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RESUMEN

Las levaduras poseen componentes estructurales que estimulan el sistema inmunolégico y
la hematopoyesis de los crustaceos con el cual se incrementan los hemocitos circulantes que
desempefian importantes funciones en la defensa del huésped. El objetivo fue evaluar el
efecto de dietas ncon Saccharomyces cerevisiae sobre la proliferacion de hemocitos en
machos de Cryphiops caementarius. Fueron empleados 48 camarones machos adultos,
capturados del rio Pativilca, de 7,4 + 2,9 g de peso total y de 5,3 + 1,2 cm de longitud total.
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Los camarones se mantuvieron en recipientes individuales instalados dentro de acuarios (seis
camarones por acuario). Se emplearon una dieta control (3% de levadura activada) y tres
dietas experimentales (6, 9 y 12% levadura activada), con dos repeticiones. El nimero total
de hemocitos fue significativamente mayor (p<0,05) con 6% de levadura (134,75 x 10° cél
mL1), asi como el nimero de granulocitos (31,44 x 10° cél mL™) y de semigranulocitos
(102,44 x 10° cél mL™1). El nimero de hialinocitos varié durante el tiempo y disminuyo en
todos los tratamientos, y mantenerse entre 0,31 x 10° cél mL?t y 1,56 x 10° cél mLL. El
numero de hemocitos atipicos se mantuvieron bajos en todos los tratamientos y sin
diferencias significativas (p>0,05) con el basal (0,31 x 10° cél mL%). Los resultados
demuestran que con 6% de levadura en la dieta mejora el numero de hemocitos totales y
diferenciales en camarones machos de la especie.

Palabras clave: Saccharomyces, Cryphiops, hemocitos, camaron.

ABSTRACT

Yeasts have structural components that stimulate the immune system and the hematopoiesis
of crustaceans with which circulating hemocytes that play important roles in the defense of
the host are increased. The objective was to evaluate the effect of diets with Saccharomyces
cerevisiae on the proliferation of hemocytes in males of Cryphiops caementarius. Thirty-
eight adult male shrimp, captured from the Pativilca River, were used, with 7.4 + 2.9 g of
total weight and 5.3 + 1.2 cm of total length. The shrimp were kept in individual containers
installed inside aquariums (six shrimp per aquarium). A control diet (3% activated yeast)
and three experimental diets (6, 9 and 12% activated yeast) were used, with two replicates.
The total number of hemocytes was significantly higher (p <0.05) with 6% yeast (134.75 x
105 cells mL -1), as well as the number of granulocytes (31.44 x 105 cells mL -1) and of
semigranulocytes (102.44 x 10 5 cells mL -1). The number of hyalinocytes varied over time
and decreased in all treatments, and maintained between 0.31 x 105 cells mL -1 and 1.56 x
105 cells mL -1. The number of atypical hemocytes remained low in all treatments and there
were no significant differences (p> 0.05) with baseline (0.31 x 105 cells mL -1). The results
show that with 6% yeast in the diet improves the number of total and differential haemocytes
in male shrimp of the species.

Key words: Saccharomyces, Cryphiops, haemocytes, shrimp.



I. INTRODUCCION

El camardn Cryphiops caementarius Molina 1782 es una especie que se distribuye en
la vertiente occidental de los Andes, desde el rio Taymi en el norte del Perd (06° 32" S)
(Méndez, 1981) hasta el rio Maipo en el norte de Chile (33° 26" S) (Jara, 1997), pero abunda
en los rios Cafiete, Ocofia, Majes-Camana y Tambo en Per( (Wasiw & Yépez, 2015) y
contribuye con el 80 % del recurso extraido en la costa peruana (Zacarias & Yépez, 2008).
La extraccion del recurso al 2014 fue de 1037 t (PRODUCE, 2015) que abastecio al mercado

de Lima dada la gran demanda en gastronomia.

El sistema inmune de los crustaceos, esta basado en efectores celulares y humorales,
los que se conjugan para eliminar microorganismos potencialmente infecciosos, donde los
hemocitos circulantes son cruciales en estas reacciones inmunitarias, porque realizan
fagocitosis, encapsulacién, formacién de nddulos, producen citotoxicidad y constituyen la
fraccion celular de la hemolinfa (Bachere, 2000; Rendon & Balcéazar, 2003; Cerenius et al.,
2010; Fonseca et al., 2013).

El ndmero total de hemocitos (NTH) y el namero diferencial de hemocitos (NDH)
cambian de acuerdo a la especie de crustaceo, al género, estacion de afio, condiciones de
laboratorio, entre otros (Gelibolu et al., 2009). Ademaés el NTH presenta variaciones debido
al estrés, enfermedades y a las condiciones del ambiente (Johansson et al., 2000; Pacheco et
al., 2012).

Los inmunoestimulantes e inmunomoduladores se incorporan a las dietas de los
camarones, por la facilidad de dosificacion oral; no ocasionan demanda de energia, por lo
que no retardan el crecimiento; se usan en forma continua y no generan resistencia ni
acostumbramiento (Berger, 2000). Sin embargo, Campa-Cérdova et al. (2005) sefialaron
que se deben disefiar estudios dirigidos a conocer la dosis adecuada de inmunoestimulantes
para evitar estrés fisioldgico en los organismos de cultivo pero que incremente la respuesta

inmune de los camarones.

