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GLOSARIO 
 

 
Inmunomodulación 

Manipulación específica del sistema inmune en 
la que se produce una interacción que estimula 
o inhibe la respuesta inmune, con el fin de 
restaurar el equilibrio perdido por diferentes 
causas. 

 
Inmunomoduladores 

Sustancias biológicas o compuestos químicos 
definidos, empleados con satisfacción para la 
prevención y el tratamiento de enfermedades 
virales y bacterianas. 

 
Vibriosis 

Grupo de enfermedades bacterianas, causadas 
por cepas patógenas extracelulares de varias 
especies pertenecientes al género Vibrio. 

 
 

Exclusión competitiva 

Planteamiento que indica que dos especies de 
una comunidad determinada no pueden existir 
haciendo uso del mismo recurso, hecho que 
genera competencia. Como resultado una de 
las especies termina desplazando a la otra. 

Colonización Proceso biológico mediante el cual una 
especie se propaga a nuevos nichos biológicos 

 
 

Melanización 

Remoción de partículas extrañas mediante la 
encapsulación y formación de agregados 
nodulares con depósito de melanina. 
Saneamiento y cicatrización de heridas o 
laceraciones mediante la agregación celular y la 
iniciación del proceso de coagulación, la 
producción de especies reactivas y depósito de 
melanina. 

 
Enjambre bacteriano 

Es el proceso más rápido mediante el cual 
bacterias móviles son capaces de desplazarse 
y colonizar superficies. 

 

Métodos profilácticos 
Medidas para prevenir o reducir la incidencia de 
enfermedades en los cultivos de camarón, así 
como el impacto ambiental de los productos 
utilizados. 

 
Histopatología 

Rama de la patología que trata el diagnóstico de 
enfermedades a través del estudio de los 
tejidos. 

 
Hibridación in situ 

Técnica de laboratorio empleada para localizar 
una secuencia de ADN o ARN en una muestra 
histológica. 
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WSSV (siglas en inglés): Virus del síndrome de la mancha blanca 
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2 

RESUMEN 

Bacterias del género Vibrio han provocado severas enfermedades a la industria 

del camarón de cultivo. Vibrio parahaemolyticus causante de la necrosis 

hepatopancreática aguda (AHPND), ha causado grandes mortalidades y pérdidas 

económicas a esta industria. Este Vibrio coloniza el estómago del camarón y genera 

toxinas que destruyen el hepatopáncreas. La presente tesis abordó a la AHPND 

combinando dos enfoques, el primero la exclusión de las superficies del camarón del 

vibrio patógeno, mediante probióticos con altas cualidades colonizadoras y el segundo 

enfoque, la inmunomodulación del camarón con fibras vegetales inmunoestimulantes. 

La capacidad colonizadora de los probióticos estudiados (Ili, P62 y P64) se verificaron 

mediante observaciones en microscopía confocal y de epifluorescencia, demostrando 

que estas bacterias poseen abundantes flagelos (Ili), fimbrias (P62), y una combinación 

de fimbrias y flagelos (P64). Estos apéndices extracelulares ayudan a explicar la 

capacidad de adherencia de los probióticos del consorcio, así como la capacidad de 

formar biopelículas y la motilidad en enjambre, los cuales son procesos fundamentales 

para persistir y colonizar superficies externas e internas de los camarones incluyendo el 

estómago y la membrana peritrófica de las larvas de camarón. Entre los probióticos Ili 

fue el más destacado por su gran capacidad de colonización. 

De 18 fibras vegetales evaluadas in vitro, se seleccionaron dos, la fibra natural 

F4 y la fibra comercial C101 por sus cualidades inmunoestimulantes superiores a las 

restantes fibras y a los β-1,3-glucanos, inmunoestimulantes usados ampliamente en 

acuicultura. Así en la prueba de activación de la fenol oxidasa (PO) se obtuvieron valores 

de 698,67 mDO ± 10,02 (fibra F4) y 586,33 mDO ± 13,32 (fibra C101). En las tasas de 

generación de O - los resultados fueron de 2,69 ± 0,15 (fibra F4) y 1,99 ± 0,44 (fibra 

C101). En los ensayos in vivo, los probióticos y las fibras vegetales seleccionadas fueron 

adicionados a la dieta basal, con excepción del probiótico Ili, el cual en la larvicultura se 

añadió en el agua. El diseño experimental comprendió 5 tratamientos. T1: Consorcio de 

probióticos (Ili, P62 y P64); T2: Consorcio de probióticos + fibra F4; T3: consorcio de 

probióticos + fibra C101; T4: fibra F4 y T5: fibra C101. Control: solo dieta basal, 

posteriormente a la aplicación de los tratamientos, los camarones fueron infectados con 

V. parahaemolyticus. 

 
En larvicultura, los tratamientos se aplicaron durante toda la cría larvaria. 

Probióticos y fibras vegetales afectaron la expresión de AMPs y la supervivencia. El 

tratamiento T3 determinó la sobreexpresión de las peneidinas semejante al tratamiento 
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T1, con la mayor supervivencia (90,44%). El tratamiento T1 (solo probióticos) reguló 

también la sobreexpresión de ALF y un descenso en la expresión de genes de crustinas, 

sin embargo, la capacidad inmunoestimulante de las fibras se reveló en el incremento 

de la expresión de crustinas cuando estas entraron en los dos tratamientos en 

combinación con los probióticos (T2 y T3). Luego de la infección con V. 

parahaemolyticus el análisis de supervivencia indicó diferencias en las curvas de 

mortalidad y valores de supervivencia más altos (p < 0,05) en larvas expuestas a los 

tratamientos T1 (97,8%); T2 (92,2%) y T3 (89,4%). La supervivencia del tratamiento T4 

(fibra vegetal F4) fue superior al 50%, en tanto la supervivencia del control se ubicó en 

23,3%. 

En juveniles, probióticos y fibras vegetales tuvieron un efecto positivo sobre la 

respuesta inmune, con incrementos en la generación del O2
- y proteínas plasmáticas. 

Además, los camarones tratados, exhibieron numerosos hemocitos infiltrados en los 

tejidos con una alta expresión de peneidinas in situ. Estos camarones mostraron altas 

supervivencias ante el desafío con V. parahaemolyticus. Los camarones del tratamiento 

T2 tuvieron la supervivencia más alta (91,1 %), seguidos por aquellos del tratamiento T1 

(88,9%), y T5 (82,2%). Los camarones del tratamiento T4 presentaron una 

supervivencia del 73,3%. Finalmente, el tratamiento T3 terminó con el 71,4% de 

supervivencia. Los resultados de los ensayos in vivo realizados en larvas y juveniles 

indican la efectividad de combinar probióticos colonizadores con fibras vegetales 

inmunoestimulantes, como estrategia de protección de estos invertebrados contra Vibrio 

parahaemolyticus causante de AHPND. 
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ABSTRACT 

 
        Bacteria of the genus Vibrio have caused severe diseases in the farmed shrimp 

industry. Vibrio parahaemolyticus, which causes acute hepatopancreatic necrosis 

(AHPND), has caused great mortality and economic losses to this industry. This Vibrio 

colonizes the stomach of the shrimp and generates toxins that destroy the 

hepatopancreas. This thesis addressed AHPND by combining two approaches, the first 

was the exclusion of pathogenic vibrio from shrimp surfaces using probiotics with high 

colonizing qualities and the second approach was immunomodulation of shrimp with 

immunostimulating plant fibers. The colonizing capacity of the probiotics studied (Ili, P62 

and P64) was verified through observations in confocal and epifluorescence microscopy, 

demonstrating that these bacteria have abundant flagella (Ili), fimbriae (P62), and a 

combination of fimbriae and flagella (P64). These extracellular appendages help explain 

the adhesion capacity of the consortium's probiotics, as well as the ability to form biofilms 

and swarming motility, which are fundamental processes to persist and colonize external 

and internal surfaces of shrimp including the stomach and peritrophic membrane of shrimp 

larvae. Among the probiotics Ili was the most notable for its great colonization capacity. 

 

     Of 18 plant fibers evaluated in vitro, two were selected, the natural fiber F4 and the 

commercial fiber C101 for their immunostimulant qualities superior to the remaining fibers 

and β-1,3-glucans, immunostimulants widely used in aquaculture. Thus, in the phenol 

oxidase (PO) activation test, values of 698.67 mDO ± 10.02 (F4 fiber) and 586.33 mDO ± 

13.32 (C101 fiber) were obtained. In the O - generation rates, the results were 2.69 ± 0.15 

(fiber F4) and 1.99 ± 0.44 (fiber C101). In the in vivo trials, probiotics and selected plant 

fibers were added to the basal diet, with the exception of the probiotic Ili, which in 

larviculture was added to the water. The experimental design included 5 treatments. T1: 

Probiotic consortium (Ili, P62 and P64); T2: Probiotics + fiber F4 consortium; T3: probiotic 

consortium + fiber C101; T4: F4 fiber and T5: C101 fiber. Control: basal diet only, after the 

application of the treatments, the shrimp were infected with V. parahaemolyticus. 

 

    In larviculture, treatments were applied throughout larval rearing. Probiotics and plant 

fibers affected the expression of AMPs and survival. Treatment T3 determined the 

overexpression of penisidins similar to the treatment T1, with the highest survival 

(90.44%). The T1 treatment (probiotics only) also regulated the overexpression of ALF 

and a decrease in the expression of crustin genes, however, the immunostimulating 

capacity of the fibers was revealed in the increase in the expression of crustins when they 

entered the two treatments. in combination with probiotics (T2 and T3). After infection with 
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V. parahaemolyticus, the survival analysis indicated differences in the mortality curves and 

higher survival values (p < 0.05) in larvae exposed to the T1 treatments (97.8%); T2 

(92.2%) and T3 (89.4%). The survival of the T4 treatment (F4 plant fiber) was greater than 

50%, while the survival of the control was 23.3%. 

 

     In juveniles, probiotics and plant fibers had a positive effect on the immune response, 

with increases in the generation of O2- and plasma proteins. Furthermore, the treated 

shrimp exhibited numerous hemocytes infiltrated into the tissues with a high expression of 

peneidins in situ. These shrimps showed high survival when challenged with V. 

parahaemolyticus. Shrimp from treatment T2 had the highest survival (91.1%), followed 

by those from treatment T1 (88.9%), and T5 (82.2%). The shrimp in treatment T4 had a 

survival of 73.3%. Finally, treatment T3 ended with 71.4% survival. The results of in vivo 

tests carried out on larvae and juveniles indicate the effectiveness of combining colonizing 

probiotics with immunostimulating plant fibers, as a strategy to protect these invertebrates 

against Vibrio parahaemolyticus, which causes AHPND.
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CAPÍTULO 1 

MARCO TEÓRICO 

1.1. Introducción 

El camarón blanco (Penaeus vannamei), originario de la costa del Pacífico 

tropical de América, se cultiva ampliamente en algunas partes del mundo y constituye una 

de las especies acuícolas más importantes para el consumo humano (Yue et al., 2022). 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 

(FAO), entre la producción acuícola mundial de peces, incluidos crustáceos, moluscos, 

etc., el cultivo de camarón ha hecho la mayor contribución económica (FAO, 2021). A 

pesar del crecimiento exitoso de la industria camaronera, los brotes de enfermedades 

infecciosas ocasionadas por agentes patógenos como virus y bacterias siguen 

constituyendo una limitante para el desarrollo industrial del cultivo de camarón (Mohney 

et al., 1994; Noriega-Orozco et al., 2008; Thitamadee et al., 2016). Entre las 

enfermedades virales más agresivas que han atacado al camarón están la enfermedad 

de la mancha blanca (WSSV) (Chou Hsin-Yiu et al., 1995; T. W. Flegel, 2006; Rodríguez 

et al., 2003) y el síndrome de Taura (Hasson et al., 1995; Dhar & Thomas Allnutt, 2008). 

A diferencia de los virus, las bacterias, una vez que se establecen, pueden permanecer 

indefinidamente en los sistemas de cultivo por su capacidad para producir biopelículas 

(Thitamadee et al., 2016). 

 

Los patógenos bacterianos más graves para los camarones peneidos son 

especies de vibrio, los cuales causan enfermedades recurrentes y emergentes (Flegel 

T, 2012;. Lightner & Redman, 1998; Tran et al., 2013). Las cepas de Vibrio 

parahaemolyticus y otras especies del género Vibrio portadoras de la toxina pirA y pirB, 

como Vibrio owensii y Vibrio campbellii, son altamente virulentas para los camarones 

peneidos (Lai et al., 2015) (Xiao et al., 2017). Estos vibrios son los agentes causantes 

de la necrosis hepatopancreática aguda (AHPND) que ha causado grandes pérdidas e 

impactos socioeconómicos. Las pérdidas en la industria del camarón a nivel mundial por 

la AHPND se estiman en más de mil millones de dólares por año (Nunan et al., 2014; 

Sirikharin et al., 2015). 

 

V. parahaemolyticus es un microorganismo marino que puede crecer en aguas 

estuarinas con tolerancia a altas temperaturas, pH y salinidades elevadas, con afinidad 

por el plancton marino y la quitina (Su & Liu, 2007; Wong et al., 2000). Los sistemas de 

cultivo de camarón se caracterizan por altas temperaturas, alta salinidad, abundante 
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presencia de exuvias y alta carga de materia orgánica. En estas condiciones, los vibrios 

prosperan, modulando el microbioma a su favor (Chen Y. et al., 2017). Por lo tanto, es 

una prioridad, considerar estos factores en la implementación de estrategias para el 

control de vibrios patógenos en sistemas de cultivo de camarón, (Flegel T.W. 2019). 

 

Entre los aspectos que se deben considerar en los sistemas de cultivos cerrados, 

diseñados para prevenir la entrada de vibrios y otros patógenos potenciales, se 

encuentran: una adecuada nutrición con aditivos funcionales para mejorar la respuesta 

inmune (Rodríguez et al., 2007; Jian Zhang et al., 2012) y controles de bioseguridad 

(Cornelio, 2010). En cultivos semi-extensivos, que involucran piscinas de tierra en 

ambientes estuarinos muy cercanos al ambiente externo, la bioseguridad estricta no es 

aplicable y se deben considerar otras alternativas para proteger a los camarones contra 

las vibriosis (Cornelio, 2010). 

 

Entre las estrategias de cultivo para promover la salud del camarón mejoran la 

respuesta del sistema inmune innato, se promueve evitar el uso de antibióticos debido 

al creciente riesgo de resistencia (Akhter et al., 2015; Ngo Van Hai, 2015). Se considera 

a la terapia antivirulencia como otra estrategia, la cual se basa en la interrupción de la 

comunicación bacteriana, conocida como quorum sensing (QS, por sus siglas en inglés) 

(Clatworthy et al., 2007; Defoirdt, 2018). Otra de las ventajas de interrumpir el QS es 

evitar la expresión de genes de virulencia, minimizando el riesgo de aparición de 

resistencia (Defoirdt et al., 2008; Rasko & Sperandio, 2010), debido a que la inhibición 

de la virulencia no implica afectar el crecimiento bacteriano (Lesic et al., 2007; Totsika, 

2016). 

 

La aplicación de probióticos en la acuicultura y sus grandes beneficios en la salud 

de los organismos han sido reportados en numerosos estudios (Hai N.V. 2015; Knipe et 

al., 2021; Ramirez et al., 2022; Wang et al., 2018; Wang & Gu, 2010). En estos trabajos 

varios mecanismos de acción como la inmunomodulación y exclusión competitiva se 

vinculan a la efectividad encontrada (Kesarcodi-Watson et al., 2008) (Gullian et al., 2004; 

Rodríguez et al., 2007). Además, los probióticos mejoran el crecimiento y la salud del 

huésped mediante el potenciamiento de la resistencia al estrés (Liu K. F. et al., 2010; 

Wang Y.C. et al., 2019). Ellos también, promueven una mejor utilización de nutrientes 

en los camarones al mejorar la digestibilidad del alimento (Hao et al., 2014; Olmos et al., 

2020). Con el uso de probióticos, se han reportado mejoras significativas en procesos 

inmunitarios innatos de los camarones como la fagocitosis, formación de nódulos, 

incrementos en componentes humorales incluyendo proteínas, sistema profenoloxidasa
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(proPO) (Lakshmi et al., 2013; Song & Li, 2014) y generación de péptidos antimicrobianos 

(AMPs por sus siglas en inglés) (Balcázar & Rojas-Luna, 2007). A pesar de la efectividad 

reportada de los probióticos, la aplicación de organismos vivos en sistemas de cultivo sigue 

enfrentando varios desafíos, debido a los procesos de preparación, diferentes espectros de 

bioactividad, estabilidad y éxito (aptitud) en diferentes ambientes de acuicultura. Bajo este 

contexto, otra estrategia prometedora es la mejora de la respuesta inmune. 

La inmunoestimulación es la estrategia que busca activar el sistema inmune del 

camarón basándose en el uso de patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs) o moléculas que se asemejan a estos, y su reconocimiento por receptores en 

el huésped (Janeway & Medzhitov, 2002; Medzhitov & Janeway, 1997). En esta 

categoría de moléculas inmunoestimulantes se incluyen diferentes polisacáridos como 

β-1,3-glucanos y peptidoglucanos (Amparyup et al., 2012). El uso sinérgico de 

probióticos e inmunoestimulantes, o el uso de polisacáridos como prebióticos, ayudan 

al establecimiento y aptitud de los probióticos (Al-Deriny et al., 2020; M. Chen et al., 

2020a; Jian Zhang et al., 2012). El presente estudio busca mitigar las mortalidades en 

camarones P. vannamei provocadas por V. parahaemolyticus, en base a una estrategia 

de cultivo en la que se utilizan probióticos con fuerte capacidad colonizadora de 

superficies internas y externas y biopolímeros vegetales de tipo polisacárido (fibras 

vegetales) con fuerte capacidad inmunoestimulante. 

 

1.2. Producción acuícola de camarón 

Las industrias de camarones son fuentes primarias de proteínas para el consumo 

humano (Lakshmi et al., 2013). El camarón blanco, Penaeus vannamei, es la especie 

de peneido más cultivada a nivel mundial, representando el 83% de todo el cultivo de 

camarones peneidos (FAO, 2020). Entre los países de América se destaca la actividad 

camaronera de Ecuador, la cual inició en el año 1968 en la provincia de El Oro. 

Actualmente existen cerca de 220.000 hectáreas de estanques de producción 

camaronera, constituyendo el primer rubro no petrolero del país (Banco Central del 

Ecuador (BCE)/ Ministerio de Producción, Comercio Exterior, 2021). En el año 2022, la 

exportación de camarón generó 7289,3 millones de dólares correspondientes a 

1068,9661 toneladas métricas (TM), según cifras de emitidas por el BCE (Ministerio de 

Producción Comercio Exterior, 2023). El crecimiento de la industria camaronera está 

acompañado de la tecnificación de procesos, mejoramiento genético, diagnóstico de 
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enfermedades e investigaciones en salud. Estos factores son claves para el manejo 

eficiente de los sistemas de cultivo y la sostenibilidad de la producción. 

1.3. Enfermedades que afectan al camarón de cultivo 

La industria del camarón ha seguido creciendo en tecnificación e intensificación, 

sin embargo, la producción puede disminuir por causa de enfermedades virales y 

bacterianas (Zorriehzahra, 2015). En la década de 1990, se registraron las primeras 

epidemias masivas de enfermedades virales en camarones. Primero, la causada por el 

virus de la cabeza amarilla (YHV, por sus siglas en inglés) en Tailandia y luego la 

causada por el virus del síndrome de la mancha blanca (WSSV) en China y Japón. Este 

virus se extendió en Asia y en las Américas, llegando a Ecuador en el año 1999. El 

síndrome de la mancha blanca causó grandes pérdidas a Ecuador provocando una crisis 

en el sector acuícola (Omarza Franklin, 2000). Las enfermedades virales han causado 

grandes pérdidas económicas en la acuicultura de camarón. Con el aumento del 

calentamiento global y la intensificación de los cultivos, las enfermedades bacterianas, 

especialmente las vibriosis, se consolidad como amenazas importantes para el 

desarrollo sostenible de la industria acuícola del camarón (Lightner & Redman, 1998). 

