
aumento significativo del numero de hemocitos con las dietas con prebiéticos.

En este estudio se observé una mayor actividad de FO en plasma, SLH y total
en los camarones alimentados con inulina, respecto al control (tratamiento I) ya que
la macroalga sola no tuvo el mismo efecto. Li et al. (2007) mencionan que la adicion
de fructooligosacaridos aumenta significativamente la actividad fenoloxidasa en los
camarones alimentados con 0.0 0.1, y 0.8 % de scFOS. De acuerdo a los resultados
obtenidos la inulina tiene un efecto inmunoestimulante.

Los parametros fisicoquimicos como temperatura, salinidad y oxigeno disuelto
juegan un papel importante en la biologia de los crustaceos (Allan et al., 2006).
durante los 3 biensayos se determinaron los parametros fisicos quimicos los cuales

mantuvieron dentro de los intervalos propuestos por Brock y Main (1994) para el
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cultivo del camarén blanco, con excepcién de la temperatura en el experimento | que
estuvo ligeramente por debajo y el experimento Il que anduvo por encima del
intervalo 6ptimo. Sin embargo, no se presentaron mortalidades importantes. Respecto
a la calidad de agua, en los tres bioensayos se observd que los nitritos, nitratos y

amonio se mantuvieron por debajo de la concentracion no toxica (Boyd y Tucker,
1998).
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9. CONCLUSIONES

El crecimiento de los camarones no fue afectado (positiva 0 negativamente)

significativamente en ninguno de los tratamientos.

La inulina no incrementd el nimero de BAL y levaduras en el intestino del

camaron blanco.

U. lactuca puede sustituir al alimento comercial en un 20 % sin afectar el

crecimiento.

La combinacion de inulina y U. lactuca aumento significativamente el numero

de hemocitos en los camarones.

La combinacion de inulina y U. lactuca no aument6 significativamente la
actividad de fenoloxidasa en los camarones; sin embargo, la inulina por si sola

si lo hizo.
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