Los crustaceos al no poseer un sistema inmunoldgico especifico ni capacidad de
memoria (Berger, 2000) en necesario emplear sustancias que tienen la cualidad de alertar al

sistema inmune no especifico de los crustaceos y estas se encuentran en las paredes de



bacterias Gram negativas (lipopolisacaridos), Gram positivas (péptidoglicanos) y en hongos,

levaduras y algas (B-glucanos) (Renddn & Balcazar, 2003).

Saccharomyces cerevisiae contiene sustancias inmunoestimulantes que alertan al
sistema inmune (Renddén & Balcézar, 2003). Ademas, las levaduras no solo aportan con R3-
glucano, mananooligosacaridos y otros componentes de la pared celular, sino también son
fuentes de antioxidantes, principalmente de superdxido dismutasa, empleadas para
incrementar la actividad antioxidante y estimular la proliferacion de hemocitos circulantes
(Pacheco et al., 2012). Los camarones con un mayor numero de hemocitos son resistentes a
alguna infeccidn bacteriana (Le Moullac et al., 2000).

Subramanian et al. (2012) adicionaron 10% de S. cerevisiae en la dieta estandar de
Penaeus monodon y los animales incrementaron el NTH, la fenoloxidasa y la actividad
antibacterial. Cornejo et al. (2015), usaron por primera vez solo 3% de S. cerevisiae en la
dieta estandar del camardn C. caementarius y lograron incrementar el NTH y los hemocitos
granulocitos y semigranulocitos. Sin embargo, no se conoce la respuesta hemocitaria del
camaroén a elevadas concentraciones de S. cerevisiae en la dieta. Por consiguiente, se formulo
el siguiente problema de investigacion ¢Cudl es el efecto de dietas con 3, 6, 9y 12% de S.

cerevisiae sobre la proliferacion de hemocitos en machos de C. caementarius?

La hipotesis establece que si, se emplean dietas con 3, 6, 9 y 12% de S. cerevisiae,
entonces con 9% de S. cerevisiae se logra mayor proliferacién de hemocitos en machos de

C. caementarius.

El objetivo fue evaluar el efecto de dietas con S. cerevisiae sobre la proliferacion de

hemocitos en machos de C. caementarius. Los objetivos especificos fueron:

Cuantificar el NTH en machos de C. caementarius alimentados con 3, 6, 9y 12% de

S. cerevisiae en la dieta.

Cuantificar el namero de hemocitos granulocitos, semigranulocitos y hialinocitos en

machos de C. caementarius alimentados con 3, 6, 9y 12% de S. cerevisiae en la dieta.

Il. MATERIALESY METODOS
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2.1. MATERIAL
Poblacion: Los camarones machos adultos de C. caementarius procedieron del rio

Pativilca (10°49'59"S - 77°43'09""W) (Pativilca, Barranca, Lima) (Anexo 1).

Muestra: La muestra fue 48 camarones machos adultos de 7,4 £ 2,9 g de peso total y
de 5,3+ 1,2 cm de longitud total (LT: Escotadura postorbital — Extremo posterior del telson),

seleccionados al azar de un lote de 80 camarones.

Unidad de andlisis: La unidad de andlisis fue la hemolinfa de los camarones sembrados

en cada uno de los acuarios de los tratamientos.

2.2. METODOS

Tipo de estudio: Experimental.

Disefio de investigacion: Se utilizo el disefio experimental de estimulo creciente, con
un tratamiento control (3% de levadura) y tres tratamientos experimentales (6, 9 y 12% de

levadura), cada uno con dos réplicas:

2.3. VARIABLES Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable independiente: Levadura S. cerevisiae
Variable dependiente: Proliferacién de hemocitos

2.4. PROCEDIMIENTO

Transporte de camarones: Los camarones se introdujeron individualmente en
recipientes de 200 mL y luego se acondicionaron en recipientes de plasticos (50 L), con
aireacion constante. El transporte desde Pativilca hasta el Laboratorio durd 4,5 h y no hubo

mortalidad.

Identificacidn y aclimatacion de camarones: La especie de camaron se verificd segun
Méndez (1981) y el sexo macho se determind por la amplitud de los coxopoditos del quinto
par de periopodos y por el tamafio de los quelipodos. Los camarones se aclimataron durante
una semana en acuarios con agua del mismo rio y aireaciéon continua. La alimentacion se
inicio a partir del segundo dia de aclimatacion, con alimento balanceado (30% de proteina
total).

-11 -



Selecciéon y siembra de camarones: Finalizado el periodo de aclimatacion, se
seleccionaron solo los camarones machos de tamafios similares de 5,3 + 1,2 cm de longitud
total y 7,4 £ 2,9 g de peso total, con apéndices cefalotoracicos completos y en estados de
muda C y D1 (Reyes & Lujan, 2003). En cada recipiente se asignd un camaron, es decir seis

camarones por acuario (32 camarones m2).

Sistema de cultivo: Se empled el sistema de cultivo individual conformado por ocho
acuarios de vidrio (0,60 m de largo, 0,31 m de ancho, 0,35 m de alto con 0,186 m?) y en cada
uno se introdujeron seis recipientes circulares de material plastico transparente con tapa (dos
grupos de recipientes de tres niveles cada uno). Las paredes de los recipientes tuvieron
aberturas para permitir el flujo de agua. En cada recipiente se le colocé un tubo de PVC de
% de diametro que sobresalio 10 cm sobre el nivel del agua, por donde se introdujo los
granulos de alimento. Los acuarios tuvieron un sistema de recirculacion de agua tipo air-
water-lift, con filtro bioldgico de percolador (1,5 L min™). Se utilizé agua potable declorada,

con previa aireacién constante por 72 h (Anexo 3.1).