1.3.1. Vibriosis en el cultivo de camarón 

Enfermedades producidas por especies del género Vibrio han causado pérdidas 

económicas significativas en la industria camaronera en todo el mundo (Kua et al., 2016; 

Prayitno & Latchford, 1995). Perteneciente al filo Proteobacteria, clase 

Gammaproteobacteria, el género vibrio de la familia Vibrionaceae incluye 65 especies 

de bacterias heterótrofas (Thompson F. et al., 2006). Vibrio harveyi y Vibrio 

parahaemolyticus se encuentran entre los patógenos más importantes para camarón 

(Tran et al., 2013; J. Zhou et al., 2012). Las vibriosis provocan tasas masivas de 

mortalidad, pudiendo llegar al 100% de la producción (Flegel T.W. 2012), causan 

necrosis de la cola, síndrome de la cáscara suelta, intestino blanco, hepatopancreatis 

séptica, vibriosis sistémica y de heridas, causando hipoxia y muerte de los camarones, 

tanto en larvicultura como en engorde (T. W. Flegel, 2012). 

La enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda AHPND, es la vibriosis 

más agresiva registrada, detectada en China en 2009 y en países del sudeste asiático 

(Zorriehzahra, 2015). En 2013, se observó en México (Soto-Rodríguez et al., 2015) se 

extendió a América del Sur (Restrepo et al., 2018; Saavedra-Olivos et al., 2018). El 

agente causante de la AHPND fue identificado como una cepa de Vibrio 

parahaemolyticus (Tran et al., 2013). Iniciando el descubrimiento que los vibrios que 
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originan esta enfermedad son portadores de las toxinas PirA y PirB. Dichas toxinas se 

detectaron en otras especies de vibrios del clado V. harveyi, (Xiao et al., 2017), V. 

owensii (L. Liu et al., 2018), V. campbelli (Wangman et al., 2018), también en un Vibrio 

que no pertenece a este clado, V. punensis (Restrepo et al., 2018). 

Los vibrios causantes de la AHPND inician su ataque colonizando el estómago 

de los camarones infectados, originando disbiosis (Lai et al., 2015) (Chen et al., 2017; 

Hossain et al., 2021) generando toxinas que posteriormente provocan daño celular 

hepatopancreático (Tran et al., 2013). Finalmente se produce la septicemia 

hepatopancreática (Nunan et al., 2014; Thitamadee et al., 2016). Los camarones 

infectados con la AHPND muestran necrosis severa en el hepatopáncreas con 

desprendimiento masivo de las células epiteliales y pérdida total de la estructura tisular. 

El hepatopáncreas se observa atrofiado, pálido, y con presencia de necrosis epitelial 

intestinal e infiltración masiva de hemocitos (Joshi et al., 2014). Vibrio parahaemolyticus 

portadoras de genes de las toxinas PirA y PirB disminuye la diversidad bacteriana, 

incrementando la aptitud de los vibrios para proliferar en los ambientes de cultivo 

(Restrepo et al., 2021). Esta enfermedad debilitó al sector camaronero durante casi una 

década (Tran et al., 2013; Joshi et al., 2014; Peña-navarro et al., 2020). 

1.3.2. Signos generales de camarones infectados por necrosis 

hepatopancreática aguda AHPND 

Los camarones moribundos afectadas con AHPND presentan cromatóforos 

ligeramente expandidos, letargo, natación errática e intestino vacío. Presentan el 

hepatopáncreas decolorado y de consistencia acuosa, también se ha podido observar 

que el intestino está carente de alimento (Soto-Rodriguez et al., 2015). En la Figura 1 

se observan dos camarones Penaeus vannamei. El primero muestra las características 

del estado sano del hepatopáncreas con color característico y el intestino lleno, el 

segundo, afectado por AHPND, con un hepatopáncreas decolorado y el intestino vacío. 

 

 
Figura 1. Penaeus vannamei en diferentes estadios de salud. a) Camarón juvenil sano. b) 
Camarón juvenil afectado con la enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda AHPND.

   a  

b 
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1.3.3. Histopatología de la enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda 

AHPND 

Histopatológicamente se pueden distinguir tres fases secuenciales de la AHPND, 

las cuales son aguda, intermedia y terminal (Nunan et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 

2015). En cada fase se presentan alteraciones de funcionalidad y desprendimiento 

celular del epitelio de los túbulos hepatopancréaticos y zonas distales (Cornelio, 2010). 

Además, ocurre una degeneración de la membrana basal del epitelio llegando a la fase 

terminal con infiltración inflamatoria hemocítica del espacio intertubular y de la 

submucosa del intestino del camarón. El hepatopáncreas se vuelve necrótico. 

1.4. Sistema inmune en camarones 

Los camarones, como todos los crustáceos, poseen un sistema inmune que los 

protege eficazmente de microorganismos dañinos (Young Lee & Soüderhaäll, 2002). En 

los camarones peneidos se distinguen dos líneas de defensa inmune. La primera línea 

es una barrera física formada por la cutícula que está compuesta principalmente por 

quitina y depósitos minerales (Rowley, 2016). En las superficies internas, el contacto 

con el medio externo es muy limitado debido a la presencia de cutícula en el estómago 

cardiaco (Hackman, 1987), la membrana peritrófica que recubre el epitelio del intestino 

medio e intestino posterior (Wang & Granado, 1997) y el cedazo gástrico que limita el 

paso hacia el hepatopáncreas a partículas menores a 1 μm. 

La segunda línea de defensa es el sistema inmune innato. Dicho sistema está 

basado en efectores humorales y celulares, siendo los hemocitos los principales 

efectores de la inmunidad, los cuales actúan en conjunto para eliminar microorganismos 

infecciosos (Bachère, 2003). En los camarones y otros artrópodos se ha descrito, 

además, la inmunidad innata con especificidad o cebado inmune. Ésta se basa en la 

molécula de adhesión celular del síndrome de Down (Dscam), (Ng et al., 2014), una 

proteína de reconocimiento hiper variable sintetizada por empalme alternativo. Dscam 

puede estar involucrada tanto en la inmunidad innata general como en la respuesta 

inmune específica a patógenos (Ng et al., 2014). Las células del camarón pueden 

reconocer de forma innata a los microbios invasores mediante proteínas de 

reconocimiento de patrones (PRR), que actúan como receptores de PAMPs (Cerenius 

et al., 2008). Las células inmunes innatas responden rápidamente a este reconocimiento  

a través de cascadas de señalización intracelular que conducen a la activación de la 

inmunidad celular y humoral (Tassanakajon et al., 2013).
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1.4.1. Mecanismos humorales 

Los efectores humorales involucran la síntesis y secreción de proteínas inmunes 

desde los hemocitos hasta el sistema circulatorio y/o hemocele (Tassanakajon et al., 

2018) y la liberación de las enzimas de la cascada proPO que conduce a la generación 

de metabolitos oxidativos y el depósito de melanina (Hernández-López et al., 1996). Los 

patógenos son reconocidos a través de sus lipopolisacáridos (LPS), mediante las 

proteínas de reconocimiento de patrones, que reconocen lipopolisacáridos (LPS) y β- 

1,3-glucan (BGBP) (Chen Y.Y. et al., 2016; Sritunyalucksana & Soderhall, 2000; Vargas- 

Albores & Yepiz-Plascencia, 2000), iniciándose la cadena de activación de la proPO, 

que culmina con la melanización de la herida o de los organismos intrusos (Cerenius & 

Söderhäll, 2004). Otro mecanismo de respuesta humoral constituye el sistema de 

coagulación, en el cual participan los hemocitos liberando transglutaminasa (Maningas 

et al., 2008), que reticula el factor de coagulación presente en el plasma (Ratcliffe et al., 

1985). 

Ante un desafío microbiano, los hemocitos, liberan, péptidos antimicrobianos 

(AMPs) (Muñoz et al., 2002). Los AMPs son proteínas catiónicas o aniónicas que atacan 

microorganismos invasores (Hancock et al., 2006; Tassanakajon et al., 2018). Los AMPs 

son de pequeño tamaño, de 15 a 100 aminoácidos y con estructura anfipática 

(Tassanakajon et al., 2011). Estas moléculas pueden difundirse rápidamente hasta el 

punto de infección y desestabilizar la membrana de los microorganismos, actuando 

como antibióticos contra bacterias Gram negativas y Gram positivas (Brogden, 2005), 

así como levaduras y hongos filamentosos (Bandeira et al., 2020). Algunos AMPs en 

invertebrados parecen funcionar modulando la inmunidad (Brown & Hancock, 2006; 

Hancock & Diamond, 2000). Los principales AMPs en camarón, están representados 

por tres familias de péptidos catiónicos: peneidinas, crustinas y el factor 

antilipopolisacáridos (ALFs) (Amparyup et al., 2008; Destoumieux et al., 1997). Los 

AMPs de camarón se pueden clasificar como AMPs catiónicos y aniónicos, siendo más 

abundantes los primeros. Solo la estilicina, un péptido derivado de la hemocianina y 

algunos ALF son AMPs aniónicos (Tassanakajon et al., 2018). 

Las peneidinas tienen afinidad por la quitina del camarón, detectándose en la 

cutícula luego de un desafío microbiano (Destoumieux et al., 2000; Muñoz et al., 2002). 

Los ARN mensajeros (ARNm) de peneidina están presentes en todos los estadios 
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larvarios, pero varían en los niveles de traducción (Muñoz et al., 2003). En camarones 

peneidos, los homólogos de crustina han sido principalmente identificados por análisis 

de ‘expressed sequence tag’ (EST) de bibliotecas de ADN complementario (ADNc) de 

hemocitos de P. vannamei, P. setiferus (Bartlett et al., 2002) y P. monodon (Antony et 

al., 2011; Supungul et al., 2004). Las crustinas son la familia de AMPs más grande que 

se ha reportado en los crustáceos (Smith & Dyrynda, 2015). En los camarones, la 

mayoría de las crustinas son constitutivamente expresadas en los hemocitos (Amparyup 

et al., 2008; Gross et al., 2001; Jiquan Zhang et al., 2007). Los ALFs son moléculas de 

10 a 14 kilodaltons (kDa) y en camarón, se identificaron por primera vez en los hemocitos 

de Penaeus setiferus (Gross et al., 2001) y Penaeus monodon (Somboonwiwat et al., 

2005; Supungul et al., 2004). Los ALFs exhiben una potente concentración mínima 

inhibitoria (CMI) (<6,25 μM) y un espectro de actividad antimicrobiana, cubriendo un 

gran número de bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos filamentosos e 

incluso virus envueltos (Carriel-Gomes et al., 2007; Yedery & Reddy, 2009). 

1.4.2. Mecanismos celulares 

Los componentes celulares incluyen todas aquellas reacciones mediadas 

directamente por hemocitos en procesos como fagocitosis (Abnave et al., 2017), 

coagulación y formación de nódulos (Cerenius & Söderhäll, 2011). La clasificación e 

identificación de los hemocitos está basada en aspectos morfológicos, antigénicos y 

funcionales (Cerenius & Söderhäll, 2011; Tsing et al., 1989). Existen tres tipos de 

hemocitos. Los hemocitos hialinos (HH por sus siglas en inglés) no poseen gránulos, se 

adhieren y se extienden con facilidad, además de poseer capacidad fagocítica y estar a 

cargo de la coagulación, liberando transglutaminasa (Hideaki et al., 1993). Los 

hemocitos semigranulosos (SGH por sus siglas en inglés) poseen abundantes gránulos 

pequeños, intervienen en la fagocitosis, encapsulación, melanización, además de 

sintetizar y liberar a los AMPs (Smith & Söderhäll, 1983). Los hemocitos granulosos 

(LGH por sus siglas en inglés) los cuales están cargados de gránulos almacenan 

proteínas de reconocimiento, de adhesión, enzimas reguladoras, AMPs (Destoumieux 

et al., 2000) y sistema proPO (Mats W. Johansson & Söderhäll, 1985), (Figura 2). 
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Figura 2. Hemocitos de camarón. (A) Hemocitos granulosos (LGH), semigranulosos (SGH) y 
hialinos (HH) observados por microscopio electrónico, barra = 2 mm. (B) Nódulo de hemocitos 
(estrella) en tejido conectivo de camarón, barra 12 mm. Fuente: (Ramirez et al., 2022). Uso 
autorizado por el editor de Bionatura. 

 

Un número menor de hemocitos circulantes en los crustáceos se correlaciona 

con una resistencia reducida a los patógenos (Sarathi et al., 2007) mientras que, un 

incremento en el número de hemocitos aumenta la respuesta inmune durante los 

periodos de estrés, propiciando una mayor resistencia a las enfermedades (Campa- 

Córdova et al., 2002; Itami et al., 1998). Además, en los procesos de reparación de 

heridas en los camarones, influye la concentración de hemocitos y de peneidinas 

liberadas en la herida, con el fin de eliminar patógenos invasivos y mejorar la adhesión 

de hemocitos (Gutiérrez-Dagnino et al., 2015). El sistema circulatorio abierto de los 

camarones (Bayne, 1990) permite que los hemocitos se infiltren y se adhieran a muchos 

tejidos y órganos a través de los espacios intersticiales, sin estar limitados al sistema 

vascular (Reiber & McGaw, 2009). 

 

Los nódulos hemocíticos, detectados en branquias y hepatopáncreas, están 

formados por numerosos hemocitos que actúan sinérgicamente para atrapar 

microorganismos o antígenos grandes que no pueden eliminarse mediante fagocitosis. 

Estos nódulos sufren la posterior activación del sistema proPO, con la consiguiente 

melanización y destrucción de microbios (Wang et al., 2001). Esto se ha observado en 

los nódulos hemocíticos formados en túbulos del hepatopáncreas de camarones 

infectados por vibrios (Mai et al., 2021; Soto-Rodriguez et al., 2015). Si las lesiones son 

muy grandes, los nódulos formarán cápsulas hemocíticas (Figura 3A) (Aguilar-Rendón 

et al., 2020). En la Figura 3B se observa un esferoide (estrella) en el órgano linfoide 

(LO, por sus siglas en inglés) de camarones infectados con WSSV. En los camarones, 
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las típicas reacciones de respuesta inflamatoria con infiltración de hemocitos y depósito 

de melanina en nódulos y capsulas son observadas durante las infecciones bacterianas 

(Jiravanichpaisal et al., 2006; Kumar et al., 2020). 

 

  

 
Figura 3. Signos histopatológicos relacionados con infecciones bacterianas y virales en 
camarones. (A) Nódulo hemocítico encapsulado en tejido conectivo. Obsérvese el depósito de 
melanina (estrella) y la infiltración masiva de hemocitos (flechas), barra = 20 mm. (B) esferoide 
(estrella) en el órgano linfoide (LO) de camarones infectados con WSSV, barra = 20 mm. Fuente: 
(Ramirez et al., 2022). Uso autorizado por el editor de Bionatura. 

 

1.4.3. Otros tejidos inmunes 
 

En los peneidos, algunas de las funciones de defensa se realizan en LO, el cual 

participa activamente en los procesos de captura, aislamiento y eliminación de 

patógenos mediante fagocitosis (Duangsuwan et al., 2008; Owens et al., 1991). El LO 

es una estructura bilobulada, localizada en la región anteroventral del hepatopáncreas 

y posterior a la glándula antenal, siendo parte integral de la porción distal de la arteria 

subgástrica (Rusaini & Owens, 2010; T.A. Bell, 1989). El LO se considera una parte 

integral del sistema circulatorio de los camarones peneidos y se cree que funciona como 

un filtro de la hemolinfa (Anggraeni & Owens, 2000; Bell, 1989). En cortes histológicos, 

se aprecia como un tejido vascularizado rodeado de senos hemales. Éstos poseen una 

capa interna de células endoteliales, rodeadas de tejido estromático, unidos por tejido 

conectivo (Duangsuwan et al., 2008; Shao et al., 2004; T.A. Bell, 1989). Ante infecciones 

naturales o experimentales se forman esferoides del órgano Linfoide (LOS) (Figura 3B). 

Estas estructuras también se han detectado en otros tejidos conectivos y órganos del 

camarón y reciben el nombre de esferoides ectópicos (Andrade et al., 2008; Kenneth W. 

Hasson et al., 1999) . 
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Se ha reportado que el LO filtra partículas virales de TSV, (Kenneth W. Hasson 

et al., 1999). Resultados similares fueron reportados para el WSSV (Rodríguez et al., 

2012). En etapas tardías de infección, las partículas virales son detectadas en los 

esferoides de LO, cuyas células entran en apoptosis (Kenneth W. Hasson et al., 1999; 

Rodríguez et al., 2012). Además, en infecciones virales se ha reportado la apoptosis en 

LOS, como mecanismo de control de la replicación viral (Kenneth W. Hasson et al., 

1999; Rodríguez et al., 2012). Otros tejidos implicados en los mecanismos de limpieza 

de la hemolinfa son los fagocitos de reserva del corazón y los podocitos de las branquias 

y la glándula antenal (Phyllis T, 1987). La glándula antenal es un órgano excretor 

importante del camarón, funcionalmente muy similar al riñón en los vertebrados. 

1.5. Métodos profilácticos para controlar la vibriosis en el cultivo de camarón. 

La vibriosis es la principal enfermedad bacteriana causante de mortalidad de 

camarones cultivados (Amatul-Samahah et al., 2020; Balcázar et al., 2006). Usar 

antibióticos y agentes quimioterapéuticos fue la primera medida de control de las 

vibriosis. Sin embargo, los antibióticos han conducido al desarrollo de microorganismos 

resistentes que anulan la acción terapéutica (Brunton et al., 2019; Santos & Ramos, 

2018). Los antibióticos pueden afectar la microbiota de los organismos de cultivo, 

alterando la composición de estos en lugares específicos del organismo arriesgando la 

salud del cultivo (Santos & Ramos, 2018; Yen et al., 2020). El uso de antibióticos 

también conlleva riesgos ambientales, debido a la acumulación de residuos en el medio 

ambiente (Cabello, 2006). Además, niveles excesivos de antibióticos pueden deteriorar 

las condiciones generales de los camarones (Bray et al., 2006), con el agravante de que 

sus trazas pueden provocar el rechazo del producto final en los mercados 

internacionales. Por lo tanto, la implementación de estrategias multifactoriales efectivas 

y amigables con el ambiente para el control de vibrios en sistemas de producción de 

camarones es una prioridad (Timothy W. Flegel, 2019). 

 
Entre las diferentes estrategias disponibles, se destaca la estrategia de 

antivirulencia, la cual se basa en el bloqueo de la comunicación bacteriana conocida 

como quorum sensing (QS), a fin de inhibir la expresión de genes de virulencia (Defoirdt 

et al., 2011; Hentzer et al., 2003). El mecanismo del QS utiliza pequeñas moléculas de 

señalización química denominadas autoinductores (Als) (Khmel et al., 2008; Nealson et 

al., 1970). Esta estrategia ha sido propuesta y aplicada en la acuicultura como una 

herramienta promisoria para el control de bacterias patógenas (Defoirdt et al., 2011). 

Otras alternativas para controlar las vibriosis son el manejo del microbiota, mediante 
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probióticos (Kumar V. et al., 2016; Lobo et al., 2014; Verschuere et al., 2000) y la 

inmunoestimulación (Balcázar et al., 2006; Fernandes et al., 2021) (Figura 4). 

 

Figura 4. Enfoques para controlar la vibriosis en la acuicultura del camarón. 
Fuente: Ramírez et al., 2022. Uso autorizado por el editor de Bionatura. 

 

1.6. Probióticos 

En las últimas dos décadas, la práctica de utilizar probióticos en la cría de 

camarones ha aumentado por sus efectos positivos, convirtiéndose en una alternativa a 

los quimioterapéuticos (Dawood & Koshio, 2016). Los probióticas han sido aplicados en 

cultivos de peces e invertebrados (Einar Ringø & Gatesoupe, 1998), especialmente en 

América del Sur, notablemente en Ecuador, y en Asia, particularmente en China e India. 

Los probióticos para la acuicultura pertenecen principalmente a bacterias de los géneros 

Bacillus, Lactobacillus. Pseudomonas, e incluso Vibrio, además de levaduras (Balcázar 

et al., 2006; Gram et al., 1999; Toledo et al., 2018). El término probiótico fue definido por 

Fuller como un suplemento alimenticio microbiano vivo que mejora el equilibrio 

bacteriano (FULLER, 1989), beneficiando la salud del hospedero (Hill et al., 2014). 

En el campo de la acuicultura, se considera al probiótico como un alimento vivo 

que se consume con el objetivo de proporcionar beneficios para la salud del huésped al 

contribuir a un mejor equilibrio microbiano dentro de la microbiota intestinal (Crittenden 

et al., 2005; Gram et al., 1999). Biológicamente, los probióticos son componentes activos 

(cultivos únicos o mixtos) de microorganismos capaces de mejorar la salud del huésped 

(Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006; Salminen et al., 1999). 
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1.6.1. Modos de acción de los probióticos 

Los microorganismos probióticos viven en ecosistemas funcionales complejos, 

teniendo una multitud de roles y modos de acción, incluida la conversión de la dieta 

entrante (Kesarcodi-Watson et al., 2008). Algunos roles atribuidos a los probióticos se 

enlistan a continuación. 

▪ Los probióticos tienen la capacidad de aumentar la actividad de las enzimas 

digestivas y mejoran el proceso digestivo (Liu C.H. et al., 2009; Suzer et al., 

2008). 

▪ Los probióticos inhiben el crecimiento de bacterias patógenas (Babu et al., 2021; 

Farzanfar, 2006; Kongnum & Hongpattarakere, 2012) y excluyen de manera 

competitiva a los vibrios (Knipe et al., 2021; Newaj-Fyzul et al., 2014; Rodríguez 

et al., 2007), 

▪ Los probióticos potencian mecanismos inmunes de los camarones como la 

fagocitosis, la formación de nódulos y la activación del sistema ProPO. También 

liberan varios agentes antibacterianos con propiedades bactericidas o 

bacteriostáticas que inhiben la colonización de patógenos en el intestino de 

camarones (Ben Braïek et al., 2018; S. T. Chiu et al., 2021; Šušković et al., 2010). 

De igual manera, pueden modular la expresión de genes inmunes y la 

generación de AMPs (Chomwong et al., 2018). 

▪ Los probióticos pueden modular la microbiota intestinal (Imaizumi et al., 2021; 

Wei et al., 2021) durante el estrés inducido por una alta densidad de población 

(Chen & He, 2019). 

Las bacterias del género Bacillus son las más utilizadas en acuicultura de 

camarón como probióticos, debido a que forman esporas, lo que facilita la conservación 

y distribución comercial. Además, este género goza de buena percepción para el 

consumidor por ser bacterias Gram positivas. Entre otras ventajas de los Bacillus están 

su capacidad de crecer utilizando diferentes fuentes de carbono y nitrógeno 

(Kewcharoen & Srisapoome, 2019). Bacillus spp pueden crecer en el medio marino y 

producir una variedad de compuestos bioactivos (Martínez Cruz et al., 2012; Ninawe & 

Selvin, 2009) que actúan sobre el crecimiento, salud y resistencia a enfermedades 

(Mirbakhsh et al., 2021; Shen et al., 2010), así como en la calidad del agua de cultivo 

(Abdollahi-Arpanahi et al., 2018; Leonel Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006). Se ha 

reportado, además, que ciertas especies de Bacillus producen una amplia gama de 

AMPs (Abriouel et al., 2011; Yilmaz et al., 2006). La suplementación de Bacillus spp., 
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disminuye la mortalidad en camarones expuestos a vibrios patógenos (García-Medel et 

al., 2020; Phung et al., 2020). Las especies más utilizadas son Bacillus subtilis y Bacillus 

lechiniformis. 

Otros probióticos utilizados exitosamente en acuicultura de camarón pertenecen 

a distintos géneros bacterianos, como Vibrio (Austin et al., 1995) o simbiontes marinos 

como Pseudovibrio denitrificans (Domínguez-Borbor et al., 2019). Vibrio diabolicus es 

un probiótico muy eficaz para controlar las vibriosis que afectan a Penaeus vannamei 

en estadíos larvarios (Gullian et al., 2004; Ramirez et al., 2022) y a juveniles (Restrepo 

et al., 2021). Al ser vibrio, esta bacteria tiene la ventaja de prosperar en las condiciones 

de cultivo de los sistemas acuícolas del camarón. Vibrio diabolicus es capaz de competir 

eficazmente con los vibrios patógenos (Restrepo et al., 2021), teniendo además efectos 

positivos sobre el sistema inmune del camarón (Fernandes et al., 2021; Gullian et al., 

2004). En la Tabla 1 se detallan algunos de los principales probióticos aplicados al 

cultivo de camarón. 

 
Tabla 1. Varias bacterias probióticas aplicadas en cultivos de camarón. 

 

Identidad del 
probiótico 

 
Usado en 

Método de 
aplicación 

 
Efectos benéficos 

 
Referencia 

 

Bacillus spp. 

 
Penaeus 

manodon 

 
Aditivo para 

piensos. 

Mayor capacidad de 
supervivencia en el 
desafío contra Vibrio 

harveyi. 

 
(Rengpipat et 

al., 1998) 

Vibrio hepatarius, 
Vibrio P63, Bacillus 

P64 (Bacillus cereus), 
Vibrio alginolyticus 
(Vibrio diabolicus) 

 

Penaeus 

vannamei 

 
 

Adición al agua de 
cultivo. 

 
Pesos promedio más 

altos, efectos 
inmunoestimuladores. 

 
(Gullian et al., 

2004) 

 
Bacillus subtilis 

 
Penaeus 

vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Actividad 

antimicrobiana 

mejorada 

(Balcázar & 
Rojas-Luna, 

2007) 

 

Lactobacillum 

plantarum 

 

Penaeus 

vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Inmunidad mejorada, 
mayor resistencia a los 

vibriones 

 
(Chiu et al., 

2007) 

Vibrio alginoliticus, 
Bacillus subtilis,, 

Roseobacter 
gallaeciensis, 
Pseudomona 
aestumarina 

 

 
Penaeus 
vannamei 

 

 
Aditivo para 

piensos. 

 
 

Reducción de la 
enfermedad de la 

vibriosis 

 

 
(Balcázar et al., 

2007) 
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Bacillus subtilis 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Improves survival in 
challenge against 

vibrios. 

 
(Tseng et al., 

2009) 

Lactobacillus 
acidophillus, 

Rhodopseudomonas 
palustri, Bacillus 

coagulans 

 
 

Penaeus 
vannamei 

 
 

Adición al agua de 
cultivo 

 
Crecimiento y 

respuesta inmune 
mejorada. 

 
(Yanbo Wang & 

Gu, 2010) 

 

 
Bacillus subtilis 

 

 
Penaeus 

vannamei 

 

 
Aditivo para 

piensos. 

Mejora crecimiento, 
aumentó la actividad 

de las enzimas 
digestivas y disminuyó 
la mortalidad después 

del desafío con 
Vibrio.harveyi. 

 
 

(Zokaeifar et al., 

2012) 

 
 

Bacillus cereus 

 
Penaeus 
monodon 

 
Aditivo para 

piensos. 

Aumento de los 
parámetros 

inmunológicos y del 
crecimiento. 

 
(NavinChandran 

et al., 2014) 

 
 

Bacillus subtilis 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Alta tasa de 
supervivencia, 

respuesta inmune 
mejorada. 

 
( Liu et al., 

2014) 

 
 

Shewanella haliotis, 
Bacillus cereus and 
Aeromonas bivalvium 

 

 
Penaeus 
vannamei 

 

 
Aditivo para 

piensos. 

Aumento de peso, 
mejores parámetros 

inmunológicos y 
supervivencia en 
desafío con Vibrio 

harveyi 

 

 
(Hao et al., 

2014) 

 
 

Bacillus licheniformis, 
Bacillus subtilis, B. 

subtilis subsp. Subtilis 

 

 
Penaeus 
vannamei 

 

 
Aditivo para 

piensos. 

Expresión génica 
relacionada con la 

inmunidad mejorada 
en camarones 

infectados con WSSV 
e IHHNV 

 

 
(Sánchez-Ortiz 

et al., 2016) 

 
Pseudoalteromonas 

sp 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Reducción de la 
mortalidad después 
del desafío con la 

infección por AHPND. 

 
(Wang et al., 

2018) 

 
 

Bacillus subtilis 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Crecimiento mejorado, 
respuesta inmune 
mejorada, mayor 

resistencia a AHPND. 

 
(Kewcharoen & 

Srisapoome, 
2019) 

 
 

Pseudovibrio 
denitrificans 

 
Penaeus 
vannamei 
(larva y 

juveniles) 

 
 

Aditivo para 
piensos. 

Aumentar la 
supervivencia en el 
desafío con Vibrio 
campbellii y Vibrio 
parahaemolyticus. 

 
(Domínguez- 
Borbor et al., 

2019) 
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Bacillus subtilis, 

Bacillus. licheniformis 

 
Penaeus 
monodon 

 
Aditivo para 

piensos. 

Aumento de la 
producción de enzimas 

digestivas. 

 
(Wang et al., 

2020) 

 
Bacillus sp 

Penaeus 
indicus 

Aditivo para 
piensos. 

 
Crecimiento mejorado. 

(Ock Kim et al., 
2020) 

 
Bacillus probiotics 

consortium. 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Adición al agua de 

cultivo 

Aumento de los 
parámetros 

inmunológicos Mejora 
del crecimiento. 

 
(Fernandes et 

al., 2021) 

 
 

1.6.2. Consideraciones para la Selección y uso de probióticos en acuicultura de 

camarón 

Para la selección y uso de probióticos en camarón se deben considerar varios 

aspectos, como la capacidad de crecer en medio marino y la capacidad de excluir a los 

vibrios y de competir con ellos por la colonización de los camarones y de las superficies 

de los sistemas de cultivo. El antagonismo bacteriano es un fenómeno común en la 

naturaleza; por lo tanto, las interacciones microbianas juegan un papel importante en el 

equilibrio entre competidores benéficos y microorganismos potencialmente patógenos 

(Balcázar et al., 2006). En las bacterias patógenas, la habilidad para adherirse se 

relaciona con la virulencia y se considera como el primer paso para una infección 

(Defoirdt, 2014). En este sentido, la capacidad de competir y colonizar es una de las 

propiedades más deseables en los probióticos. Hay varios aspectos detrás de la 

capacidad de competir y colonizar, siendo uno de ellos la exclusión competitiva, el cual 

es un fenómeno por el que la microflora establecida previene o reduce la colonización 

de un competidor bacteriano en la misma ubicación (Knipe et al., 2021; Moriarty, 1998). 

Los probióticos deben poseer la capacidad de competencia por sitios de fijación 

en la mucosa y competencia por nutrientes (Moriarty, 1998). La capacidad de 

adherencia de los probióticos es otro de los criterios importantes para su selección y 

aplicación en acuicultura (Kotzamanidis et al., 2010; Lamari et al., 2014). La capacidad 

de colonización depende de la migración de forma coordinada a través de las superficies 

de organismos (Senok et al., 2005). Para estos procesos, las bacterias utilizan 

apéndices celulares como las fimbrias y los flagelos, los cuales son estructuras 

importantes para la colonización y la creación de biopelículas (Basson et al., 2008; 

Conrad, 2012; Schniederberend et al., 2019). 
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Mediante la producción de sustancias inhibidoras, los probióticos evitan la 

replicación del patógeno y reducen su colonización (Kumar V. et al., 2016; Moriarty, 

1998). Entre los productos extracelulares que inhiben o matan bacterias potencialmente 

patógenas, se encuentran sustancias antimicrobianas (Ming et al., 2015; Pham et al., 

2014), ácidos orgánicos (Fakruddin et al., 2017) y bacteriocinas (Iyapparaj et al., 2013), 

o peróxido de hidrógeno. Otro aspecto importante es la morfo fisiología del camarón. En 

efecto, estos invertebrados poseen una cutícula externa e interna que recubre la primera 

cámara del estómago (que se pierde durante la muda) y la membrana peritrófica en 

continuo crecimiento, cubriendo el intestino medio y el intestino posterior (Wang & 

Granado, 1997). Esto condiciona al uso continuo de probióticos ya sea como 

suplemento en el alimento o a través del agua de cultivo (Nimrat et al., 2011; Villamil et 

al., 2003). 

En años recientes han surgido nuevos enfoques para la identificación y el 

aislamiento de nuevos probióticos. Uno de ellos es el uso de simbiontes marinos. Estos 

simbiontes están perfectamente adaptados a los ambientes marinos. Penaeus 

denitrificans es un simbionte que genera sustancias antimicrobianas, su metabolismo es 

muy versátil, genera inhibición competitiva contra varios vibrios patógenos de camarón 

e incrementa la supervivencia ante desafíos con vibrios (Domínguez-Borbor et al., 2019). 

Otro aspecto que está ganando relevancia es la capacidad de los probióticos de 

recuperar o mantener el microbiota saludable, frenando la disbiosis. El probiótico Vibrio 

diabolicus es capaz de controlar las poblaciones bacterianas del tracto gastrointestinal, 

restableciendo el equilibrio microbiano (Restrepo et al., 2021). 

1.7. Inmunoestimulación e Inmunoestimulantes 

El sistema inmune es capaz de reconocer y reaccionar ante PAMPs a través de 

diferentes PRRs (Wang X. W. & Wang, 2013). Diferentes PAMPs, LPS, peptidoglicanos, 

y β-glucanos pueden activar el sistema inmune del camarón, actuando como 

inmunoestimulantes. Los inmunoestimulantes constituyen una alternativa eficaz para 

prevenir enfermedades en camarones. Existen varias fuentes de estas moléculas en la 

naturaleza, como bacterias Gram negativas (lipopolisacáridos), bacterias Gram 

positivas (péptidoglicanos), hongos, levaduras y algas (β-1,3-glucanos). Los 

inmunoestimulantes más utilizados son los β-1,3-glucanos de distintas fuentes marinas y 

terrestres (Ochoa-Álvarez et al., 2021). Los β-1,3-glucanos son polisacáridos distintos del 

almidón que están presentes en la pared celular de bacterias, hongos y plantas. Son 
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utilizados para aumentar la resistencia de camarones contra bacterias e infecciones 

virales (Luan et al., 2021; Rodríguez et al., 2007). 

Los β-1,3-glucanos extraídos de diferentes fuentes exhiben varias funciones 

inmunomoduladoras, debido a que actúan como PAMPs, e interactúan con los PRRs 

para activar la respuesta inmune innata (Sivakamavalli & Vaseeharan, 2013). Los β-1,3- 

glucanos extraídos de la levadura Candida parapsilosis tienen un efecto 

inmunomodulador contra WSSV en camarón, obteniéndose altas tasas de supervivencia 

(Wilson et al., 2015). Además de sus efectos sobre el sistema inmune, los β-1,3- 

glucanos de bacterias mejoran el estatus nutricional y antioxidativo de los camarones 

(Xu et al., 2021). Por otro lado, β-1,3-glucanos de levaduras marinas mejoran el estallido 

respiratorio y la actividad PO (Vidya Sagar Reddy & Ch, 2021). 

Mediante la degradación de los β-1,3-glucanos, se obtienen oligo β-glucanos, con 

un mejor efecto inmunoestimulante y promotor de crecimiento del camarón (Luan et al., 

2021). Los beneficios de usar los β-glucanos se han evidenciado por los exitosos 

resultados en supervivencia y rendimiento en estanques de camarón (Rodríguez et al., 

2007). Efectos inmunomoduladores se han reportado incluso para otros polisacáridos 

que exhiben patrones repetitivos, tales como los heteropolisacáridos de arabinosa y 

galactosa de Angelica sinensis (Pan et al., 2018) y la pectina de Theobroma cacao 

(cacao) los cuales incrementan la respuesta inmune de Penaeus vannamei (Lee C.L. et 

al., 2020). 

Como se describió anteriormente, en los camarones y otros artrópodos se ha 

descrito la inmunidad innata con especificidad o cebado inmune (Li W., 2021). Bajo la 

óptica de una posible respuesta inmune específica a patógenos, se han reportado 

ensayos de “vacunación” en camarón. En Penaeus monodon se ha utilizado la proteína 

VP28 de WSSV como antígeno, observándose efectos inmunomoduladores sobre 

diferentes efectores inmunes (caspasas, penaeidinas, crustinas, astakinas, syntenina, 

PmRACK, Rab7, STAT y lectina de tipo C) (Thomas et al., 2016). 

1.8. Prebióticos 

Se define a los prebióticos como fibras no digeribles que pueden mejorar el 

crecimiento y la actividad de las bacterias promotoras de la salud en el intestino (Gibson 

& Roberfroid, 1995). Del mismo modo, se han descrito a los prebióticos como 

ingredientes alimentarios no digeribles que se descomponen en sustancias más 

simples, mejorando el crecimiento y la actividad de los microorganismos benéficos que 
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se encuentran en el tracto gastrointestinal (Bindels et al., 2015). Los prebióticos se 

utilizan como fuentes de energía para las bacterias intestinales y pueden denominarse 

como sacáridos funcionales (Roberfroid, 1999). En general, los prebióticos son 

carbohidratos complejos de cadena larga que proporcionan energía a los 

microorganismos beneficiosos (probióticos) para mejorar la salud de un organismo. 

1.8.1. Prebióticos en la acuicultura 

En la industria acuícola se aplican los prebióticos como aditivos alimentarios 

(Abdul Kari et al., 2021; S. K. Song et al., 2014), derivados de productos de origen 

vegetal (Mohammadi et al., 2020), hongos comestibles (Balakrishnan et al., 2021) y 

algunos de productos lácteos animales. Los prebióticos se pueden encontrar de forma 

natural en verduras, frutas, frijoles, algas, microalgas y leche animal (Ahmadifar et al., 

2019; Al-Sheraji et al., 2013; Van Doan et al., 2020). Prebióticos como los 

fructooligosacaridos (FOS), manano oligosacáridos (MOS), galactooligosaccaridos 

(GOS), son aplicados en acuicultura (Ringø E. et al., 2010). También por ejemplo, 

oligofructosa, xilooligosacárido, fructooligosacárido, galactooligosacáridos (Ringø E. et 

al., 2010), arabinoxilano-oligosacáridos (AXOS) e inulina en camrones (Li Y.et al., 2021). 

1.8.2. Beneficios de los prebióticos 

Entre los beneficios de los prebióticos aplicados en acuicultura se reportan 

mejoras en parámetros como el crecimiento del organismo, la eficiencia alimentaria, la 

microbiota intestinal, actividad de enzimas digestivas, adecuada morfología intestinal, 

estado inmune mejorado y resistencia a enfermedades (Akhter et al., 2015; Guerreiro et 

al., 2018). Los prebióticos pueden modificar la comunidad microbiana del tracto 

gastrointestinal para mejorar las respuestas inmunitarias no específicas (Bailey et al., 

1991) estimulando la resistencia a enfermedades de las especies acuícolas (Abdel-Latif 

et al., 2022; Li Y. et al., 2018). 

Los estudios de aplicación de prebióticos en dieta de camarones revelan por 

ejemplo que la suplementación dietética de MOS puede estimular la actividad de 

superóxido dismutasa (SOD) y el crecimiento en comparación del grupo control (Zhang 

et al., 2012). AXOS e inulina en dietas de camarones aumentaron los parámetros de 

crecimiento, así como la riqueza de la comunidad bacteriana y abundancia relativa de 

Bacillus, Pseudomonas, Bacteriovorax y Lactobacillus, mientras que se redujo la 

abundancia de Vibrio (Li 2020). Dietas en camarones con galactooigosacaridos (GOS), 

cambiaron las poblaciones de la microbiota intestinal, con reducción en los niveles de 

estrés y mejoras de la respuesta inmune (Mustafa et al., 2019). 
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Los prebióticos inmunoestimulantes como quitina, quitosano, y otros 

polisacáridos han sido estudiados en peces (Cuesta et al., 2003; Dautremepuits et al., 

2004). Los polisacáridos también son utilizados con el mismo propósito en crustáceos 

(Hoseinifar et al., 2016; Mohan et al., 2016). Se ha reportado que FOS en 

concentraciones de 0,025 a 0,8% del peso, aumentó el estallido respiratorio de 

hemocitos de Penaeus. vannamei (Li et al., 2007). La aplicación de ScFOs en dieta de 

Penaeus vannamei incrementó el peso y la tasa de crecimiento específico (Zhou Z. et 

al., 2007). En la Tabla 2 se enlistan algunos prebióticos usados en cultivos de camarón. 

Tabla 2. Prebióticos polisacáridos aplicados en cultivos de camarón. 