Dietas: La levadura entera se activd por el método de Martinez-Rodriguez et al. (2001)
y Perdomo et al. (2004) con las modificaciones en la incubacion de 24 h a 37°C (Anexo 2).
La levadura activada se usé como aditivo en las proporciones de 3, 6, 9y 12%, en la dieta

estandar (30% de proteina cruda) para la especie de camarédn (Reyes, 2012) (Tabla 1).

Tabla 1: Composicion porcentual de la dieta estandar para C. caementarius

INSUMOS %

Harina de pescado 30,00
Harina de soya 21,00
Harina de maiz 16,70

-12 -



Polvillo de arroz 22,00

Zeolita 2,00
Melaza 3,00
Aceite de pescado 2,00
Aceite de soya 0,50
Aceite de maiz 0,50
Lecitina de soya 1,00
Sal comun 1,00
Complexvit 0,30

! Comprende (kg): Vitaminas A8g; E7g; B18g; B2169; B611,6g;
B12 0,02 g; C5g; D35¢g; K31 g; Nicotinamida 10 g; Niacina 6 g; Biotina
0,3 g; DL Metionina 20 g; Pantotenato de calcio 47 g; Cloruro de sodio
2,7 g; Cloruro de potasio 34 g; Sulfato de magnesio 7 g; Maca 5 g: y
Excipientes 1000 g.

FUENTE: Reyes (2012).

Alimentacion: Los camarones se alimentaron desde el primer dia de siembra con el
alimento elaborado. La racion diaria fue del 6% del peso himedo por camardn. La frecuencia
de alimentacion fue de dos veces por dia (08:00 y 19:00 h) durante seis dias a la semana y

se distribuyo el alimento en iguales proporciones.

Extraccion de hemolinfa: A los siete dias después de la aclimatacion y previo a las
tomas de muestras de hemolinfa, se suspendié la alimentacion de los camarones por 12 h,
luego se colocaron ocho camarones por 5 min en recipientes plasticos de 4 L con agua dulce
declorada, pre aireada y a temperatura ambiente. La hemolinfa se extrajo del seno
pericardico de los camarones vivos, con una jeringa de 1 mL (Insulin Syringe 26 G %2); asi
mismo se realizaron preparaciones en fresco de la hemolinfa con solucion de Alsever
modificado a 4°C (Jussila et al., 1999) (Anexo 3.2).

Recuento de hemocitos: Para determinar el NTH y el NDH se midié 20 pL de
hemolinfa extraida y se adiciond a un microtubo (Eppendorf) conteniendo 80 uL de solucion
de la solucion de Alsever modificado a 4°C (Van de Braak, 2002). El conteo de hemocitos
se realiz6 en camara de Neubauer y en microscopio LEICA DM LS2 de luz convencional de
campo luminoso provisto de contraste de fases (Anexo 3.3). Con los datos obtenidos se
determind el numero total de hemocitos (NTH) (Anexo 4) y el numero diferencial (NDH)
(Anexo 5 y 6) que constituyeron los hemocitos granulocitos (HG), hemocitos
semigranulocitos (HSG), hemocitos hialinos (HH) y hemocitos atipicos (HA), segun

Azafiero et al. (2006) y con las formulas segun Jussila (1997):

(HCxDx ()

NTH (célmL™) = 02
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NDH (cél mL-! = (HDxDxC)
(célm = 04

Donde HC es el niumero de hemocitos contado, D es el factor de dilucion de la
hemolinfa, C es la conversion dcl factor x 0,1 mm?® x mL (1000), HD es el nimero de

hemocitos diferenciales contados.

Calidad del agua: Para mantener la calidad del agua se realizd la limpieza de los
acuarios diariamente por sifoneo de los desechos sélidos acumulados en el fondo del acuario.
El 30% del agua de cada acuario fue renovada dos veces por semana. El agua de todos los
acuarios fue monitoreada cada siete dias. Se determind temperatura con un Oximetro Hatch
LDO (+ 0,01 mg L™), el pH con un pH-metro digital 110 (+ 0,01°C), el CO, la dureza total
y la alcalinidad total por métodos titrimétricos y con el test colorimétrico Nutrafin (£ 0,01

mg L) se determind amonio, nitritos y nitratos.

Analisis estadistico: Los resultados se sometieron a la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para determinar la normalidad de datos, luego se aplicé analisis de varianza simple y la
prueba de Duncan, en ambos casos con un nivel de significancia del 5%, ademas se realiz6
la prueba de t Student para comparar el NTH y NDH basales con la variacion de los mismos
a través del tiempo. Todos los andlisis se efectuaran utilizando el Software SPSS version 23

para Windows (Anexo 7).

I1l. RESULTADOS
3.1. NUMERO TOTAL DE HEMOCITOS
EI NTH basal de los camarones fue de 11,06 + 1,50 x 10° cél mL™. A los siete dias de
cultivo, el NTH de los camarones incrementaron (p<0,05), en 5, 6, 7 y 10 veces con 12%,

3%, 6% y 9% de S. cerevisiae en la dieta. A los 14 dias, el NTH de los camarones de todos

-14 -



los tratamientos disminuyeron en alrededor de 25% del valor del muestreo anterior, excepto
los camarones alimentados con 12% de S. cerevisiae que se mantuvo constante. EI NTH de
los camarones alimentados con 6% de S. cerevisiae fueron los Unicos que incrementaron a
los 21 dias (88,31 + 5,26 x 10° cél mL™) y 28 dias de cultivo (134,75 + 2,30 x 10° cél mL"
1): en cambio, en los demés tratamientos, el NTH vari6 a través del tiempo y no superaron
los 78 x 10° cél mL™ (Fig. 1).