 
 

Prebiótico 
 

Usado en 
Método de 
aplicación 

 
Resultado 

 
Referencia 

 
 

Fructooligosacáridos de 
cadena corta (ScFOS) 

 
 

Penaeus 
vannamei 

 
 

Aditivo para 
piensos. 

Aumento del recuento de 
hemocitos, estallido 

respiratorio de hemocitos 
y modificación de la 

comunidad microbiana. 

 

 
(Li et al., 2007) 

 
Fructooligosacáridos de 

cadena corta ScFOS 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

Mejora del peso y 
aumento de la tasa de 

crecimiento. 

 
(Zhou Z. et al., 

2007) 

 
 

Manano - oligosacáridos 
(MOS) 

 

 
Penaeus 
vannamei 
(larvas) 

 
 

Aditivo para 
Artemia sp. 

Alta supervivencia en 
desafío con Vibrio harveyi, 

respuesta inmune 
mejorada, alto 

crecimiento, actividades 
de enzimas digestivas 

mejoradas. 

 
 

(Widanarni et al., 
2019) 

Polisacárido de astrágalo 
(APS), ácido clorogénico 
(CGA) y berberina (BBR) 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

 
Respuesta inmunitaria 

mejorada. 

 
(Ding et al., 2020) 

 

 
Inulina 

 

Penaeus 
vannamei 

 

Aditivo para 
piensos. 

Aumento de peso final, 
mejora del estado 

oxidativo, y de la actividad 
de las enzimas digestivas. 

 

(Zhou L. et al., 
2020) 

Polisacáridos de 
Caulerpa racemosa 
(galactosa, glucosa, 

manosa) 

 
Penaeus 
vannamei 

 
Aditivo para 

piensos. 

 
Respuesta inmunitaria 

mejorada. 

 
( Lee P.T. et al., 

2020) 
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1.9. Objetivos de investigación 

 
1.9.1. Objetivo General 

 
Desarrollar una estrategia de cultivo basada en inmunomodulación, utilizando 

probióticos y biopolímeros inmunoestimulantes en camarones Penaeus vannamei, para 

mitigar mortalidades causadas por Vibrio parahaemolyticus. 

 

1.9.2. Objetivos Específicos 
 

Evaluar la capacidad de Vibrio diabolicus (Ili), Vibrio hepatarius (P62) y Bacillus 

cereus (P64) para establecer interacciones simbióticas con larvas y juveniles de 

Penaeus vannamei, mediante su capacidad colonizadora e inmunomoduladora. 

Analizar in vitro e in vivo la capacidad inmunomoduladora de biopolímeros 

vegetales en Penaeus vannamei. 

 

Determinar el posible efecto sinérgico de la interacción entre los probióticos y 

biopolímeros vegetales sobre las respuestas inmunes del camarón Penaeus vannamei. 
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2 

2 

CAPITULO 2 

METODOLOGÍA 

Para cumplir con los objetivos, se diseñaron actividades para cada uno de los 

enfoques planteados. 1) Selección de organismos, actividades y técnicas para evaluar 

la capacidad colonizadora de las bacterias del consorcio probiótico: Se realizaron 

análisis de los apéndices extracelulares de las bacterias mediante microscopía 

electrónica, evaluación de la capacidad de formar biopelículas, movimiento en enjambre 

y capacidad de adherirse a las superficies externas e internas del camarón, usando 

bacterias teñidas con colorantes fluorocromos y uso de microscopía confocal y de 

epifluorescencia. 2) Actividades y técnicas para evaluar la capacidad inmunoestimulante 

de 18 fibras vegetales comerciales y naturales, a fin de elegir las mejores. Éstas se 

desarrollaron in vitro y fueron la determinación de la capacidad de las fibras para inducir 

generación de O - y la activación de la PO en hemocitos. Finalmente se realizaron 

ensayos in vivo en camarones. Se trabajó combinando el consorcio de probióticos con 

las dos fibras más inmunoestimulantes en los ensayos in vitro. El efecto sobre la 

respuesta inmune se evaluó en larvas mediante estudios de expresión de tres AMPs, 

peneidinas, crustinas y ALFs. Por otro lado, en juveniles, se realizaron ensayos para 

medir generación de O -, activación de la PO, conteo de hemocitos, cuantificación de 

proteína plasmática y evaluación de la expresión de peneidinas en tejidos mediante 

hibridación in situ (HIS). El efecto protector del consorcio de probióticos y fibras 

inmunoestimulantes se evaluó mediante ensayos de desafío con Vibrio 

parahaemolyticus, causante de la enfermedad de necrosis hepatopancreática aguda 

AHPND. 

 

2.1. Selección de organismos para los ensayos experimentales 

Larvas de Penaeus vannamei en estadio nauplio 5 (N5), fueron transportadas a 

las instalaciones del Centro nacional de investigaciones de acuicultura e investigaciones 

marinas (CENAIM). Los N5 fueron sembrados a una densidad de 150 N5/Litro en 42 

tanques de 50 Litros. El cultivo duró 16 días bajo parámetros controlados de temperatura 

(30 °C), oxígeno disuelto, pH y salinidad. Las larvas fueron alimentadas con una dieta 

basal según el protocolo del CENAIM. Camarones juveniles Penaeus vannamei de 3 g 

de peso fueron transportados a CENAIM y sembrados a 15 camarón/ 40Litros en 

tanques de 40 Litros, el cultivo permaneció por 50 días bajo parámetros controlados 

según protocolo CENAIM. 
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2.1.1. Bacterias y condiciones de crecimiento bacteriano 

Los probióticos Vibrio diabolicus (cepa Ili), Vibrio hepatarius (cepa P62), Bacillus 

cereus (cepa P64), y el patógeno causante de AHPND Vibrio parahaemolyticus (cepa 

BA94C2) utilizados en el presente estudio fueron proporcionados por el Departamento 

de Microbiología del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas 

(CENAIM, ESPOL). Las tres cepas probióticas se cultivaron aeróbicamente en agar de 

soja tríptico con 2% de NaCl (TSA + 2% de NaCl) sembrado mediante estrías e 

incubando durante 18 horas a 28 °C. Las colonias individuales se transfirieron a caldo 

Luria-Bertani (LB) suplementado con 2% NaCl (p/V) (LB + 2% NaCl) incubando a 28 °C, 

con agitación constante (200 rpm) durante 8 horas. 

La cepa de Vibrio parahaemolyticus utilizada para la prueba de desafío se cultivó 

en caldo de soja tríptico (TSB) con 2% de NaCl (TSB + 2% de NaCl). Se utilizó solución 

salina estéril (SS-2% NaCl) para ajustar la concentración densidad óptica (DO) a 620 

nm para cada bacteria utilizada en el presente estudio. 

2.1.2. Observación de fimbrias y flagelos de cepas probióticas en microscopía 

electrónica de barrido 

Se tomaron colonias individuales de cultivos frescos de las tres cepas probióticas 

cultivadas en cajas de Petri con TSA + NaCl al 2%. Dichas colonias se resuspendieron 

en SS-NaCl al 2%, ajustando la concentración a 108 unidades formadoras de colonias 

(UFC) mL-1. Las suspensiones bacterianas se sometieron a centrifugación a 600 rpm 

durante 3 minutos hasta que se formaron los pellets. Posteriormente, los pellets se 

sometieron a dos lavados consecutivos para obtener una óptima observación de las 

células probióticas. El primer lavado se realizó con SS-NaCl al 1% y el segundo con 

agua milli-Q. Las bacterias fueron centrifugadas después de cada lavado, eliminándose 

gradualmente el exceso de NaCl. Después del lavado con agua milli-Q, cada sedimento 

bacteriano formado se resuspendió en 1 mL de agua milli-Q. Se depositó una gota en 

una rejilla para microscopía electrónica de G300. Este proceso fue repetido para cada 

cepa probiótica. La rejilla se empapó durante 3 segundos en la solución de contraste de 

ácido fosfotúngstico al 1% a un pH de 7,0. Después de absorber el exceso de solución 

con papel de filtro Whatman, los especímenes se observaron por microscopía 

electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) en un microscopio TESCAN 

MIRA3 FEG-SEM de emisión de campo (Brno, República Checa) utilizado en modo 

transmisión. Este proceso se repitió para cada cepa probiótica. 
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2.1.3. Ensayos de formación de biopelículas de cepas probióticas 

La formación de biopelículas de las tres cepas probióticas se evaluó siguiendo la 

metodología descrita por (Djordjevic et al., 2002) y modificada por (Domínguez-Borbor et 

al., 2020). Los inóculos bacterianos se ajustaron a 1 x 108 UFC mL-1, como se describió 

anteriormente (2.1.1). Posteriormente, con las suspensiones bacterianas, se realizó una 

dilución 1 x 106 UFC mL-1 en SS-2% NaCl. Esta suspensión bacteriana se inoculó en 

una microplaca de 96 pocillos (20 μL / pocillo, 12 réplicas). Los pocillos contenían 

previamente 180 μL de LB. Las microplacas se incubaron a temperatura ambiente 

durante 48 horas. Posteriormente, se retiró el sobrenadante y se añadieron 200 μL de 

PBS (conteniendo 2% de glucosa) por pocillo y se incubó durante 24 horas. Después de 

lavar con PBS, las microplacas se secaron a 50 °C durante 30 minutos. Las biopelículas 

bacterianas se tiñeron con cristal violeta (0,1%) durante 15 minutos, y posteriormente 

se lavaron con agua del grifo y se secaron a temperatura ambiente e 25°C. Las 

biopelículas se disolvieron con metanol y se leyeron en un lector de microplacas 

(Varioskan) a DO 600 nm. 

Se transfirieron 4 mL de cada suspensión bacteriana a un SlideFlask (Nunc cat. 

No.170920) para cultivo celular y se agregó 1 mL de SS-2% NaCl estéril (concentración 

final 1.0 μg mL-1). Los SlideFlask se incubaron a 28 °C durante 3 días. Después, las 

células flotantes se descartaron y los SlideFlask se lavaron con PBS. Las biopelículas 

se tiñeron con 1 mL de solución de AO (Sigma) al 0,25% durante 10 minutos a 

temperatura ambiente en la oscuridad. Después de la incubación, los SlideFlask se 

lavaron nuevamente con PBS y se retiraron los portaobjetos para la observación en el 

microscopio de epifluorescencia. Las biopelículas se visualizaron en un microscopio de 

epifluorescencia (Nikon ECLIPSE E200), a una longitud de emisión entre 520 y 650 nm. 

2.1.4. Ensayo de crecimiento en enjambre de bacterias probióticas 

La motilidad en enjambre de las tres cepas probióticas se evaluó utilizando el 

protocolo descrito por Fünfhaus et al., 2018 y modificado por Domínguez et al. (2020). 

El medio de cultivo LB suplementado con agar al 0,8% y NaCl al 2% esterilizado en 

autoclave fue utilizado como sustrato. El medio LB a temperatura ambiente se dispersó 

en cajas Petri (100 × 15 mm), las cuales se enfriaron durante 30 minutos. Cada bacteria 

se sembró por triplicado usando 10 μL de suspensión bacteriana 108 UFC mL-1 en SS- 

2% NaCl. Las bacterias se incubaron a 25 °C, 27 °C y 30 °C (una caja por bacteria para 

cada temperatura). Después de 72 horas, se midió el halo de motilidad formado por cada 

bacteria probiótica. 
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2.1.5. Ensayos de colonización, aplicación de bacterias probióticas teñidas a 

post larvas de camarón 

Se prepararon suspensiones bacterianas a una concentración de 108 UFC mL-1, 

como se describió anteriormente. Las suspensiones de bacterias probióticas se tiñeron 

con colorantes fluorocromos (1 mg mL-1), naranja de acridina, azul de Evans y 4', 6- 

diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 15 minutos en cámara oscura. Posteriormente, se 

lavaron tres veces con SS-NaCl 2%. Las bacterias probióticas fueron centrifugadas 

después de cada lavado (3000 RCF, 20 °C, 10 minutos) para eliminar el exceso del 

colorante. Después del último lavado, cada sedimento bacteriano se re suspendió en 20 

mL de agua de mar estéril. Estas suspensiones bacterianas se utilizaron como baños 

para 15 larvas de camarón. Después de 30 minutos, las larvas de camarón se 

observaron en el microscopio de epifluorescencia (Nikon) o en el microscopio confocal 

(Olympus Fluo view 1200). Se repitió el mismo procedimiento con Vibrio 

parahaemolyticus causante de AHPND teñido con naranja de acridina. Para evaluar las 

características protectoras de los probióticos, se observó su interacción con Vibrio 

parahaemolyticus. Este ensayo se realizó usando larvas en Z3 tratadas con cada 

probiótico individual y con el consorcio de los tres probióticos (Ili y P62 teñidos con DAPI, 

y P64 teñido con azul de Evans). Las larvas fueron expuestas a Vibrio parahaemolyticus, 

teñido con naranja de acridina, a una concentración de 105 UFC mL-1 durante 15 

minutos. 

2.2. Selección de fibras vegetales con cualidades inmunoestimulantes 

2.2.1. Evaluación de las fibras vegetales 

Inicialmente, se realizó una evaluación in vitro del efecto inmunoestimulante en 

pruebas de generación de anión superóxido O2
- y activación de la fenol oxidasa PO, los 

cuales son indicadores inmunes en camarones y la toxicidad (mediante la técnica de 

reducción del MTT) de 18 fibras de celulosa codificadas como C101, CNC-TRIS, CNC- 

EDA, CFM, IPCW, IPC, F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9 y F10 y tres fibras comerciales 

C50, C20 y C101. La cuantificación de la producción de O2
- se realizó en cultivos 

primarios de hemocitos de camarón, mientras que la activación de la PO se realizó 

usando extractos de hemocitos de camarón. Se utilizaron cuatro dosis, 10.0, 1.0, 0.5 y 

0.1 mg mL-1, con tres repeticiones para cada una. En los ensayos de detección de O2
-, 

se incluyó como desencadenante al 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA) 

(SIGMA_P8139). Para la cuantificación de O2
- y la evaluación de la toxicidad de las fibras 

vegetales, se utilizaron sales de Hank como vehículo, con el fin de no afectar las 
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condiciones de cultivo de los hemocitos. De la misma manera, el PMA y los β-1,3- 

glucanos (usados como control) se mezclaron en sales de Hank. 

2.2.2. Camarones y colección de hemolinfa 

Se emplearon jeringas de 1 mL cargadas previamente con 100 μL de 

anticoagulante citrato de sodio al 10% (p/v) para extraer la hemolinfa del seno ventral 

del camarón y se ajustó la dilución hemolinfa/anticoagulante, a una proporción final de 

50/50. Para realizar el hemograma, se fijó una alícuota de 10 μL de hemolinfa con 10 μL 

de formaldehído al 3,7 %, en una relación v/v. Para los recuentos de hemocitos, se 

cargaron 10 μL de la hemolinfa fijada en un hemocitómetro (cámara de Neubauer) y se 

realizaron dos recuentos utilizando un microscopio de contraste de fases en aumento 

de 20X (Nikon, Eclipse Ci-L). 

2.2.3. Cuantificación del anión superóxido (O2
-) 

La generación de O2
- se mide utilizando el ensayo de reducción de azul de nitro- 

tetrazolio (NBT), siguiendo el protocolo de (Muñoz et al., 2000). El ensayo se realizó 

utilizando cultivos primarios de hemocitos (seis réplicas por desencadenante), 

preparados en microplacas de 96 pocillos. 50 μL de hemolinfa por pocillo fueron 

incubados en solución salina de Hank conteniendo MgCl (26 mM) y CaCl2 (12 mM) 

durante 1 hora y 15 minutos. Se descartó el sobrenadante y se añadieron 

inmediatamente 50 µL de solución de Hank conteniendo MgCl (13 mM) y CaCl2 (6 mM) 

a cada uno de los pocillos de la microplaca. Posteriormente, se agregaron 50 μL de 

sales de Hank, conteniendo los desencadenantes (las fibras vegetales, β-1,3-glucanos o 

PMA (SIGMA_P8139) por triplicado para cada desencadenante. Para determinar la 

actividad de base de la generación de O2
-, se agregaron 50 µL de sales de Hank sin 

ningún producto desencadenante a las tres réplicas restantes. Se incubó durante 15 

minutos, y se agregaron 50 µL de sales de Hank conteniendo NBT a una concentración 

de 3.3 mg mL-1 a todos los pocillos, realizando una nueva incubación de 2 horas. 

Posteriormente, se descartó el sobrenadante de cultivo y se realizaron tres lavados, el 

primero con metanol absoluto y dos lavados con metanol al 70%. A continuación, las 

microplacas se secaron al aire durante 1 hora. El formazán precipitado (NBT reducido 

por O2
-) se solubilizó con 120 µL de KOH (1 M) y 140 µL de DMSO. La DO se leyó en el 

lector de microplacas a 620 nm (Varioskan Lux Thermo Scientific). Los resultados se 

expresaron en tasas (actividad estimulada/actividad de base, sin estimulación). 
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2.2.4. Cuantificación de la activación de fenol oxidasa (PO) 

La activación de la PO se realizó siguiendo la metodología de Hernández et al. 

(1998) modificada por Gullian et al. (2004) utilizando extractos de hemocitos. La 

hemolinfa se centrifugó a 800 RCF (4 ºC por 10 minutos). Para obtener los extractos 

celulares, el sedimento de hemocitos se sometió a choque osmótico mediante re 

suspensión en tampón cacodilato (10 Mm) y centrifugación a 12000 RCF por 5 minutos 

a 4 °C. Se descartó el sedimento y se recuperó el sobrenadante. Este extracto de 

hemocitos se distribuyó en una microplaca de 96 pocillos, colocando 50 µL por pocillo. 

Cada fibra re suspendida en tampón cacodilato10 Mm se analizó por triplicado. Se utilizó 

laminarina (SIGMA_L9634) como control positivo. La microplaca se incubó durante 77 

minutos a temperatura ambiente (25 ºC). Posteriormente, se agregaron 50 μL de L-Dopa 

diluida en tampón cacodilato en cada pocillo. La lectura se realizó en un lector de 

microplacas (Varioskan Lux, Thermo Scientific) a 490 nm cada 5 minutos, durante 20 

minutos. 

2.2.5. Cuantificación de proteínas plasmáticas totales. 

Se realizó la cuantificación de las proteínas plasmáticas totales mediante el 

método de (Lowry et al., 1951) Se preparó una curva estándar utilizando una solución 

de albúmina de suero bovino (BSA) (1 mg mL-1) y se realizaron 11 diluciones con agua 

destilada estéril. Las muestras de plasma de camarón diluidas (1:100), se analizaron por 

triplicado en una microplaca de 96 pocillos (20 µL por pocillo). A cada pocillo se 

agregaron 20 μL de la mezcla de reactivos (A: hidróxido de sodio 0.5 N, carbonato de 

sodio anhidro 10%; B: sulfato de cobre pentahidratado 1%; C: tartrato de sodio y potasio 

tetrahidratado 2%), incubando en la obscuridad. Posteriormente, se adicionaron 60 μL 

del reactivo de Folin- ciocalteu, incubando por 30 minutos protegido de la luz. La lectura 

se realizó en un lector de microplacas (Varioskan Lux, Thermo Scientific) a 620 nm. La 

concentración de proteínas en las muestras de plasma se calculó en base a la curva 

estándar. 

2.2.6. Evaluación in vitro de la posible toxicidad de las fibras vegetales 

La inocuidad de las fibras vegetales más eficientes se evaluó in vitro en cultivos 

primarios de hemocitos siguiendo el procedimiento descrito por (Domínguez-Borbor et 

al., 2018). El ensayo se basó en la capacidad de las mitocondrias para reducir el MTT 

de color amarillo en formazán de color púrpura, a través de la enzima succinato 

deshidrogenasa. Los cultivos primarios de hemocitos de camarón se activaron en sales 

de Hank durante 75 minutos y se expusieron a cada fibra vegetal durante 2 horas a 
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diferentes concentraciones. Posteriormente se incubó durante 2 horas con 5 mg mL-1 de 

MTT disuelto en sales de Hank. El sobrenadante y los cristales de formazán se 

disolvieron con isopropanol mezclado con ácido clorhídrico 0.04 N. La reacción 

colorimétrica se leyó a 620 nm. Los resultados se transformaron en porcentajes de 

viabilidad celular, considerando el cultivo primario de hemocitos sin exposición a fibras 

vegetales como la respuesta control de la respiración celular óptima (máxima viabilidad 

celular). Las concentraciones evaluadas para las fibras de vegetales fueron 1,0 y 0,5 mg 

mL-1. 