3% W6% H9% M12%
160

=
N
o

S
o

NTH (x10° Cell mL?)
0
o

o

0 7 14 21 28
Dias

Figura 1. Numero total de hemocitos (NTH) en machos de C. caementarius, segun
tratamientos. Letras iguales sobre las barras indican que no hay diferencias significativas por
cada muestreo (p>0,05); los asteriscos indican diferencia significativa (p<0,05) con relacion
al valor inicial.

3.2. HEMOCITOS GRANULOCITOS

El nimero de HG basal de los camarones fue de 3,19 + 0,62 x 10° cél mL™. A los siete
dias de cultivo, los HG de los camarones incrementaron (p<0,05), en 6 veces con 3% y 9%
de S. cerevisiae en la dieta, y de 4 veces con 6% de S. cerevisiae, en cambio con 12% de S.
cerevisiae no se observd diferencias (p>0,05), con los HG basal.

Los camarones alimentados con 6% de S. cerevisiae fueron los Unicos que
incrementaron los HG a los 14 dias (16,06 + 1,68 x 10° cél mL™Y), 21 dias (18,06 + 0,80 x
10° cél mLY) y 28 dias de cultivo (31,44 + 3,45 x 10° cél mL™); en cambio, en los
alimentados con 3%, 9% y 12% de S. cerevisiae, los HG varian a través del tiempo y no
superaron los 23 x 10° cél mL? (Fig. 2).
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3% WM6% WM9% m@12%
40 H C

HG (x10° Cell mL1)

Dias

Figura 2. Namero de hemocitos granulocitos (HG) en machos de C. caementarius, segln
tratamientos. Letras iguales sobre las barras indican que no hay diferencia significativa por
cada muestreo (p>0,05); los asteriscos indican diferencias significativas en relacion al valor
inicial (p<0,05); ns: es no significativo al valor inicial.

3.3. HEMOCITOS SEMIGRANULOCITOS

El nimero de HSG basal de los camarones fue de 6,00 + 1,24 x 10° cél mL™. A los siete
dias de cultivo, el HSG de los camarones incrementaron (p<0,05), en 7, 10, 15 y 8 veces con
3%, 6%, 9% y 12% de S. cerevisiae en la dieta. A los 14 dias, los HSG de los camarones de
todos los tratamientos disminuyeron en alrededor de 40% del valor del muestreo anterior,
excepto los camarones alimentados con 12% de S. cerevisiae que se mantuvo constante. Los
camarones alimentados con 6% de S. cerevisiae fueron los Unicos que incrementaron los
HSG a los 21 dias (69,13 + 6,898 x 10° cél mL™) y 28 dias de cultivo (102,44 + 5,57 x 10°
cél mLY); en cambio, en los demas tratamientos, los HSG variaron a través del tiempo y no

superaron los 57 x 10° cél mL™! (Fig. 3).
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Figura 3. Numero de hemocitos semigranulocitos (HSG) en machos de C. caementarius,
segln tratamientos. Letras iguales sobre las barras indican que no hay diferencia significativa
por cada muestreo (p>0,05); los asteriscos indican diferencias significativas en relacion al
valor inicial (p<0,05); ns: es no significativo al valor inicial.

3.4. HEMOCITOS HIALINOCITOS

El nimero de HH basal de los camarones fue de 1,56 + 0,44 x 10° cél mL™. A los siete
dias de cultivo, los HH de aquellos alimentados con 6% de S. cerevisiae incrementé (p<0,05)
(3,19 + 0,62 x 10° cél mL1); en cambio, los HH de aquellos alimentados con 3%, 9% y 12%
de S. cerevisiae disminuyeron (p<0,05) en relacion con los HH basal. A los 14 dias se
registré que un incremento abrupto de los HH en los camarones alimentados con 3% (6,38
+ 0,53 x 10° cél mLY) y 12% (3,56 + 0,62 x 10° cél mL!) de S. cerevisiae en la dieta. A los
21 y 28 dias el nimero de HH de todos los tratamientos disminuyeron y fluctuaron entre
1,56 x 10° cél mL* y 0,31 x 10° cél mL* (Fig. 4).

H3% H6% WM9% m@12%

HH (x10° Cell mL1)

Figura 4. Numero de hemocitos hialinos (HH) en machos de C. caementarius, segun
tratamientos. Letras iguales sobre las barras indican que no hay diferencia significativa por
cada muestreo (p>0,05); los asteriscos indican diferencias significativas en relacion al valor
inicial (p<0,05); ns: es no significativo al valor inicial.

3.5. HEMOCITOS ATIPICOS

El nimero de HA basal de los camarones fue de 0,31 + 0,09x 10° cél mL™*. Durante
los 28 dias de cultivo los HA se mantuvieron bajos y sin diferencias (p>0,05) con los HA
basal; excepto en aquellos alimentados con 12% de S. cerevisiae cuyos HA a los 21 dias fue
de alto (0,56 + 0,09 x 10° cél mL™) y mucho més alto a los 28 dias fue alto (1,13 + 0,18 x
10° cél mL1) en relacion con el basal y con los demas tratamientos que fluctuaron entre
0,19 + 0,09 x 10° cél mL* y 0,38 + 0,18 x 10° cél mL* (Fig. 5).
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Figura 5. Numero de hemocitos atipicos (HA) en machos de C. caementarius, segln
tratamientos. Letras iguales sobre las barras indican que no hay diferencia significativa por
cada muestreo (p>0,05); los asteriscos indican diferencias significativas en relacion al valor
inicial (p<0,05); ns: es no significativo al valor inicial.