2.3. Ensayos in vivo. Efecto del consorcio de probióticos (Ili, P62 y P64) y las 

fibras inmunoestimulantes F4 y C101 sobre la supervivencia de larvas de 

camarón desafiadas con Vibrio parahaemolyticus 

2.3.1. Diseño experimental y tratamientos en la cría larvaria 

Se obtuvieron nauplios 5 (N5) libres de patógenos de un laboratorio de la 

Península de Santa Elena. Estos nauplios se cultivaron en 36 acuarios de 50 L de agua 

de mar tratada con UV, con aireación permanente y temperatura de 30 °C, a una 

densidad de siembra inicial de 150 N5/L. Durante 20 días, P62, P64 y las fibras F4 y 

C101 se aplicaron dos veces al día en el alimento. Los probióticos P62 y P64 (1 x 105 

UFC mL-1) así como las fibras vegetales F4 y C101 se mezclaron en el pienso (1 mg/kg). 

Para evitar la lixiviación, el pienso se revistió con aceite de pescado a razón de 30 mL/kg. 

El probiótico Ili se aplicó en el agua dos veces al día a una concentración 1 x 105 UFC 

mL-1. Diariamente se renovó 20% del agua de los acuarios, removiendo mediante sifón 

los restos de alimento y las heces. El diseño experimental consistió en 6 tratamientos y 

6 repeticiones para cada uno de ellos como se detalla en la Tabla 3. El tratamiento 6 

(T6) recibió la dieta basal y no fue expuesto a los probióticos ni a las fibras. 

 
Tabla 3. Descripción de los tratamientos en larvas de camarones Penaeus vannamei. 

 

 
Tratamiento 

 
Descripción 

 

 

 
T1 

Probiótico Ili en agua + P62 + P64 
en dieta basal 

 
T2 

Probiótico Ili en agua + P62 + P64 
en dieta basal + fibra F4 

 
T3 

Probiótico Ili en agua + P62 + P64 
en dieta basal + fibra C101 
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T4 Dieta basal + Fibra F4 
 

T5 Dieta basal + Fibra C101 

T6 (Control) Dieta basal sin tratamiento 

2.3.2. Análisis de la expresión de los genes de péptidos antimicrobianos 

(peneidinas, crustina y antilipopolisacaridos ALF) mediante RT-qPCR 

 

Este análisis se realizó en PLs de camarón. El período de exposición a los 

tratamientos terminó en el estadio PL 8. En este punto, se realizó la recolección de las 

muestras en tres acuarios de cada tratamiento. Por lo tanto, se obtuvieron 21 muestras 

para los ensayos de expresión génica. Para ello, se pesaron entre 0,15 y 0,22 g de PL 

y se colocaron en microtubos de 1,5 mL estériles. Inmediatamente, se añadió un 

volumen de 5 veces la solución estabilizadora RNA later (Ambion, Life Technologies), 

por tubo, y se llevaron las muestras a 4 °C durante toda la noche. Las muestras se 

transportaron en hielo seco al Laboratorio de Nanomedicina y Nanobiología de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE, Sangolquí), donde fueron almacenadas a 

-20°C hasta su procesamiento. 

 
Para realizar la extracción de ARN se utilizó el kit PureLink® RNA Mini Kit 

(Ambion, Life Technologies), siguiendo el protocolo especificado por el fabricante. 

Luego, se realizó la remoción de ADN contaminante de las muestras con el kit TURBO 

DNA-free™ Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Para ello, se añadieron 5 µL de 

10X TURBO DNase Buffer y 1µL de TURBO DNase a cada muestra, y se mezcló 

vigorosamente. Se incubó a 37 °C durante 30 minutos. Para realizar la cuantificación de 

ARN se utilizó el espectrofotómetro de micro volúmenes NanoDrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific, USA). Se determinó la pureza de las muestras analizando los radios 260 

nm/280 nm y 260 nm/230 nm. Para evaluar cualitativamente el ARN extraído, se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se utilizó SYBR Safe (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific). 

 

Para sintetizar el ADNc se utilizó el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. El master mix de reacción para 

la síntesis de ADNc, se detalla en la Tabla 4. Se dispensaron 14 µL de master mix en 

cada tubo de PCR de 0,2 mL, y posterior se añadieron 6 µL de muestra, completando 

un volumen final de 20 µL. Los tubos se colocaron en el termociclador (TECHE 
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FTC51H2D) con el siguiente programa: 1 hora a 50 °C, 5 minutos a 85 °C, y 10 minutos 

a 4 °C. Después de la síntesis, las muestras de ADNc se almacenaron a -20 °C. 

 
Tabla 4. Master mix de reacción (44x) para la síntesis de ADNc. 

 

Reactivo C 
final 

V(1x) V(44x) 

Transcriptor Reverse 
Transcriptase Reaction Buffer 

 
1x 8 mM MgCl2 

 
4 µL 

 
176 µL 

Protector RNase Inhibitor 20 U 0,5 µL 22 µL 

Deoxynucleotide Mix 1 mM 2 µL 88 µL 

Transcriptor Reverse 
Transcriptase 

 
10 U 

 
0,5 µL 

 
22 µL 

Anchored- oligo(dT)18 primer 2.5 µM 1 µL 44 µL 

H2O, PCR grade --- 6 µL 264 µL 

TOTAL 14 µL 616 µL 

 

La amplificación de los genes se llevó a cabo en el equipo LightCycler® 96 

(Roche) empleando el kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche). Las 

reacciones se realizaron en un volumen final de 10 µL, conteniendo 1 µL de ADNc. Cada 

dilución se probó por duplicado, y se incluyó un control negativo (sin ADNc). En el 

software del equipo LightCycler® 96, se definió cada muestra como ‘estándar’ y se 

ingresaron las concentraciones correspondientes, para que se procesen los cálculos de 

todos los parámetros de la curva estándar. En la Tabla 5 se enlistan los iniciadores 

utilizados tanto de los genes de referencia, proteína ribosomal 40S-S24, factor de 

elongación alfa (EF1α), y gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) así como 

de los Péptidos antimicrobianos AMPs (ALF, crustina y peneidina 3a). Las condiciones 

de RT-qPCR se detallan en la Tabla 6. 

 
Tabla 5. Iniciadores utilizados para los ensayos de RT-qPCR de AMPs. 

 
 
 

Gen 

 
 

Secuencias de los primers (5′–3′) 

 
Número de 

acceso 
GenBank 

 
Tm 
(°C) 

Tamaño 
del 

producto 
(bp) 

 
 

Ref. 

 
40S- 
S24 

F: CAGGCCGATCAACTGTCC 
 

XM_0273737 
09.1 

60  
204 pb 

(Alvarez- 
Ruiz et al., 

2015) R: CAATGAGAGCTTGCCTTTCC 60 
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EF1α 

F: TGGCTGTGAACAAGATGGACA  
GU136229.1 

63  
103 pb 

 
(Barreto et 
al., 2018) 

R: TTGTAGCCCACCTTCTTGACG 62 

 
GAPD 

H 

F: CCATGGAATGTTCTCGGGCT  
KT861451 

64  
120 pb 

(Valenzuela- 
Castillo et 
al., 2017) R: AAGTATGACAGCACCCACGG 61 

 
 

ALF 

F: 
GCTTCACCGTCAAACCTTACATC 

 
 

DQ208702 

 
62 

 
 

193 pb 

 
(Maralit et 
al., 2018) 

R: CACCGCTTAGCATCTTGTTCG 63 

 
Pen- 
3a 

F: CACCCTTCGTGAGACCTTTG  
Y14926 

61  
141 pb 

(Pourmozaff 
ar et al., 
2017) R: AATATCCCTTTCCCACGTGAC 60 

 
Crusti 

na 

F: CCCACAAGTCCGTCCCACAT 
 

XM_0273522 
54.1 

65  
160 pb 

 
(Shockey et 
al., 2009) 

R: TCATCCAAAAACCTGCGATCCG 68 

 

 

Tabla 6. Gradiente de temperatura utilizado para el ensayo de PCR convencional. 

 

Genes Gradiente de temperatura 
(°C) 

Proteína ribosomal 40S-S24 55 – 58 – 61 

EF1α 58 – 61 – 63 

GAPDH 58 – 61 – 63 

ALF 58 – 61 – 63 

Pen-3a 55 – 58 – 61 

Crustina 60– 63 – 66 

 

2.3.3. Ensayos de cuantificación relativa 

Una vez estandarizados los ensayos de RT-qPCR, se procedió a analizar la 

expresión relativa de los genes ALF, Pen-3a, y crustina en PLs 8. La cuantificación 

relativa se basa en la comparación de los niveles de dos genes diferentes (el gen de 

interés y el de referencia), en la misma muestra, y expresa ese resultado como el radio 

de los genes. Se asume que la expresión del gen de referencia se mantiene constante 

bajo todas las condiciones de prueba. Se añadieron 9 µL del master mix y 1 µL de 

muestra en cada pocillo de la placa para qPCR (LightCycler® Multiwell Plates, Roche). 

Cada muestra se preparó por triplicado y se incluyó un control negativo (sin ADNc) por 
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ensayo. Como se observa en la Figura 5, cada tratamiento tuvo tres repeticiones 

biológicas, y se realizaron tripletas de las muestras para los ensayos de RT-qPCR. Por 

ende, se obtuvieron 9 valores de ciclo umbral de amplificación (Cq) por tratamiento. En 

el presente ensayo, se utilizaron dos genes de referencia (40S-S24 y GAPDH) y las 

muestras del tratamiento 6 (T6) como calibrador, por encontrarse sin tratamiento. 

 

Figura 5. Diseño de placa para los ensayos de cuantificación relativa. 

 
A continuación, se presenta la fórmula para el cálculo de la expresión relativa, la 

misma que depende de los valores de Cq obtenidos y de la eficiencia de amplificación. 

 

ET
(CqT,cal−CqT) 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =    

√E
(CqR1,cal−CqR1) 

x E
(CqR2,cal−CqR2) 

 
Donde: 

R1 R2 

ET = Eficiencia de amplificación del gen target 

ERi = Eficiencia de amplificación del gen de referencia i 

CqT = Valor de Cq del gen target 

CqRi = Valor de Cq del gen de referencia i 

Cal = Calibrador del estudio 

 
2.3.4. Análisis estadístico. Tratamiento de valores de Cq 

Inicialmente se contó con información de los valores de Cq de la expresión de 5 

genes (40S-S24, crustina, ALF, GAPDH, Pen-3a) y 6 tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5 y 

T6). Con esta información se procedió a evaluar descriptivos básicos como: mínimo, 
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máximo, mediana, moda, media, desviación estándar (DE) y coeficiente de variabilidad 

(CV). Además, se estimaron al 95% los límites superiores e inferiores de confianza para 

el Cq promedio. Se verificó el ajuste de los datos a la distribución normal y la 

homogeneidad de grupos. Para ver diferencias significativas preliminares, se realizó un 

contraste de hipótesis de diferencia de Cq por dos factores (gen y tratamiento). 

2.3.5. Análisis de expresión relativa (radio) 

Una vez calculados los valores de expresión relativa (radios), se procedió a 

evaluar descriptivos básicos como: mínimo, máximo, mediana, moda, media, DE., y CV. 

Además, se estimó al 95% los límites superiores e inferiores para las radios promedio 

(Anexos 5 - 6 - 7). Se realizaron gráficos box-plot (caja y bigote) y gráficos de límite de 

confianza superior e inferior. En virtud de la estructura de cálculo de expresión relativa, 

y considerando el hecho de que los valores Cq se ajustaron a la distribución normal, se 

verificó que los radios pueden modelarse con una distribución Log-Normal, cuyos 

parámetros se estimaron por máxima verosimilitud. Se realizaron los gráficos de 

contornos de verosimilitud, densidades y distribuciones estimadas (Anexo 8). Por último, 

se calculó la probabilidad de que el radio sea mayor a 1: P (radio > 1) y el intervalo de 

14,7% de verosimilitud para esta probabilidad. Esto permitió contrastar los tratamientos 

(en cada gen) con mayor probabilidad de generar radios mayores a 1. 

2.3.6. Desafío con Vibrio parahaemolyticus y análisis de supervivencia 

Larvas de camarones en estado de PL 8 tratadas durante 18 días con el 

consorcio probióticos (Ili, P62 y P64) y fibras vegetales (F4 y C101) fueron desafiadas 

con Vibrio parahaemolyticus (cepa BA94C2) siguiendo la metodología de (Domínguez- 

Borbor et al., 2019). Las PL8 se transfirieron a viales que contenían 200 mL de agua de 

mar filtrada y esterilizada con UV, sin aireación, con temperatura 29,5 ° C. Todos los 

tratamientos contenían 30 PL8 con 5 réplicas por tratamiento, y un control sin 

tratamiento. 

Se cultivó Vibrio parahaemolyticus durante 8 horas en medio TSB que contenía 

NaCl al 2%. El cultivo bacteriano se centrifugó (4000 RCF, 10 minutos, 25 °C) y los 

sedimentos bacterianos resultantes se re suspendieron en solución salina (NaCl-2%). 

La DO de esta suspensión bacteriana se ajustó a 600 nm equivalente a concentraciones 

de 105 UFC mL-1. Se agregaron 0,2 mL del inóculo bacteriano a todos los viales. El 

recambio de agua (50%) se realizó 24 horas después de la infección y se determinó la 

supervivencia cada 2 horas durante 48 horas. 
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2 

2.4. Efecto inmunoestimulante del consorcio probiótico (Ili, P62 y P64) y fibras 

vegetales F4 y C101 en camarones juveniles Penaeus vannamei 

 

2.4.1. Diseño experimental y tratamientos aplicados a camarones juveniles 

Penaeus vannamei 

Los camarones juveniles de Penaeus vannamei con un peso de 3,17 ± 0,39 g 

fueron aclimatados a temperatura ambiente y a salinidad de 35 unidades prácticas de 

salinidad con aireación continua en tanques de 500 Litros durante 48 horas. 

Previamente, el agua fue filtrada y tratada con UV. Luego, los camarones fueron 

transferidos aleatoriamente a 10 tanques, conteniendo 40 Litros de agua de mar, 15 

camarones/unidad experimental y cinco réplicas por tratamiento. 

Los camarones fueron alimentados con una dieta comercial (5% de su biomasa) 

dos veces al día durante todo el bioensayo (50 días). El pienso se mezcló con el 

consorcio de probióticos P62 y P64 (1 x 108 UFC mL-1) y las fibras vegetales F4 y C101 

(1 mg/kg de pienso). El probiótico Ili se añadió en el agua a una concentración de 105 

UFC mL-1. Para evitar la lixiviación, el pienso se revistió con aceite de pescado a razón 

de 30 mL/kg. Cada tratamiento tuvo 5 repeticiones y fueron denominadas de manera 

similar al ensayo con larvas de camarones de Penaeus vannamei, exceptuando el 

control interno del CENAIM, el tratamiento 9 (T9), el cual solo recibió el probiótico Ili. 

Antes de la prueba de desafío con Vibrio parahaemolyticus, se pesaron los camarones 

y se extrajeron muestras de hemolinfa de 15 camarones por tratamiento (sin reemplazo). 

Las muestras de hemolinfa se utilizaron para realizar análisis inmunológicos, 

hemogramas, generación de anión superóxido O -, activación de fenol oxidasa PO y 

cuantificación de proteínas plasmáticas. 

2.4.2. Análisis inmunológico realizados en camarones tratados con probióticos 

Se extrajo la hemolinfa del seno ventral de camarones Penaeus vannamei 

tratados con el consorcio probiótico en estudio y se ajustó la dilución con anticoagulante 

a una proporción final de 50/50. Después de tomar las alícuotas de hemolinfa para el 

análisis de la producción de O2
- y el recuento de hemocitos, las muestras de hemolinfa 

se centrifugaron (800 RCF por 10 minutos). Los sedimentos de hemocitos se emplearon 

para preparar extractos para el análisis de activación de la PO. En las muestras de 

sobrenadante (plasma), se midieron las proteínas plasmáticas. 
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2.4.3. Histopatología 

Se tomaron muestras de camarones antes de la prueba de desafío. Las muestras 

para histología se conservaron utilizando el fijador de Davidson (330 mL de alcohol 

etílico al 95%, 220 mL de formol al 37%, 115 mL de ácido acético y 335 mL de agua 

destilada). El protocolo utilizado para el análisis histológico se basó en la metodología 

descrita por (T.A. Bell, 1989) con ligeras modificaciones. Se obtuvieron cortes 

histológicos de 4 µm del cefalotórax de camarón. Los especímenes se tiñeron con 

hematoxilina y eosina (E&H) y se observaron al microscopio (Nikon Eclipse E200) con 

lentes de 4, 10 y 40 x. Se hizo énfasis en las lesiones de AHPND, presencia de 

hemocitos infiltrantes, presencia de esferoides en el LO, tejido conectivo, glándula 

antenal, hepatopáncreas, intestino, tejido hematopoyético, músculo, tejido nervioso y 

corazón. Los grados de severidad de las lesiones se registraron según el procedimiento 

de Panchana et al. (comunicación personal), que da un valor numérico cualitativo de 1 

a 4 según el grado de gravedad de las lesiones. 

2.4.4. Preparación de la sonda de peneidinas. 

Las sondas se prepararon a partir del ARN de hemocitos de camarón. La 

hemolinfa se tomó de 10 camarones que pesaban 12 gramos. El ARN total de los 

hemocitos de camarón se obtuvo usando el reactivo TRIzol ™ (Invitrogen ™), siguiendo 

las especificaciones del fabricante. La concentración y pureza se midieron utilizando un 

lector de microplacas (Varioskan), en concentración de 1ug/µL y absorbancia 260 

nm/280nm obteniendo 1,7 y 2,1. Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo utilizando 

el sistema de RT-PCR de un solo paso SuperScript ™ III con el sistema de RT-PCR 

cuantitativa Platinum ™ Taq DNA Polymerase Quantitative (Invitrogen). Se siguieron las 

instrucciones de los fabricantes para las reacciones de un paso. Se utilizó una mezcla 

de reacción 2 × SSIII RT/Platinum, Taq Mix y MgCl2 (concentración final 5 mM) y cebador 

20 × (FORWARD 5´-GTGTACAAGGGCGGTTACACG-3´; REVERSE 5´- 

CAACAGGTTGTCAAGCGAGGT-3´ (Destoumieux et al., 1997). A continuación, se 

añadió la muestra de ARN a la mezcla maestra de cada tubo (20 μL de volumen total) y 

se mezcló el contenido. El paso de RT-PCR implicó la incubación a 55 °C durante 20 

minutos. Los ciclos de PCR incluyeron una desnaturalización inicial de 95 °C durante 3 

minutos, seguida de 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 55 °C durante 45 

segundos. La amplificación se realizó en el termociclador Veriti (biosistema aplicado). 

Para verificar la especificidad, los productos amplificados se enviaron para su 

secuenciación a la empresa Macrogen (Corea). Las sondas realizadas se marcaron con 

Digoxigenina. 
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2.4.5. Hibridación in situ (HIS) para detectar la expresión de peneidina en tejidos 

de camarón Penaeus vannamei 

Se colocaron secciones histológicas de 6 camarones de cada tratamiento en 

placas cargadas positivamente (Fisher Scientific). Después de la desparafinización, 

hidratación, digestión con proteinasa K y post-fijación, las secciones se cubrieron con 

100 µL de solución de hibridación (50% de formamida, 1% de solución de Denhart en 

concentración final, 10% dextrano, y 4 % en concentración final de tampón de solución 

citrato salino (SSC) (NaCl 3 M, citrato de sodio 300 mM, pH 7), 0,5 mg mL- 1 de ADN de 

esperma de salmón, 1 mM EDTA, Tris-HCl 50 mM, pH 8, y la sonda (0,25 µg mL–1). 

Los especímenes se incubaron a 40 °C durante 18 horas, en cámara húmeda. 

Posteriormente, los portaobjetos se lavaron con SSC. Después de equilibrar las 

secciones con 500 µL de tampón de Tris salino (TBS: Tris HCl 100 mM a pH 7.4 y NaCl 

150 mM), se añadieron 500 µL de solución de bloqueo. Finalmente, la detección se 

realizó con el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina y se 

visualizó utilizando como sustrato NBT y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP). Se 

utilizó una contra tinción de 1 minuto con Bismark Brown al 1%. Después de lavar los 

portaobjetos, las muestras se deshidrataron y se impregnaron en permount (Sp15-100). 

Las secciones se visualizaron en un microscopio óptico (Olympus). 

2.4.6. Prueba de desafío en camarones juveniles Penaeus vannamei con Vibrio 

parahaemolyticus. 

Los camarones Penaeus vannamei con un peso de 5,88 ± 0,66 g, tratados 

durante 50 días con el consorcio de probióticos y las fibras vegetales, fueron desafiados 

con V. parahaemolyticus (cepa BA94C2), siguiendo la metodología descrita por 

(Domínguez-Borbor et al., 2019). Los camarones juveniles fueron transferidos a 

acuarios que contenían 20 Litros de agua de mar filtrada y esterilizada con UV. Se 

proporcionó aireación continua y la temperatura fue de 29,7 ± 2 °C. Cada tratamiento 

tuvo tres repeticiones (15 camarones juveniles por unidad experimental). Se cultivó 

Vivrio parahaemolyticus durante 8 horas en medio TSB que contenía NaCl al 2%. El 

cultivo bacteriano se centrifugó (4000 RCF, 10 minutos, 25 °C) y los sedimentos 

bacterianos resultantes se re suspendieron en solución salina (SS-2% NaCl). 

La DO de esta suspensión bacteriana se ajustó a 600 nm ~ 0.5, equivalente a 

una concentración de 108 UFC mL-1. Se agregaron 20 mL del inóculo bacteriano a todos 

los acuarios. El recambio de agua (50%) se realizó 24 horas después de la infección y 
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se determinó la supervivencia cada 2 horas durante 48 horas. Se tomaron muestras 

para histopatología e HIS de camarones moribundos y supervivientes. 

2.4.7. Análisis Estadístico 

Los experimentos in vitro e in vivo se realizaron en réplicas de n=3 y n=6 

respectivamente. Se realizó el análisis descriptivo de los datos, reportando el valor 

promedio, error estándar y el valor de significancia (M, SE, p-value). Posteriormente, los 

datos se evaluaron con una prueba de normalidad de Shapiro Wilk y con la prueba de 

homocedasticidad de varianza de Levene, con un valor de significancia (α) de 0,05. Los 

datos que aprobaron las pruebas de normalidad y homocedasticidad se analizaron con 

una prueba de análisis de varianza (ANOVA) con un valor de significancia (α) de 0,05. 

De acuerdo a los factores evaluados en cada experimento, se realizó una prueba 

bifactorial, trifactorial o de medidas repetidas. El resultado de las pruebas ANOVA, se 

reportaron con el valor de F (grados de libertad de factor, grados de libertad de error) y 

el valor de significancia (p). Además, se realizaron pruebas post-hoc de Tukey (α = 0,05) 

para determinar si las diferencias entre grupos dentro de los factores fueron 

significativas. Los análisis se realizaron con el software estadístico IBM SPSS Statistics 

v25. 
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Caracterización de las bacterias probióticas, Ili, P62 y P64 

 
3.1.1. Caracterización morfológica en microscopía electrónica 

 
Mediante SEM se visualizó la presencia de fimbrias y flagelos en las células 

bacterianas probióticas (Figura 6). Celularmente, Ili es una bacteria ovalada, presenta 

extremos redondeados con tamaño entre 1,3 - 2,2 μm de longitud y 0.6 - 0,9 μm de 

ancho, con una presencia distintiva de numerosos flagelos laterales (Figura 6A). La 

bacteria P62 tiene celdas de forma ovalada con un tamaño entre 1,4 - 2,7 μm de longitud y 

0,8 - 1,7 μm de ancho con una membrana plasmática bien definida donde se anclan las 

fimbrias (Figura 6B). P64 es un bacilo con un tamaño entre 1,5 - 2,9 μm de largo y       0,8 - 

1,2 μm de ancho, además de poseer una membrana plasmática con presencia de flagelos 

y fimbrias (Figura 6C). 

 

 

A 

 

B 

 

C 

Figura 6. Micrografías electrónicas (SEM) de bacterias probióticas. 
A) Vibrio diabolicus (Ili) con presencia de flagelos, barra 1 mm. B) Vibrio hepatarius (P62) con numerosas 

fimbrias pequeñas, barra: 1 mm. C) Bacillus cereus s.s. (P64) presenta finas fimbrias y flagelos, barra: 5 

mm. 

 

3.1.2. Formación de biopelículas. 
 

Las tres bacterias probióticas en investigación formaron biopelículas después de 

48 horas de incubación. La biopelícula más fuerte (P < 0,05) fue formada por la bacteria 

probiótica Ili, seguida de P62 y P64 (Figura 7A). Estos resultados se confirmaron 

cuando se realizó la tinción de las biopelículas con el colorante AO, como se puede 

observar en la Figura 7B. 
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Figura 7. Ensayos de biopelícula realizados con los probióticos Ili, P62 y P64. A) Biopelículas de 
los tres probióticos teñidos con cristal violeta. Los puntos de datos se representan como la media 
± DE, (12 repeticiones) y corresponden al porcentaje de formación de biopelícula normalizado 
frente al valor promedio. B) Biopelículas de los tres probióticos teñidos con AO, foto 3D. 

 

3.1.3. Ensayos de motilidad de enjambre 
 

La motilidad de enjambre de las tres bacterias probióticas (Ili, P62 y P64) cambió 

significativamente (P < 0,05) según la temperatura de incubación resultando con 

diferencias significativas en la que se destaca a la bacteria Ili alcanzando su máximo 

crecimiento a temperaturas de 27 °C (P < 0,05) como se observa en la Figura 8. El 

crecimiento en enjambre de Ili fue significativamente mayor (P < 0,05) que la de las otras 

bacterias probióticas a todas las temperaturas (Tabla 7). 

 

El probiótico P62 (Vibrio hepatarius) y P64 (Bacillus cereus) exhibieron menor 

motilidad de enjambre a 25 °C con un tamaño de 13,83 ± 0,29 mm y 16,33 ± 0,58 mm 

respectivamente (Tabla 7). Si bien la motilidad de enjambre de P64 no se vio afectada 

por la temperatura, a 25 °C el crecimiento del enjambre fue significativamente más alto 

(P < 0.05) en comparación con el probiótico P62 (Tabla 7). 

 

 

 

Ili P62 P64 
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Tabla 7. Motilidad de enjambre (mm) de las tres bacterias probióticas. 
 
 

Bacteria CÓDIGO T: 25 °C T: 27 °C T: 30 °C 

V. diabolicus ILI 20,33 ± 1,15 a 31,33 ± 3,51 a 29,66 ± 3,8 a 

V. hepatarius P62 13,83 ± 0,29 b 15,52 ± 0,87 b 16,67 ± 0,28 b 

B. cereus S.S. P64 16,33 ± 0,58 c 17,33 ± 0,11 b 16,03 ± 0,12 b 

 

La migración se expresa en (mm), después de 72 horas de incubación. Los resultados se 
presentan como media ± DE, 5 repeticiones. Diferentes letras minúsculas indican las diferencias 
significativas (P < 0.05) entre las bacterias en la motilidad de enjambre. 

 

El probiótico P62 (Vibrio hepatarius) y P64 (Bacillus cereus) exhibieron menor 

motilidad de enjambre a 25 °C con un tamaño de 13,83 ± 0,29 mm y 16,33 ± 0,58 mm 

respectivamente (Tabla 7). Si bien la motilidad de enjambre de P64 no se vio afectada 

por la temperatura, a 25 °C el crecimiento del enjambre fue significativamente más alto 

(P < 0.05) en comparación con el probiótico P62 (Tabla 7). 

 

 

Vibrio. diabolicus Vibrio hepatarius Bacillus cereus s.s 

 

Figura 8. Ensayo de motilidad de enjambre realizado con tres bacterias probióticas  Vibrio 
diabolicus (Ili), Vibrio hepatarius (P62) y acillus. cereus (P64). 

 
3.1.4. Ensayo in vitro de la colonización de bacterias probióticas de larvas de 

camarón Penaeus vannamei 

La microscopía de fluorescencia permitió el análisis tridimensional de la 

colonización de los probióticos marcados con los fluoróforos DAPI, azul de Evans y 

naranja de acridina en larvas de camarón. En la Figura 9A y 9B, los probióticos Ili y P62 

teñidos con DAPI se adhirieron a la cutícula externa del nauplio de camarón (N5). En la 

Figura 9C, el probiótico P62 teñido con naranja de acridina colonizó la zona oral, 

estómago, hepatopáncreas y la cutícula de larvas de camarón (Zoea 1). El probiótico Ili 

teñido con DAPI se adhiere a la cutícula externa y a la membrana peritrófica del intestino 
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en PL de camarón (PL2) (Figura 9D). La señal del probiótico P64, teñido con azul de 

Evans, fue observada en el hepatopáncreas de PL2 del camarón Penaeus vannamei 

(Figura 9E). 

 

A B C 

  
D E 

 
Figura 9. Micrografías de epifluorescencia de larvas de camarón expuestas a probióticos teñidos 
con tintes fluorocromos. A) Probiótico Ili teñidos con DAPI. B) Probióticos P62 teñido con DAPI. 
C) Probióticos P62 teñido con naranja de acridina. D) Probiótico Ili teñidos con DAPI (PL2). E) 
Probiótico P64 teñidos con azul de Evans. 

 

La microscopía confocal muestra a la cepa probiótica Ili unida a la cutícula de la 

zona oral (Figura 10 A). En la Figura 10B, la cepa probiótica P62 teñida con AO se 

adhiere a la membrana peritrófica del intestino. En la Figura 10C, el probiótico P64 

teñido con DAPI se observa en los urópodos. 

 
A 

 
B 

 
C 

 
Figura 10. Micrografías confocales que muestran la capacidad de las cepas probióticas de 
adherirse a la cutícula interna y externa de Penaeus vannamei en la etapa PL2. A) La cepa Ili se 
adhiere a la zona oral. B) La cepa P62 se adhiere a la membrana peritrófica en el intestino medio. 
C) La señal de P64 se detecta en los urópodos. Observar el fuerte marcado en las inserciones 
de las setas. 
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Las características protectoras de los tres probióticos se evaluaron por su 

interacción con Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND. Larvas en Z3 teñidas con 

naranja de acridina expuestas a Vibrio parahaemolyticus estuvieron completamente 

colonizadas, por el vibrio (Figura 11A). Cuando las larvas fueron colonizadas 

previamente por el consorcio de probióticos, solo se detectó una señal débil del patógeno 

en el exterior de la cutícula (Figura 11B), y no se detectó ninguna señal de Vibrio 

parahaemolyticus causante de AHPND en el estómago. Si las larvas fueron colonizadas 

previamente con cada probiótico individual, la señal de Vibrio parahaemolyticus fue 

menor, y estaba restringida a la cutícula externa y una sección del estómago (Figura 11C, 

D, E). 

 

 
A 

 
B 

 

 

 
C 

 
D 

 
E 

 
Figura 11. Interacción entre probióticos y Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND. A) 
Larvas (Zoea 3) expuestas a Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND, teñidas con naranja 
de acridina, están completamente colonizadas. B) Larvas colonizadas por el consorcio de 
probióticos, solo se detecta una señal débil del vibrio patógeno en la cutícula externa, ausencia 
de señal de Vibrio parahaemolyticus en el intestino. AMC: Ciego del intestino medio anterior, 
LMC: Ciego del intestino medio lateral (futuro hepatopáncreas), PC: Cámara pilórica (intestino 
anterior). C, D, E). Larvas previamente colonizadas con cada probiótico individual, Ili (teñido con 
DAPI), P62 (teñido con DAPI) y P64 (teñido con azul de Evans) (flechas negras), antes de la 
exposición a Vibrio parahaemolyticus (naranja de acridina). La señal del vibrio patógeno es débil 
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2 

y está restringida a la cutícula externa y la sección anterior del ciego del intestino medio (flechas 
de color violeta). 

 

3.2. Selección in vitro de fibras vegetales mediante ensayos de activación de la 

PO y generación de O - en hemocitos de camarones 

 

3.2.1. Selección de las fibras vegetales 

Con respecto a las fibras vegetales de código F en concentraciones de 1,0 y 0,5 

mg mL-1, los resultados de activación de la PO indicaron una respuesta significativa (p 

< 0,05 superior con las fibras F1 (0,534 y 0,542 mDO) F3 (0,522 y 0,568 mDO) y F4 

(0,541 y 0,586 Mdo) en las dos concentraciones utilizadas (Figura 12). Como controles 

positivos se usó β-1,3-glucanos, agarosa y quitosano. En la Figura 13 se presentan los 

resultados de activación de la PO con fibras vegetales de código C, obteniéndose 

valores superiores a los controles con las fibras C_20, C_50 y C101. 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
Figura 12. Resultados de selección de las fibras vegetales con código F mediante la prueba 
inmunológica de activación de la fenol oxidasa (PO). Para cada variable se reporta la media. En 
cada columna, los promedios indicados con diferentes letras son significativamente diferentes (p 
< 0,05). 
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Figura 13. Resultados de selección de las fibras vegetales con código C mediante la prueba 
inmunológica de activación de la PO. Para cada variable se reporta la media. En cada columna, 
los promedios indicados con diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05). 

 

En generación de O -, con las fibras de código F, destacó con los mayores valores 

(p < 0,05) la fibra F4 a 0,125; 0,5 y 1,0 mg mL-1, resultando en una tasa de O - de 2,75 

a 1 mg mL-1 (Figura 14). Comprobando los valores atípicos de las fibras vegetales 

(Anexo 5). Con las fibras de código C, a 0,1; 0,5 y 1,0 mg mL-1, hubo interacción entre 

el tipo de fibra y la concentración con una mayor respuesta (p < 0,05) con la fibra C101 

a 1 mg mL-1 (Figura 15). 

 

 
Figura 14. Resultados de generación de O2

- obtenidos con las fibras vegetales de código F a 
cuatro concentraciones. Se grafican las medias. En cada columna, los promedios indicados con 
diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0,05). 
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Figura 15. Resultados de la prueba de selección de las fibras vegetales con código C mediante 
la prueba inmunológica de generación de O2

-. Para cada variable se reporta la media de cada 
concentración. En cada columna, los promedios indicados con diferentes letras son 
significativamente diferentes (p < 0,05). 

 

Se realizó nuevamente el análisis inmunológico de las fibras vegetales en 

conjunto código F y código C (Tabla 8). A dosis de 1 mg mL-1, las tasas de O - fueron 

significativamente mayores (P < 0,05) con las fibras C_20, C_50, C101, F4 y F6 (1,70 ± 

0,10; 1,99 ± 0,44; 2,69 ± 0,15; 2,03 ± 0,08) respectivamente. Esto en comparación a la 

tasa obtenida con el β-1,3-glucano comercial (1,58 ± 0,03) a la misma concentración. La 

activación de la PO a una concentración de 1 mg mL-1 por parte de las fibras de código 

C osciló en un rango de 509 a 699 mDO siendo la fibra C101 (698,67 ± 10,02 mDo) la 

de mejor respuesta. Por otro lado, en el caso de las fibras del código F, los resultados 

de activación de la PO oscilaron en un rango de 334 a 586 mDO, siendo la fibra F4 

(586,33 ± 13,32 mDO) la de mejor respuesta. 

 
Tabla 8. Resultados de pruebas inmunológicas de las fibras vegetales de mejor respuesta 

 
Fibras vegetales 

- 
Tasas O2 Actividad PO (mDO) 

Códigos 1,0 mg mL-1 0,5 mg mL-1 1,0 mg mL-1 0,5 mg mL-1 

C_20 1,70 ± 0,10c 1.02 ± 0,05ª 695,67 ± 11,02c 551,01 ± 9,12b 

C_50 1,55 ± 0,03b 1,03 ± 0,37a 663.33 ± 7,77c 561,11 ± 7,91b 

C_101 1,99 ± 0,44b 1,15 ± 0,37a 698,67 ± 10,02c 522,01 ± 8,02b 

F4 2,69 ± 0,15c 1,65 ± 0,12b 586,33 ± 13,32b 541,33 ± 8,33b 

F6 2,03 ± 0,08c 1,04 ± 0,02a 486,33 ± 13,34a 526,02 ± 7,15b 

Control 1,15 ± 0,19a 1,30 ± 0,34a 441,33 ± 22,39a 470,01 ± 10,08a 
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Utilizando las fibras seleccionadas, se repitieron las pruebas inmunológicas. Con 

respecto a la generación de O2
-, no se observaron diferencias significativas (p < 0.05) 

entre los valores obtenidos entre las fibras vegetales C20, C50, C101, F6, a 

concentraciones de 1,0 mg mL-1 y 0,5 mg mL-1 (Figura 16A). Los valores obtenidos no 

superaron a los del control. La fibra vegetal F4 incrementó significativamente (p < 0,05) 

la generación de O2
- a la concentración de 1 mg mL-1 con un valor de OD de 0.425 y con 

una tasa de 3.13 (Figura 16B), superior a las fibras vegetales restantes y al control 

positivo (PMA). La activación de la PO se incrementó significativamente (P < 0.05) con 

las fibras vegetales F4, C20, C50 y C101 a 1 mg mL-1, obteniéndose resultados de mejor 

respuesta con las fibras vegetales C50 y C101, con valores de OD 0.530 y 0.467, 

respectivamente, en comparación con laminarina (control positivo), con la cual los 

resultados de OD fueron de 0.362 en promedio (Figura 16C). 
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Fibras vegetales 

 
 
 
 

Figura 16. Efecto inmunoestimulante de cinco fibras vegetales. A) Generación de O2
- en hemocitos 

de camarón. B) Tasas de generación de O2
-. C) Cuantificación de la activación de la PO en extracto de 

hemocitos. Se grafica la media error estándar. Los promedios indicados con letras diferentes indican 

diferencias significativas (P <0.05), análisis post hoc de Tukey. BG: -1,3-glucanos, Lam: laminarina 

A 

Fibras vegetales 

B 

Fibras vegetales 

C 
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3.2.2. Evaluación in vitro de la toxicidad de las fibras vegetales seleccionadas en 

hemocitos de camarones. 

 

La viabilidad celular evaluada mediante la prueba de reducción del MTT, a 

concentraciones de estimulación inmune in vitro (1,0 y 0,5 mg mL-1) y un control sin 

células tratadas con las fibras vegetales, indicó que ninguna de las fibras evaluadas para 

la estimulación inmunitaria es tóxica para los hemocitos de los camarones (Figura 17). 
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Figura 17. Ensayo de toxicidad de fibras vegetales en hemocitos de camarones juveniles. 

 
El cribado in vitro realizado permitió seleccionar las fibras vegetales más 

inmunogénicas y determinar las dosis eficaces para las pruebas in vivo. Las fibras F4 y 

C101 fueron seleccionadas para evaluar su actividad inmunoestimulante en ensayos in 

vivo y su efecto protector contra V. parahaemolyticus causante de AHPND. 

 

3.3. Ensayos in vivo, de larvas de camarón cultivadas con el consorcio 

probióticos (Ili, P62, P64) y fibras vegetales seleccionadas (F4 y C101) 

Las larvas de camarón se cosecharon en PL8. Los datos de supervivencia no 

fueron normales por lo tanto se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Al no 

cumplir la normalidad obteniendo un resultado con diferencias significativas (p < 0,05). 

Al término de la larvicultura (PL8), la tasa de supervivencia en los tratamientos T1, T2 y 

T4 no mostraron diferencias significativas en comparación con el control (larvas no 

tratadas) 84,4% (Tabla 9). Por otro lado, la supervivencia de larvas en T3 fue superior 

(p < 0,05) al control y a todos los tratamientos restantes, con un resultado de 90,44%. 

La supervivencia más baja (p < 0,05) se obtuvo en el tratamiento T5 (76,88%). En esta 

cría larvaria no se observaron brotes de vibriosis. Estas larvas se utilizaron para estudiar 
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la expresión de genes de AMPs y también fueron sometidas a desafío con V. 

parahaemolyticus causante de AHPND. 

 
Tabla 9. Supervivencias al final de la larvicultura, de larvas de camarón tratadas con diferentes 
combinaciones de fibras vegetales y probióticos. 