3.6. CALIDAD DEL AGUA
Los parametros de calidad del agua no mostraron variacion (p>0.05) entre
tratamientos. La temperatura vario de 25,5 a 26,8°C, el pH de 7,05 a 7,21, el oxigeno disuelto

de 3,70 a 5,40 mg L%, los nitritos fueron de 0,10 mg L™ y no se encontré amonio total.

IV. DISCUSION
En el presente estudio, el NTH basal (11,06 x 10° cél mL™) y el NDH basales como los
HG (3,19 x 10° cél mL™t), HSG (6,00 x 10° cél mL?) y HH (1,56 x 10° cél mL?) de los
camarones machos de C. caementarius del rio Pativilca fueron aproximadamente tres veces
mayor que los obtenidos por Cornejo et al. (2015) para la misma especie capturada del
mismo lugar. Sin embargo, en la investigacion no se analizaron las condiciones del rio de

donde procedieron los camarones.

Las diferentes concentraciones de S. cerevisiae en la dieta de C. caementarius,

ocasionaron un rapido incremento del NTH en los primeros siete dias de alimentacion, donde
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los mayores valores se dieron con 9% de S. cerevisiae en la dieta, o que sugiere que esta
seria la maxima concentracion de S. cerevisiae a ser empleada para mejorar de manera
rapida, el estado inmunoldgico de la especie. Sin embargo, este incremento del NTH no
permanecié en el tiempo, pues a los 14 dias disminuyd en todos los tratamientos debido a la
deficiencia o exceso de S. cerevisiae en la dieta, y solo en los camarones alimentados con
6% de S. cerevisiae se increment rapida y significativamente el NTH (134,75 x 10° cél mL"
1) hasta los 28 dias de cultivo, lo cual seria el maximo NTH de la especie que indicaria un
mejor estado inmunolégico, respecto a los valores basales y a lo informado previamente
(33,05 x 10° cél mL%, Cornejo et al. 2015). El incremento en NTH se relaciona con el estado
nutricional del camardn (Le Moullac et al. 1999) cuya respuesta inmune se refuerza con los
inmunoestimulantes de levadura (Le Moullac et al. 2000) que al incrementar el NTH resisten
mejor a una infeccion debido a que su estado inmunolégico es mejorado (Campa & Luna,
2011). Ademés, las levaduras son activadores, moduladores y fortificadores del sistema
inmune en diversos organismos por la presencia de -glucanos, mananooligosacéridos y
otros componentes de la pared celular (Zhen-Ming et al. 2010), con los cuales se incrementan

los hemocitos circulantes en crustaceos (Campa-Cordova et al. 2010).

Es la primera vez que se logr6 obtener un mayor NTH (134,75 x 10° cél mL™) en machos
adultos de C. caementarius alimentados con 6% de S. cerevisiae en la dieta a los 28 dias, lo
que indicaria ser la concentracion adecuada de S. cerevisiae para estimular la proliferacion
de hemocitos. Cornejo et al. (2015) obtuvieron, para la misma especie, un valor cuatro veces
menor (33,05 x 10° cél mL?), pero ellos emplearon 3% de S. cerevisiae en la dieta en similar
periodo. En consecuencia, se recomienda emplear 6% de S. cerevisiae en la dieta para
incrementar los hemocitos durante mayor tiempo de cultivo. Aunque, las variaciones del
NTH dependen del género, nimero de ejemplares, temporada, condiciones ambientales,
estrés y enfermedades (Johansson et al. 2000; Gelibolu et al. 2009; Pacheco et al. 2012) y
también de la respuesta inmune de cada especie de crustaceo (Song & Hsieh, 1994; Matozzo
& Marin, 2010). Ademas, el NTH varia entre especies de crustaceos, asi en Penaeus
monodon el NTH es de 50,9 x 106 cél mL* (Van de Braak, 2002), en Callinectes sapidus es
de 216,43 x 10* cél mL™* (Gelibolu et al. 2009) y en Carcinus aestuarii de 6,4 x 10° cél mL
! (Matozzo & Marin, 2010).

La dieta con 6% de S. cerevisiae fue la Unica que estimul6 significativamente la
proliferacion de HG (31,44 x 10° cél mL™) y HSG (102,44 x 10° cél mL™) de machos de C.
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caementarius durante los 28 dias de cultivo, en relacion con los demaés tratamientos que se
mantuvieron casi estables. Estos resultados, que fueron dos y cinco veces mas altos,
respectivamente, que los obtenidos por Cornejo et al. (2015) en la misma especie de machos
de camardn, probablemente se deben a la menor concentracion de S. cerevisiae (3%) que
emplearon en la dieta. En consecuencia, los valores de HG y HSG obtenidos con 6% de S.
cerevisiae, sugieren que los camarones de la especie presentarian un sistema inmunoldgico
preparado y reforzado, necesario para contrarrestar alguna enfermedad. En los crustaceos,
los HG y los HSG participan en encapsulacion, formacion de nddulos, fagocitosis,
citotoxicidad y liberacion de profenoloxidasa, con los cuales se prepara a los organismos
para enfrentar alguna invasion de microorganismos (Lanz et al. 1993; Johansson et al. 2000;
Rodriguez & Le Moullac, 2000; Renddén & Balcazar, 2003; Aguirre-Guzman et al. 2009).

El nimero de HH de machos de C. caementarius fue variable en el tiempo y en todos
los tratamientos con respecto a los HH basal (1,56 x 10° cél mL™), pero con tendencia a
disminuir y mantenerse entre 0,31 x 10° cél mL* y 1,56 x 10° cél mL™?, aunque, estos valores
fueron mas altos que los obtenidos para la misma especie (~0,11 x 10° cél mL™, Cornejo et
al. 2015). Esta variacion de los HH durante el tiempo de cultivo, podria ser ocasionado por
alguna alteracién organica o fisiologica no perceptible en los camarones. Esto se sustenta
por el hecho de que los HH de los crustaceos decapodos tienen capacidad fagocitica y
participan en la coagulacion (Raa, 2000; Johansson et al. 2000) y se ha reportado que el
incremento se debe a alguna infeccion (Montesdeoca et al. 2002) y por la alta actividad
fagocitica que tienen los HH (Lv et al. 2014). En cambio, la disminucidn de los HH estaria
relacionada con el incremento de los HG y HSG, principalmente con 6% de S. cerevisiae en
la dieta, similar a la variacion reportados por Cornejo et al. (2015) en la misma especie

aunque ellos emplearon 3% de S. cerevisiae en la dieta.

Por otra parte, el nimero de HA basal fue de 0,31 x 10° cél mL* de los camarones
machos de C. caementarius, que fue similar (p<0,05) con aquellos alimentados hasta con
9% de S. cerevisiae en la dieta; y ademas, fueron similares a lo obtenido en la misma especie
(0,28 x 10° cél mL™%, Cornejo et al. 2015). En cambio, el incremento abrupto observado a los
21 dias y 28 dias de cultivo solo en aquellos alimentados con 12% de S. cerevisiae en la
dieta, indicarian alteraciones en la hematopoyesis por exceso de S. cerevisiae que debe haber
afectado el estado inmunoldgico del camarédn. En L. vannamei la alta concentracion de HA

se relaciona con un deficiente estado inmunitario, baja capacidad de reemplazo por

-20-



hemocitos nuevos y una libre circulacién de células inmunitarias desgastadas o apoptoticas
(Maldonado; 2003).

La disminucion del NTH, de los HG y HSG de los camarones C. caementarius desde
los 21 dias de cultivo, alimentados con 9% y 12% de S. cerevisiae, sugiere que ambas
concentraciones de S. cerevisiae fueron muy elevadas que afectaron la proliferacion de los
hemaocitos en la especie; y como respuesta a ello, ocasionaron incremento de los HA. Estos
resultados podrian explicarse segun lo sugerido por Chang et al. (2000) quienes consideraron

gue una sobredosis de levadura causa fatiga inmune en P. monodon.

Por otro lado, la calidad de agua de cultivo del camarén fue similar (p<0,05) entre
tratamientos, y estuvieron cercanos a los parametros registrados para el ambiente natural
donde son considerados como favorables para C. caementarius (Wasiw & Yepez, 2015). De
igual manera fueron semejantes a las condiciones normales de laboratorio donde se
experimenta con la especie en el mismo sistema de cultivo (Reyes, 20015; Cornejo et al.
2015). En consecuencia los resultados del presente estudio se debieron a las diferentes

concentraciones de S. cerevisiae en la dieta.

Por consiguiente, los resultados permiten inferir que con el uso de 6% de S. cerevisiae
en la dieta se mejora el estado inmunoldgico de los camarones machos de C. caementarius,
al ocasionar mayor incremento del NTH, de los HG y HSG, y disminucion de los HA, en
relacion a lo obtenido con 3% de S. cerevisiae (Cornejo et al. 2015). Sin embargo, es
conveniente complementar dicho estudio con otros parametros inmunoldgicos y realizar el

desafio con bacterias patdgenas.
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V. CONCLUSIONES
El NTH (134.75 x 10° cél mL?) fue significativamente mayor (p<0.05) en los
camarones machos de C. caementarius alimentados con 6% de S. cerevisiae en la dieta, en

relacion con los demas tratamientos.

El nimero de HG (31.44 x 10° cél mLY) y de HSG (102.44 x 10° cél mL?) fueron
significativamente mayores (p<0,05) en los camarones machos de C. caementarius

alimentados con 6% de S. cerevisiae, en relacion con los demas tratamientos.

El nimero de HH en los camarones machos de C. caementarius varié durante el tiempo
y disminuyo (p<0,05) en todos los tratamientos, y se mantuvo entre 0.31 x 10° cél mL?y
1.56 x 10° cél mL™L,
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El nimero de HA en los camarones machos de C. caementarius se mantuvieron bajos

en todos los tratamientos y sin diferencias significativas (p>0.05) con los HA basal (0.31 x
10° cél mLY).

VI. RECOMENDACIONES
Emplear 6% de S. cerevisiae en la dieta de postlarvas y juveniles de C. caementarius

para mejorar el estado inmunoldgico y por consiguiente el crecimiento y supervivencia.