 
Tratamiento Supervivencia % 

T1 83,77 ± 3,00 a 

T2 83,33 ± 2,82 a 

T3 90,44 ± 2,82 c 

T4 84,44 ± 2,72 a 

T5 76,88 ± 4,08 b 

Control 84,44 ± 2,28 a 

 
 

3.3.1. Análisis de expresión de genes de péptidos antimicrobianos AMPs en 

larvas tratadas con probióticos y fibras vegetales 

3.3.1.1 Cuantificación de la expresión relativa de los genes ALF, Pen-3a, y 

crustina 

Evaluando los estadísticos descriptivos básicos de los valores de Cq obtenidos 

se observó que la mayor variación en los datos se obtuvo en las repeticiones biológicas, 

lo cual es aceptable debido a la naturaleza de los ensayos. Se verificó el ajuste de los 

datos a la distribución normal mediante la prueba de Kolmogórov-Smirnov (valor p = 

0.1043). Se calcularon los valores de expresión relativa, tomando en cuenta al 

tratamiento control (T6) como calibrador, y a 40S-S24 y GAPDH como genes de 

referencia (Figura 18). Se generaron que permiten inferir que podrían existir diferencias 

en la variabilidad de algunos de los tratamientos analizados con respecto al gen crustina 

(Figura 19), con respecto al gen ALFs (Figura 20) y con respecto al gen Peneidina 3-a 

(Figura 21). 

 

 

Figura 18. Media de intervalos de confianza de los valores de Cq del gen 40S-S24. 
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Figura 19. Media de intervalos de confianza de los valores de Cq del gen crustina. 

 
 

 

Figura 20. A) Media de intervalos de confianza de los valores de Cq del gen ALFs. 

 

 
Tratamientos 

 

 
Figura 21. intervalos de confianza de los valores de Cq del gen Peneidina – 3a 

Tratamientos 

Tratamientos 
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Como se puede observar, los datos obtenidos son homogéneos ya que los 

coeficientes de variación son bajos (< 7,5). Sin embargo, el supuesto de homogeneidad 

entre grupos no se cumplió. Debido a la estructura del cálculo de los valores de 

expresión relativa (radios), y considerando el hecho de que los valores de Cq se ajustan 

a la distribución normal, se verificó que los valores de expresión relativa puedan 

modelarse con una distribución Log-Normal, cuyos parámetros se estimaron por máxima 

verosimilitud, cada grupo con su promedio (parámetro µ) y desviación estándar (DE) 

(Tabla 10). 

 
Tabla 10. Modelamiento de los valores de expresión relativa de los genes crustina, ALFs y 
peneidina-3a ajustados a la expresión normal y estimados por máxima verosimilitud (parámetro) 
y la desviación estándar (DE) 

 
 MLE de Parámetros Log-Normal 

 
 
 

GEN 
Crustina 

 
Tratamiento 

Valor p 
Ajuste a 
Log- 
Normal 

 
µ 

 
s 

 
Esperanza 

 
DE 

 
CV 

1 0,542 -0,464 0,427 0,689 0,308 61,983 

2 0,888 0,115 0,389 1,210 0,489 32,150 

3 0,670 0,248 0,407 1,392 0,591 29,258 

4 0,489 0,145 0,818 1,615 1,575 50,624 

5 0,556 -0,144 0,326 0,913 0,306 35,670 

9 0,272 0,008 0,411 1,097 0,470 37,439 

 
 
GEN 
ALFs 

1 0,877 0,339 0,129 1,415 0,184 9,132 

2 0,777 0,074 0,428 1,180 0,529 36,281 

3 0,122 0,189 0,556 1,410 0,850 39,459 

4 0,141 -0,332 0,790 0,980 0,913 80,615 

5 0,896 -0,027 0,092 0,978 0,090 9,388 

9 0,457 -0,225 0,367 0,854 0,324 42,974 

 
 
GEN 
Pen-3a 

1 0,331 0,404 0,443 1,652 0,769 26,794 

2 0,362 0,261 1,012 2,166 2,892 46,699 

3 0,861 0,576 0,354 1,894 0,692 18,701 

4 0,380 0,149 0,482 1,303 0,666 36,987 

5 0,989 -0,206 0,237 0,837 0,201 28,290 

9 0,750 0,060 0,193 1,082 0,210 17,807 

 

Para analizar posibles diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos, se calculó la probabilidad del valor de expresión relativa (radio) sea mayor 

a 1: P (radio > 1) e intervalo de 14.7% de verosimilitud para esta probabilidad (Figura 

22). Esto permite contrastar los tratamientos (en cada gen) con mayor probabilidad de 

dar valores de expresión relativa mayores a 1. La expresión relativa de los genes 

crustina y Pen-3a disminuyó en las larvas expuestas a los tratamientos 1 y 5, 

respectivamente. Por otro lado, en el tratamiento T1 aumentó la expresión de ALFs, y 

en el tratamiento T3 aumentó la expresión de Pen-3a. Los tratamientos restantes no 

influyeron en la expresión de los genes de manera significativa.
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Crustina ALF Peneidina 3-a 

 
Figura 22. Expresión relativa de los genes antimicrobianos AMPs crustina, ALFs, y Pen-3a con 
diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos. 

 
3.3.2. Supervivencia de larvas de camarón después del desafío con Vibrio 

parahaemolyticus causante de necrosis hepatopancreática aguda AHPND 

Durante las primeras 10 horas no se observaron diferencias en la mortalidad de 

las larvas en los tratamientos. Sin embargo, después de 15 horas empezó la mortalidad, 

terminando el control con una supervivencia del 23.3%. Las larvas de los tratamientos 

T1, T2 y T3 mostraron altas supervivencias en comparación al control 97,8; 92,2; 89,4. 

Las larvas del tratamiento T4, que recibieron solo fibra vegetal F4 tuvieron una 

supervivencia superior al 50%. En el T5, las larvas obtuvieron 30% de supervivencia. El 

análisis de supervivencia realizado mediante Kaplan Meier indicó diferencias 

significativas en las curvas de mortalidad (p < 0,05) (Figura 23). 

 

 
 
 

 
Figura 23. Curva de mortalidad de larvas de camarones tratados con Consorcio probióticos (Ili, P62,  
P64) y fibras vegetales (F4, C101) desafiadas con Vibrio parahaemolyticus (BA94C2).
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3.4. Ensayo in vivo en camarones juveniles con el consorcio de probióticos (Ili, 

P62, P64) y fibras vegetales (F4 y C101) 

 

Después de 50 días de la aplicación de los diferentes tratamientos T1, T2, T3, 

T4 y T5 no se observaron diferencias en el peso entre los camarones juveniles tratados 

con los del control (p>0.05) (Tabla 11). 

 
Tabla 11. Pesos obtenidos (g) de camarones juveniles tratados con probióticos y fibras 
vegetales. 

 
Tratamiento Muestra Promedio (g) Error Estándar 

T1 3 5,87 0,092 

T2 3 5,69 0,642 

T3 3 5,57 0,377 

T4 3 6,35 0,381 

T5 3 5,66 0,013 

CONTROL 3 6,13 0,105 

3.4.1. Respuesta inmunoestimulante y protectora contra Vibrio parahaemolyticus 

en camarones juveniles tratados con consorcio de probióticos (Ili, P62, 

P64) y fibras vegetales seleccionadas (F4 y C101) 

El recuento total de hemocitos (THC) no mostró diferencias significativas entre 

los tratamientos y el control (Figura 24). Los recuentos diferenciales de hemocitos 

indicaron que los camarones tratados exhibieron hemocitos semi granulosos (SGC) 

significativamente más abundantes (p < 0,05) con respecto al control, principalmente en 

los camarones tratados con la fibra vegetal F4 (T4) y la combinación del consorcio de 

probióticos con la fibra F4 (T2). En el recuento de hemocitos granulosos HG los 

camarones juveniles del tratamiento T4 fueron significativamente superiores (p < 0,05) 

a los del control y los otros tratamientos, y los juveniles del T1 con un recuento de 

hemocitos granulosos inferiores a los del control, seguidos de los tratamientos T2 y T3. 

Los hemocitos granulosos HG tuvieron recuentos inferiores (p < 0,05) en los juveniles 

del tratamiento T1y T3 con respecto al control (Figura 25). 
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Figura 24. Conteos totales de hemocitos (HCT) en los camarones Penaeus vannamei sometidos 
a distintos tratamientos con el consorcio probiótico Ili, P62, P64 y las fibras vegetales. Se reporta 
la media ± error estándar. 

 
 
 
 

 
 

 
Figura 25. Conteos diferenciales de hemocitos en los juveniles de los tratamientos T1, T2, T3, 
T4 y T5. Se reporta la media ± error estándar. 

 
La generación de O2- se incrementó significativamente en los camarones de 

todos los tratamientos (P > 0.05) (Anexo 6). Las tasas obtenidas para la generación de 

O2
- fueron 1,7 ± 0,07 (T1); 2,04 ± 0,075 (T2); 2,19 ± 0,19 (T3); 2,37 ± 0,17 (T4) y 2,13 ± 

0,13 (T5), mientras que con el control se obtuvo una tasa de 1,27 ± 0,032, situándose 

los valores más altos en los tratamientos T4, T3 y T5 (Figura 26). 
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Figura 26. Generación de anión superóxido O2
- en los hemocitos de los camarones tratados con 

consorcio probióticos (Ili, P62, P64) y fibras vegetales (F4 y C101). Se reporta la media ± de error  
estándar. Los promedios indicados con diferentes letras son significativamente diferentes. 

 
En la activación de la PO, no se observaron cambios significativos con respecto 

al control en los hemocitos de los camarones tratados (p > 0,05) (Figura 27) (Anexo7). 

Las concentraciones de proteína plasmática en los camarones de los tratamientos T3 y 

T4 fueron significativamente superiores al control (p < 0,05) (Figura 28). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 27. Activación de Fenol oxidasa PO en los hemocitos de los camarones tratados con 
consorcio probióticos (Ili, P62, P64) y fibras vegetales (F4 y C101) reporta la media ± de error 
estándar. 
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Figura 28. Contenido de proteínas plasmáticas en los camarones juveniles tratados con el 
consorcio probiótico (Ili, P62, P64) y fibras inmunoestimulantes (F4 y C101). Se reporta la media 
± error estándar. Los promedios indicados con diferentes letras son significativamente diferentes 
(P < 0.05). 

 
3.4.2. Respuesta in vivo de la supervivencia de camarones juveniles cultivados 

con el consorcio probiótico (Ili, P62, P64) y fibras vegetales seleccionadas 

(F4, C101) después de la prueba del desafío con Vibrio parahaemolyticus 

 

En la prueba de desafío efectuada con Vibrio parahaemolyticus los camarones 

juveniles Penaeus vannamei del tratamiento T2, descrito por el consorcio probiótico (Ili, 

P62, P64) y fibra vegetal F4, obtuvieron la supervivencia más alta (91.1%), a las 13 

horas, seguida por los juveniles del tratamiento T1, consorcio probiótico (Ili, P62, P64), 

con una supervivencia del 88,9%, determinada a las 31 horas. Los camarones juveniles 

del tratamiento T5 tuvieron una supervivencia de 82,2% a las 19 horas. El tratamiento 

T4 obtuvo una supervivencia del 73,3% a las 31 horas, y finalmente el tratamiento T3, 

consorcio probiótico (Ili, P62, P64) y fibra vegetalC101, tuvo una supervivencia de 71,4% 

a las 33 horas después de la prueba de desafío (Figura 29). 
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Figura 29. Curvas de supervivencia de camarones juveniles desafiados con Vibrio 
parahaemolyticus BA94C2: T1 (Consorcio probióticos Ili, P62 y P4), T2 (Consorcio probióticosy 
fibra vegetal F4), T3 (Consorcio probióticos y fibra vegetal C101), T4 (F4), T5 (C101) y Control. 

 

3.5. Resultados de hibridación in situ (HIS) 

 
Se aplicó la técnica de HIS a los camarones juveniles de los diferentes 

tratamientos, con el fin de observar la expresión del AMP peneidina en los diferentes 

tejidos por histopatología. En términos generales, se observaron hemocitos infiltrados 

positivos para peneidinas en el tejido conectivo de distintos órganos, en particular de los 

apéndices bucales, estómago y tejido conectivo bajo el epitelio del cefalotórax. Además, 

se observaron hemocitos positivos en LO, en el seno branquio-pericárdico a nivel del 

corazón y hepatopáncreas, entre los túbulos del hepatopáncreas, vasos hemales y 

branquias. 

 

Otros tejidos que presentaron señal positiva para peneidinas fueron músculo 

mandibular, ganglio supraesofágico, conectivo cincunesofagal y glándulas tegumentales 

de la zona oral (en particular labrum y paragnatha) y en una ocasión en epitelio del 

hepatopáncreas. Se observaron diferencias en el tipo de tejido y fuerza de la señal entre 

los distintos tratamientos. Los camarones no tratados del control presentaron pocos 

hemocitos infiltrados en los tejidos y escasa señal de peneidinas. Existió una señal más 

intensa en los hemocitos que rodeaban los esferoides. También se observó la señal 
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positiva en los límites del seno branquio-pericárdico a nivel del corazón, en hemocitos 

presentes en él LO, y en hemocitos en el tejido conectivo del estómago. 

Tejidos de animales del control (Figura 30) presentaron señal para peneidinas 

en glándulas tegumentales de labrum, paragnatha músculo mandibular y el conectivo 

circunesofagal. En estos animales no se detectó señal en ganglio supraesofágico y 

ganglio subesofágico. En los sobrevivientes del control, se observó poca infiltración de 

hemocitos positivos para peneidinas en el tejido conectivo del epitelio de la cabeza. Se 

observaron muchos hemocitos positivos en LO, con presencia de esferoides, y en los 

hemocitos que mostraron distensiones bajo el epitelio de la cabeza en los 

sobrevivientes. En los camarones moribundos, se observaron hemocitos positivos para 

peneidinas en tejido conectivo de cabeza, en ganglio supraesofágico y ganglio 

subesofágico, glándula antenal y el conectivo circunesofágico. La expresión de las 

peneidinas con fuerte señal se observó en el epitelio del seno branquio-pericárdico a 

nivel del corazón, incluso se observó señal positiva en los bordes de algunos túbulos del 

LO, con ausencia de expresión de peneidinas en glándulas tegumentales de la boca. 

En los camarones del (T1) (Figura 31) expuestos únicamente a probióticos se 

observaron hemocitos con fuerte señal para peneidinas bajo el epitelio del cephalotorax, 

además de una fuerte infiltración de hemocitos positivos en el tejido conectivo del 

estómago, LO, y en apéndices bucales, también la expresión de peneidinas se observó 

en hemocitos bajo el epitelio de la cabeza y en el seno branquio-pericárdico a nivel del 

corazón. En la mandíbula, los hemocitos formaron redes (posibles trampas 

extracelulares). Se detectaron muchos esferoides positivos en LO, mandíbula y tejido 

conectivo de la cabeza y señal positiva en vaso hemal. El tejido nervioso también dio 

señal positiva para peneidinas, nervio antenal, conectivo circunesofagal y neuronas de 

los ganglios nerviosos. Se observó señal positiva en los bordes del hepatopáncreas . Al 

menos cuatro muestras observadas tuvieron hemocitos distendidos y hemocitos 

formando redes. La ceca anterior presentó hemocitos infiltrantes positivos, con posibles 

trampas extracelulares. En este tratamiento la mortalidad fue muy baja y solo se 

obtuvieron tres muestras para histología entre los moribundos. En ellas se detectó señal 

de peneidinas en glándulas tegumentales y tejido conectivo con infiltraciones de 

hemocitos. El circunesofagal esofágico fue negativo con ausencia de infiltraciones de 

hemocitos. 
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Figura 30. Control: Camarones de control no tratados, moribundo (A, B, C D) y sobrevivientes 
(E, F) luego del desafío con Vibrio parahaemolyticus. A: LO, señal positiva para peneidinas en 
los bordes de los túbulos (flecha), barra: 45 µm. B: Músculo mandibular positivo para peneidinas 
(asterisco), nótese glándulas tegumentales negativas (flecha), barra: 50 µm. C: Gánglio 
supraesofagico (estrella), conectivo circunesofagal negativos para peneidinas, barra 50 µm. D: 
Mandíbula, note hemocitos positivos bajo el epitelio cuticular (flecha, lupa) y el tejido conectivo 
(asterisco) y la escasa presencia de hemocitos infiltrantes, barra: 50 µm. E: LO, nótese ligera 
señal positiva para peneidinas en los núcleos de los esferoides (flechas, asterisco) y de las 
células que rodean los esferoides, barra: 13 µm. F: Estómago con hemocitos infiltrantes positivos 
para peneidinas bajo el epitelio (flechas), barra: 10 µm. 
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Figura 31. T1. Camarones tratados con el consorcio probiótico Ili, P62, P64 probióticos antes del 
desafío con Vibrio parahaemolyticus (A, B, C, D, E) y superviviente luego del desafío (F). A: 
Cabeza, Note abundantes hemocitos extendidos (flechas), epitelio de la cabeza (asteriscos), 
barra: 15 µm. B: Mandíbula: Hemocitos formando extensas redes, note el citoplasma positivo y 
los globulitos (flechas), barra: 15 µm. C: Maxila, note la presencia de abundantes hemocitos 
infiltrantes formando extensiones y redes. barra: 9 µm D: Órgano linfoide, esferoides (asteriscos), 
hemocitos infiltrantes formando redes positivas (estrella), barra 13 µm. E: Cabeza, tejido 
endotelial positivo en el vaso hemal (flecha), nervio antenal positivo para peneidinas (asterisco), 
presencia de un esferoide ectópico (estrella). Note una ligera señal en las células del laberinto 
de la glándula antenal, barra: 11 µm. F: Tejido conectivo de la cabeza, Note la abundante 
presencia de esferoides y de hemocitos infiltrantes extendidos con señal positiva para 
peneidinas, barra: 45 µm. 
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Solo se analizó una muestra de camarón tratado del tratamiento (T2) (Figura 32), 

en el que se observaron muchos hemocitos infiltrantes positivos, algunos de los cuales 

exhibieron distensiones en los apéndices bucales y formación de redes. Se detectó la 

existencia de infiltraciones hemocíticas en las gónadas. En los camarones 

sobrevivientes, se observaron hemocitos infiltrados en el tejido conectivo del estómago. 

Otros tejidos con señal positiva para peneidinas fueron músculo mandibular, nervio 

antenal y ligeramente el conectivo circunesofágico. Los camarones moribundos de este 

tratamiento (muy pocos) mostraron tejido del hepatopáncreas muy destruido, con escasa 

infiltración de hemocitos. Sin embargo, la expresión de peneidina fue observada en 

hemocitos infiltrados en branquias y en epitelio de la mandíbula, nódulos y esferoides 

positivos. Al menos en un caso, se detectó una combinación de hemocitos distendidos 

y hemocitos formando posibles trampas. También se observó señal positiva en 

glándulas tegumentales del labrum y músculo mandibular. En el tejido conectivo 

circunesofagal la expresión de peneidina fue negativa. 

 
En el tratamiento T3 (Figura 33) se observaron hemocitos positivos en el seno 

branquio-pericárdico a nivel del corazón, muchos hemocitos infiltrados positivos en el 

tejido conectivo de la cabeza, músculo mandibular, ganglio supraesofágico y el 

conectivo circunesofagal. Hubo señal positiva para hemocitos delimitando el estómago 

y hemocitos infiltrados en el tejido conectivo del estómago. Muchos esferoides 

presentaron bordes positivos para peneidinas en LO. Se observaron esferoides 

negativos en la zona oral. También se detectaron redes (posibles trampas 

extracelulares) en el tejido conectivo de la mandíbula y la cabeza, al menos en tres 

casos se observaron hemocitos distendidos. En los camarones sobrevivientes se 

detectaron muchos hemocitos positivos, delimitando el epitelio de la cabeza, así como 

abundancia de hemocitos rodeando el seno branquio-pericárdico a nivel del corazón. El 

músculo mandibular también fue positivo. Se observaron hemocitos infiltrados en el 

hepatopáncreas, también se observaron hemocitos positivos para peneidinas infiltrados 

en la glándula antenal y hemocitos infiltrados en el tejido conectivo de la cabeza 

formando redes. Se observaron abundantes hemocitos positivos en OL y en esferoides. 