Evaluar la resistencia de machos y hembras de C. caementarius alimentados con 6%

de S. cerevisiae, mediante el desafio con bacterias patdgenas.
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ANEXQOS

ANEXO 1

Lugar de recoleccion de camarones.
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ANEXO 2

Flujograma del proceso de activacion de la levadura S. cerevisiae (Martinez-Rodriguez et
al., 2001; Perdomo et al., 2004)
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ANEXO 3

3.1 Sistema de cultivo del camardn en recipientes individuales, con recirculacion de agua de
tipo air-water-lift y con filtro biol6gico de goteo.
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3.2 Extraccion de hemolinfa del seno pericérdico de C. caementarius
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3.3 Recuento de hemocitos en machos adultos de C. caementarius. Hemocitos granulocitos
(HG), hemocitos semigranulocitos (HSG), hemocitos hialino (HH) y hemocitos atipicos
(HA).

HSG HG HH HA

ANEXO 4

-33-



Numero total de hemocitos (NTH)

TRATAMIENTOS TIEMPO (Dfas) NTH x105(cel/ml)

0 11.06 +1.50

64.19 £5.57

3% de levadura 14 43.00 £ 1.86
21 77.56 £451

28 64.19 + 3.45

0 11.06 £1.55

76.38 +3.89

6% de levadura 14 52.44 +0.27
21 88.31+5.21

28 134.75 £2.30

0 11.06 +1.60

7 105.88 £1.24

9% de levadura 14 64.38 £4.24
21 4550 £ 3.18

28 78.00 +4.95

0 11.06 £ 1.65

7 52.75 + 3.36

12% de levadura 14 58.81 +5.21
21 20.00 £ 1.77

28 57.44 + 3.80

ANEXO 5
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Numero diferencial de hemocitos de C. caementarius (x 10° cél mL™)

HEMOCITOS DIFERENCIALES x 10° (cel/ml)

TRATAMIENTOS | TIEMPO
(Dias) Granulocito Semigranulocitos  Hialinocitos ~ Atipicos
0 3.19+0.62 6.00+1.24 1.56 +£0.44 0.31+0.09
7 17.69 £0.97 4494 +4.15 1.31+£0.27 0.25+0.18
3% de levadura 14 13.75£0.53 2413 £0.71 6.38 £ 0.53 0.06 £0.09
21 2288 +1.41 53.50 +2.83 1.00£0.18 0.19£0.09
28 1456 £0.44 47.88 +3.18 1.56 £0.27 0.19 £0.09
0 3.19+0.62 6.00+1.24 1.56 +£0.44 0.31+0.14
7 12.88 £0.35 60.06 £ 3.09 3.19+0.62 0.25+0.18
6% de levadura 14 16.06 + 1.68 34.94 +1.86 1.31+0.44 0.13+£0.00
21 18.06 £ 0.80 69.13 +6.89 0.94 £0.80 0.19£0.09
28 31.44 £ 3.45 102.44 +5.57 0.69 +0.09 0.19 £ 0.09
0 3.19+0.62 6.00+1.24 1.56 +0.44 0.31+0.19
7 17.81 +1.68 87.00 +3.01 0.94 +0.09 0.13+0.18
9% de levadura 14 11.38£0.18 55.19 +4.15 0.69 £ 0.09 0.13+£0.00
21 7.56 £0.97 37.25+2.30 0.31£0.09 0.38£0.18
28 19.88 £1.59 56.94 + 3.45 0.81 +£0.09 0.38 £0.18
0 3.19+0.62 6.00+1.24 1.56 £0.44 0.31+£0.24
7 4.75+0.88 47.13+2.30 0.56 +0.27 0.31+£0.09
12% de levadura 14 1288+ 1.24 42.19 £ 4.68 3.56 £ 0.62 0.19£0.09
21 6.31 +0.80 12.75 £ 2.47 0.38+£0.18 0.56 £ 0.09
28 6.38 £0.71 49.44 £2.74 0.50+0.18 1.13+£0.18
ANEXO 6
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Numero diferencial de hemocitos de C. caementarius (%)




~ HEMOCITOS DIFERENCIALES (%)
R ENTES | TEvEe HEMOCITOS DIFERENCIALES (%

(Dias) Granulocito ~ Semigranulocitos ‘Hialinocitos Atipicos

0 29 54 14 3
7 28 70 2 0
3% de levadura 14 31 54 14 0
21 29 69 1 0
28 23 75 2 0
0 29 54 14 3
7 17 79 4 0
6% de levadura 14 31 67 2 0
21 20 78 1 0
28 23 76 1 0
0 29 54 14 3
7 17 82 1 0
9% de levadura 14 17 82 1 0
21 17 82 1 1
28 25 73 1 0
0 29 54 14 3
7 9 89 1 1
12% de levadura 14 22 72 6 0
21 32 64 2 3
28 11 86 1 2

ANEXO 7: ANALISIS ESTADISTICOS

Homogeneous Subsets
NTH_0 dias
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Tratamientos Subset
N 1
Duncan®® Levadura_12 2 1106250,00
Levadura_3 2 1106250,00
Levadura_6 2 1106250,00
Levadura 9 2 1106250,00
Sig. 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

Homogeneous Subsets

NTH 7 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3 4
Duncan®? Levadura_12 2 5275000,00
Levadura_3 2 6418750,00
Levadura 6 2 7637500,00
Levadura_9 2 10587500,00
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
NTH 14 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
Duncan?” Levadura_3 2| 4431250,00
Levadura_6 2| 5243750,00 | 5243750,00
Levadura_12 2 5881250,00 | 5881250,00
Levadura_9 2 6737500,00
Sig. ,080 ,142 ,070
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
NTH 21 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
Duncan®® Levadura_12 2 2000000,00
Levadura_9 2 4550000,00
Levadura_3 2 7756250,00
Levadura_6 2 8831250,00
Sig. 1,000 1,000 ,051
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
NTH 28 dias
Tratamientos Subset
N 1 | 2 | 3
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Duncan®® Levadura_12 2 5743750,00
Levadura_3 2 6418750,00
Levadura_9 2 7800000,00
Levadura_6 2 13475000,00
Sig. ,146 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Granulocitos 0 dias
Tratamientos Subset
N 1
Duncan®® Levadura_12 2 318750,00
Levadura_3 2 318750,00
Levadura_6 2 318750,00
Levadura 9 2 318750,00
Sig. 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Granulocitos 7 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
Duncan®? Levadura_12 2 475000,00
Levadura_6 2 1287500,00
Levadura_3 2 1768750,00
Levadura_9 2 1781250,00
Sig. 1,000 1,000 ,913
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Granulocitos 14 dias
Tratamientos Subset
N 1 2
Duncan®? Levadura_9 2 1137500,00
Levadura_12 2 1287500,00
Levadura_3 2 1375000,00 | 1375000,00
Levadura_6 2 1606250,00
Sig. ,097 ,099
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Granulocitos 21 dias
Tratamientos Subset
N 1 | 2 | 3
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Duncan®® Levadura_12 2 631250,00
Levadura_9 2 756250,00
Levadura_6 2 1806250,00
Levadura_3 2 2287500,00
Sig. ,290 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Granulocitos 28 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
Duncan®® Levadura 12 2 637500,00
Levadura_3 2 1456250,00
Levadura_9 2 1987500,00
Levadura_6 2 3143750,00
Sig. 1,000 ,052 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Semigranulocitos 0 dias
Tratamientos Subset
N 1
Duncan®® Levadura_12 2 600000,00
Levadura_3 2 600000,00
Levadura_6 2 600000,00
Levadura 9 2 600000,00
Sig. 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Semigranulocitos 7 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
Duncan®? Levadura_3 2 4493750,00
Levadura 12 2 4712500,00
Levadura_6 2 6006250,00
Levadura_9 2 8700000,00
Sig. ,533 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Semigranulocitos 14 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
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Duncan®® Levadura_3 2 2412500,00
Levadura_6 2 3493750,00
Levadura_12 2 4218750,00
Levadura 9 2 5518750,00
Sig. 1,000 ,092 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Semigranulocitos 21 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3 4
Duncan®® Levadura 12 2 1275000,00
Levadura_9 2 3725000,00
Levadura_3 2 5350000,00
Levadura_6 2 6912500,00
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

Homogeneous Subsets

Semigranulocitos 28 dias

Tratamientos Subset
N 1 2
Duncan®? Levadura_3 2 4787500,00
Levadura_12 2 4943750,00
Levadura_9 2 5693750,00
Levadura_6 2 10243750,00
Sig. ,084 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Hialino 0 dias
Tratamientos Subset
N 1
Duncan®® Levadura_12 2 156250,00
Levadura_3 2 156250,00
Levadura_6 2 156250,00
Levadura_9 2 156250,00
Sig. 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Hialino 7 dias
Tratamientos Subset
N 1 | 2
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Duncan®® Levadura_12 2 56250,00
Levadura_9 2 93750,00
Levadura_3 2 131250,00
Levadura_6 2 318750,00
Sig. ,114 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Hialino 14 dias
Tratamientos Subset
N 1 2 3
Duncan®® Levadura_9 2 68750,00
Levadura_6 2 131250,00
Levadura_12 2 356250,00
Levadura_3 2 637500,00
Sig. ,251 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Hialino 21 dias
T . Subset
ratamientos N 1
Duncan®? Levadura_9 2 31250,00
Levadura_12 2 37500,00
Levadura_6 2 93750,00
Levadura_3 2 100000,00
Sig. ,182
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Hialino 28 dias
Tratamientos Subset
N 1 2
Duncan®® Levadura_12 2 50000,00
Levadura_6 2 68750,00
Levadura_9 2 81250,00
Levadura_3 2 156250,00
Sig. ,147 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

Homogeneous Subsets
Atipico 0 dias

Subset

Tratamientos
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Duncan?” Levadura_12 2 31250,00
Levadura_3 2 31250,00
Levadura_6 2 31250,00
Levadura 9 2 31250,00
Sig. 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

Homogeneous Subsets

Atipico_7 _dias
Tratamientos Subset
N 1
Duncan®® Levadura_9 2 12500,00
Levadura_3 2 25000,00
Levadura_6 2 25000,00
Levadura_12 2 31250,00
Sig. ,309

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

Homogeneous Subsets

Atipico 14 dias

Tratamientos Subset
N 1
Duncan®? Levadura_3 2 6250,00
Levadura_6 2 12500,00
Levadura 9 2 12500,00
Levadura_12 2 18750,00
Sig. 121

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.

Homogeneous Subsets

Atipico 21 dias

T . Subset
ratamientos N 1 >
Duncan®® Levadura_3 2 18750,00
Levadura_6 2 18750,00
Levadura 9 2 37500,00 | 37500,00
Levadura_12 2 56250,00
Sig. ,190 ,184
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Homogeneous Subsets
Atipico 28 dias
Tratamientos Subset
N 1 | 2
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Duncan®® Levadura_3
Levadura_6
Levadura 9
Levadura_12
Sig.

NN DNNDN

18750,00
18750,00
37500,00

,257

112500,00
1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
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