Se detectó la presencia en dos casos de hemocitos distendidos bajo el epitelio de la 

cabeza. 
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Figura 32. T2: Camarones tratados con el consorcio de probióticos Ili, P 62, P64 y la fibra F4, 
antes del desafío con Vibrio parahaemolyticus (A, B), sobrevivientes luego del desafío (C, D, E), 
moribundo (F).A y B: Maxílula y mandíbula, note los hemocitos infiltrantes en tejido conectivo 
(flecha), algunos extendidos formando redes (cabeza de flecha), epitelio cuticular (estrella), barra 
9 µm. C: Músculo mandibular positivo para peneidinas (estrella), músculo mandibular negativo 
(asterisco), barra: 50 µm. D: Cabeza, nótese la señal positiva en el nervio antenal (flecha), 
glándula antenal (estrella), barra: 50 µm. E: Mandíbula, nótese los hemocitos positivos (cabeza 
de flecha) extendiéndose bajo el epitelio cuticular (estrellas), barra: 11 µm. F: Mandíbula 
Hemocitos extendiéndose bajo el epitelio cuticular (flecha) y hemocitos extendidos en el tejido 
conectivo (estrellas), barra: 15 µm. 
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Figura 33. T3: Camarones tratados con el consorcio probiótico Ili, P62, P64 y la fibra C101, antes 
del desafío con Vibrio parahaemolyticus (A, B, C, D, E) y luego del desafío (F). 
A: Mandíbula, Nótese la gran cantidad de hemocitos extendidos (cabeza de flecha y lupa), así 

como la presencia de abundantes esferoides, Barra: 15 µm. B: Hemocitos formando redes 

(flechas) en la mandíbula, barra: 6.5 µm. C: Cabeza de camarón, note los hemocitos extendidos 

bajo el epitelio (flechas) y presencia de esferoides (estrella). Cabezas de flechas señalan túbulos 

de la glándula antenal. LO, esferoides (estrellas), hemocitos infiltrantes formando redes positivas 

(cabezas de flecha). Hay señal positiva alrededor de los esferoides (flechas), barra: 15 µm. D: 

Esferoide ectópico en mandíbula (asterisco), hemocitos infiltrantes extendidos (flechas) o 

formando redes (cabezas de flecha), barra 13 µm. E: Esferoides (estrella) y hemocitos 

distendidos en mandíbula, barra: 13 µm. F: Cabeza, note los hemocitos extendiéndose bajo el 

epitelio (flechas), tejido nervioso (estrella), barra 13 µm. 
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En el tratamiento T4 (Figura 34) se detectaron abundantes hemocitos positivos 

en el seno branquio-pericárdico a nivel del corazón, entre los túbulos del 

hepatopáncreas y en la mandíbula. Se observaron hemocitos infiltrados en el tejido 

conectivo del osículo (estomago). En los camarones sobrevivientes, se observaron 

abundantes hemocitos infiltrados en la mandíbula, así como hemocitos distendidos. Se 

detectó señal positiva en epitelio del hepatopáncreas y músculo mandibular. Los 

camarones moribundos presentaron hemocitos positivos en branquias y señal para 

peneidinas en el músculo mandibular. También se observó el epitelio del 

hepatopáncreas destruido con escasos hemocitos positivos. 

 
En los camarones del tratamiento T5 (Figura 35) se observaron abundantes 

hemocitos positivos, delimitando el seno branquio-pericárdico a nivel del corazón, 

también hemocitos distendidos bajo el epitelio de la cabeza. Muchos hemocitos 

infiltrados en él LO, con ligera señal positiva para peneidinas, en el estómago y entre 

los túbulos del hepatopáncreas. En los sobrevivientes se detectó señal positiva en el 

músculo mandibular, en el tejido conectivo de la cabeza y redes de hemocitos en las 

tres muestras analizadas, principalmente en apéndices bucales. 
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Figura 34. T4: Camarones tratados con la fibra vegetal F4, antes del desafío (A, B, C), 
sobreviviente luego del desafío (D) y moribundo (E). A: Seno bronquio pericárdico a nivel de 
hepatopáncreas (estrella), note la gran cantidad de hemocitos circulantes positivos (flechas) y la 
señal positiva para peneidinas en las paredes del seno (cabeza de flecha), barra: 15 µm. B: 
Mandíbula en la que se observa infiltración de muchos hemocitos, algunos están extendidos, 
pero no están formando redes, epitelio (estrellas), barra: 15 µm. C: Hepatopáncreas, hay señal 
positiva en algunas células del tejido epitelial de los túbulos (cabezas de flecha): Algunos 
hemocitos infiltrantes también están positivos, barra: 11 µm. D: Músculo mandibular, mostrando 
fuerte señal para peneidinas (estrella, flecha). Otras secciones musculares están negativas 
(asterisco), barra: 50 µm. E: Branquias con hemocitos positivos (flechas), barra: 6.5 µm. F: 
Hepatopáncreas destruido de camarón moribundo. Nótese los agregados celulares positivos 
para peneidinas, barra: 15 µm. 
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Figura 35. T5 Camarones tratados con la fibra vegetal C101, antes del desafío (A, B, C) y 
sobrevivientes luego del desafío (D, E, F). A: se observa hemocitos infiltrantes extendidos 
(flechas) bajo el epitelio de la cabeza (restrellas). También hay señal en las paredes del seno 
bronquio pericárdico, barra: 7 µm. B: Hepatopáncreas mostrando muchos hemocitos infiltrados 
(flechas) entre los túbulos (estrellas) con señal positiva para peneidinas, barra: 15 µm. C: LO 
mostrando muchos esferoides (estrellas), débil señal en redes de hemocitos (Cabezas de flecha) 
y en los bordes de los esferoides (flechas), barra: 13 µm. D y E: Maxílula mostrando muchos 
hemocitos infiltrados formando redes. (flechas). F: Magnificación en 100 x de las redes de 
hemocitos en maxílula (flechas), barra 15 µm. F: Hemocitos formando redes en maxílula, barra: 
11 µm. 
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3.6. DISCUSIÓN 

Uno de los métodos más prometedores para controlar enfermedades en la 

acuicultura está relacionado con el fortalecimiento de los mecanismos de defensa de los 

organismos en producción. En el cultivo de camarones la aplicación de probióticos se 

ha caracterizado por proteger a los camarones contra la vibriosis, especialmente en los 

últimos años, en los que han surgido vibrios muy agresivos, como Vibrio 

parahaemolyticus, portador de toxinas PiAr/PirB. El mecanismo de acción de los 

probióticos puede ser optimizado incorporando fibras vegetales inmunoestimulantes en 

la dieta. En el presente estudio se aplicó un consorcio de probióticos (Ili, P62 y P64) y 

las fibras vegetales inmunoestimulantes F4 y C1011, en larvas y camarones juveniles 

realizando estudios in vitro e in situ. Los probióticos, Ili, P62 y P64 mostraron tener una 

fuerte capacidad colonizadora de los camarones y fueron capaces de impedir la 

adherencia de Vibrio parahaemolyticus, causante de AHPND. El efecto sinérgico de 

estas fibras y los probióticos se evidenció mediante una respuesta inmune mejorada y 

alta supervivencia ante desafíos con el Vibrio parahaemolyticus. 

3.6.1 Estudios de la capacidad colonizadora de los probióticos del 

consorcio Ili, P62 y P64 mediante ensayos in vitro 

 
Los resultados obtenidos in vitro de la caracterización morfológica utilizando 

microscopía electrónica de barrido demostraron que las bacterias del consorcio 

probiótico, poseen apéndices en la superficie celular bacteriana representados por 

fimbrias en la Vibrio hepatarius (P62), flagelos en Vibrio diabolicus (Ili) y fimbrias y 

flagelos en Bacillus cereus (P64). Estos apéndices les proveen la capacidad de 

interactuar con el ambiente cumpliendo funciones de motilidad y adhesión a superficies, 

funciones importantes que permiten la formación de biopelículas, reconocimiento y 

colonización de superficies objetivo (Van Gerven et al., 2011). 

Los flagelos observados en las bacterias son considerados principalmente de 

motilidad, y les permiten el movimiento en enjambre, característica que se puede 

observar en bacterias patógenas y beneficiosas como las bacterias probióticas Ili y P62. 

El estudio demostró que la bacteria Ili pose los flagelos en toda la superficie de su 

cuerpo. Esta bacteria tuvo un movimiento en enjambre superior a P62 y P64, esto 

incidió, además en la formación de una biopelícula más fuerte. Estas características 

fueron establecido también en Pseudomonas aeruginosa (Conrad, 2012). En la 

formación de biopelículas también son importantes las fimbrias (Barken et al., 2008). 

Las biopelículas permiten a las bacterias protegerse del estrés ambiental y proliferar 
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(Solano et al., 2014). Como biopelículas, las células bacterianas son más resistentes 

que en su estado planctónico (Arunkumar et al., 2020). Además Las biopelículas 

contienen canales por los que pueden circular nutrientes (Klemm & Schembri, 2000) . 

Probióticos capaces de formar biopelículas fuertes son más resistentes y pueden 

aprovechar mejor los nutrientes disponibles. 

Cabe señalar que Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND infecta a los 

camarones colonizando primero las superficies del estómago, donde genera toxinas que 

pueden penetrar en el hepatopáncreas posteriormente destruyéndolo (Luangtrakul et 

al., 2021; Soto-Rodriguez et al., 2015; Tran et al., 2013). Si estos sitios ya están 

ocupados por probióticos, la patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus podría reducirse. 

La capacidad de adhesión y movimiento en enjambre son características que permiten 

la colonización, siendo por lo tanto factores importantes en la caracterización de las 

bacterias probióticas. Ili, P62 y P64 aplicadas a larvas de camarones demostraron 

capacidad de adhesión y desplazamiento hacia diferentes superficies externas e 

internas en los diferentes estados larvarios del camarón. La bacteria Ili se adhiere y 

coloniza espacios de la superficie externa del cuerpo y en la entrada de la boca de las 

larvas de camarones. P62 colonizó la membrana peritrófica, P64 colonizó el epitelio de 

urópodos e intestino y el hepatopáncreas. Es decir, estas bacterias benéficas ejercieron 

su mecanismo inhibitorio llegando a sitios específicos, siendo uno de éstos el tracto 

digestivo. Colonizar migrando de manera coordinada a través de la superficie de los 

organismos, previene la colonización de bacterias indeseables en el tracto intestinal 

(Senok et al., 2005). 

Mediante la colonización las bacterias probióticas pueden ejercer mecanismos 

de exclusión competitiva que les permite posicionarse defendiendo la salud del 

camarón. Los resultados obtenidos con el consorcio probiótico Ili, P62, P64 concuerdan 

con Hao et al. (2014), quienes aplicaron un consorcio de bacterias (Bacillus cereus, 

Aeromonas bivalvium) en camarones, en su estudio el consorcio de bacterias excluyó 

competitivamente la acción del patógeno Vibrio harveyi. Resultados similares fueron 

encontrados por Domínguez et al., (2019) quienes establecieron la exclusión competitiva 

ejercidas de larvas camarones por Pseudovibrio denitrificans contra vibrios patógenos. 

(Sha et al., 2016), en su estudio establecieron que bacterias probióticas de Lactobacillus 

colonizaban superficies en el intestino del camarón excluyendo competitivamente a 

Vibrio parahaemolyticus. Los resultados revelan que los probióticos del consorcio Ili, P62, 

P64 aplicados en larvas de camarones poseen características y 
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propiedades idóneas para la colonización en el hospedero, y su aplicación en el cultivo 

de camarones puede adoptarse. 

Cabe resaltar que los tres probióticos en estudio son de origen marino, Ili fue 

aislado de una larvicultura (Morales, comunicación personal) P62, P64 aislados de los 

camarones silvestres (Gullian et al., 2004). Ili y P62 pertenecen al género Vibrio, siendo 

este un grupo versátil, de una amplia diversidad y distribución ecológica, incluyendo 

ambientes marinos, donde es un grupo dominante (Liu Y. et al., 2017). P64 (Bacillus 

cereus ss), sería un comensal habitual de camarones. De hecho, se han aislado otras 

cepas probióticas de Bacillus cereus en el intestino de Penaeus monodon 

(NavinChandran et al., 2014), en quien se reportó una capacidad antagonista del bacilo 

contra patógenos del camarón. Los orígenes de los probióticos investigados en el 

estudio explican su aptitud (éxito) en interacciones con el camarón siendo idóneos para 

ejercer acción protectora en el organismo de camarones de cultivo. 

3.6.2 Evaluación de las características inmunoestimulantes de las fibras 

vegetales mediante ensayos in vitro 

 
El segundo factor analizado en esta tesis para favorecer las defensas del 

camarón contra Vibrio parahaemolyticus fue la inmunoestimulación de larvas y juveniles 

de camarón, mediante fibras vegetales naturales y comerciales las cuales se analizaron 

inicialmente in vitro, para lograr una detección rápida y de bajo costo (Villena, 2003). 

Además, los ensayos in vitro permiten un mayor control de las condiciones de los 

experimentos y modelizar las interacciones entre los agresores y el huésped (Villena et 

al., 2013). La evaluación in vitro realizada permitió seleccionar las fibras vegetales más 

inmunogénicas y determinar las dosis eficaces para las pruebas in vivo. Las fibras 

vegetales revelaron poseer capacidad de actuar como inmunoestimulantes al promover 

el choque respiratorio y la activación de la PO en cultivos primarios de hemocitos y 

extractos hemocitarios. Resultados similares han sido reportados por Lee et al. (2020), 

aplicando un extracto de polisacáridos en hemocitos de camarones in vitro, activando 

significativamente la fenoloxidasa (PO) y la tasa fagocítica, sin afectar la viabilidad 

celular. 

 

De 18 polisacáridos analizados in vitro en este estudio, seis produjeron valores 

de generación de superóxido y activación de la PO superiores a los β-1,3-glucanos, 

utilizados como inmunoestimulante de referencia. Por su capacidad 

inmunoestimuladora los β-1,3-glucanos se han utilizado en estrategias de prevención 
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de enfermedades (Chen Y.Y. et al., 2016). Las cualidades inmunoestimulantes de 

diversos tipos de polisacáridos, además β-1,3-glucanos (Wang X.W. & Wang, 2013), se 

han reportado en varios estudios (Huang et al., 2006; Sun et al., 2019). La presencia de 

carbohidratos en la estructura repetitiva puede ser asumida por la inmunidad innata con 

PAMPs. La inmunidad innata es la herramienta que tienen los invertebrados para resistir 

a las infecciones (Medzhitov & Janeway, 2000), implicando el reconocimiento de 

patógenos por medio de los PRR, los cuales reconocen patrones moleculares repetitivos 

(β-1,3-glucanos, peptidoglicanos, LPS), propios de microorganismos, siendo esenciales 

para su supervivencia. En base a los resultados in vitro, las fibras F4 y C101 fueron 

seleccionadas como las más inmugénicas. 

Antes de pasar a los ensayos in vivo se realizaron pruebas de toxicidad in vitro 

de las fibras. En los ensayos de viabilidad celular, las fibras vegetales seleccionadas F4, 

F6, C20, C50 y C101 demostraron no poseer toxicidad contra los hemocitos de 

camarones; de hecho, los valores de reducción del MTT fueron superiores a los del 

control. Este resultado permitió una mejor selección de la fibra vegetal 

inmunoestimulante.   Estudios similares se realizaron con Psidium guajava (guayaba), 

la cual tiene propiedades inmunoestimulantes para camarón sin revelar toxicidad contra 

hemocitos de camarones (Dewi et al., 2021). Es importante investigar la viabilidad 

celular porque un estudio previo reveló que algunos extractos de plantas pueden ejercer 

un efecto tóxico sobre la célula huésped (Ajaiyeoba et al., 2006). 

3.6.3 Ensayos in vivo en larvas de camarón combinando el consorcio de 

bacterias probióticas y fibras vegetales inmunoestimulantes 

 
Las fibras F4 y C101 seleccionadas fueron aplicadas en la dieta de larvas, 

diseñándose diferentes tratamientos en combinación con probióticos, en los que se 

consideraron T1 (probióticos), T2 (probióticos + F4), T3 (probióticos + C101), T4 (F4), 

T5 (C101) y un control (sin tratamiento). Las larvas fueron tratadas por 18 días (durante 

la larvicultura) y se tomaron muestras de cada tratamiento para analizar la expresión de 

los genes de los péptidos antimicrobianos (AMPs) posteriormente las larvas fueron 

sometidas a la prueba de desafío con Vibrio parahaemolyticus. Los genes de AMPs que 

son constitutivamente expresados o inducidos, proveen medios de defensas rápidos y 

efectivos. La mayoría de estos genes codifican péptidos que son movilizados poco 

después de una infección y actúan rápidamente para neutralizar una amplia variedad de 

microbios (Diamond et al., 2009). Los AMPs del camarón, incluyendo las penaeidinas, 
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crustina y ALFs, juegan un papel importante en las respuestas antibacterianas y 

antivirales. 

 

En el presente estudio, los probióticos aplicados en el tratamiento 1 (T1) 

regularon hacia abajo la expresión de crustinas, pero regularon al alza la expresión de 

ALF y peneidinas, indicando un efecto profundo sobre el sistema inmune. Esos 

resultados no concuerdan con las investigaciones realizadas por Luna Gonzalez et al. 

(2013) en las cuales camarones alimentados con probióticos y levaduras no presentaron 

diferencias significativas en la expresión de genes de peneidinas y crustinas. El 

resultado obtenido en el estudio con la expresión del gen de ALF fue similar a lo 

reportado por (Kewcharoen & Srisapoome, 2019), los cuales establecieron que la 

expresión del gen ALFs fue favorecida por la adición de bacterias probióticas en la dieta 

de camarones. 

En cuanto a los tratamientos que incluyeron fibras se observó una regulación 

hacia abajo de peneidinas en el tratamiento T5 (C101), sin embargo, la combinación 

C101 con probióticos (T3) reguló al alza las peneidinas, cabe resaltar que luego de la 

larvicultura las larvas del tratamiento T3 tuvieron la mayor supervivencia. Estudios de 

alimentación combinando probióticos y quitosano (Chen et al., 2020b) resultaron en un 

aumento en la expresión de crustina y una regular expresión de peneidinas. La 

expresión de los genes AMPs en los tratamientos restantes del estudio no se incrementó 

de manera significativa. De acuerdo a Gollas-Galvan et al., 2017, esto podría deberse 

a la falta de un sistema inmunitario completamente desarrollado en las post larva de 

crustáceos. 

Después del desafío, se observó una alta supervivencia de las larvas de 

camarones en los tratamientos que incluyeron el consorcio probiótico, en comparación 

con los otros tratamientos y el grupo control, reflejando la capacidad excluyente de 

patógenos de los probióticos. Se ha reportado que el probiótico Ili suplementado en la 

dieta de camarones, es capaz de limitar el crecimiento de vibrios patógenos (Restrepo 

et al., 2021). Resultados similares se obtuvieron con camarones suplementados con 

consorcio de Bacillus spp, manifestando una mejora de resistencia ante la acción del 

Vibrio parahaemolyticus (Kewcharoen & Srisapoome, 2019). Los tratamientos T4 (F4) 

y T5 (C101) no incluyen probióticos que puedan frenar el crecimiento de Vibrio 

parahaemolyticus sin evitar, por lo tanto, la colonización del patógeno y la liberación de 

toxinas, tampoco evitarían que el patógeno prolifere en el agua lo que conduciría a la 

mortalidad de las larvas a pesar del efecto inmunoestimulante, observado inicialmente 
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en las primeras horas después del desafío en las larvas de camarones. En ese contexto 

resulta sorprendente la alta supervivencia obtenidos con las larvas tratadas con la fibra 

F4, demostrando los beneficios de un sistema inmune mejorado. La adición conjunta de 

probióticos y fibras vegetales puede mejorar la supervivencia y el estado fisiológico del 

organismo por su efecto dual de exclusión del patógeno y mejora de la respuesta inmune 

como se ha observado en otros estudios (Lee et al., 2020; NavinChandran et al., 2014; 

Rengpipat et al., 1998). 

3.6.4 Ensayos in vivo en larvas de camarón combinando el consorcio de 

bacterias probióticas y fibras vegetales inmunoestimulantes 

 

Los camarones juveniles fueron tratados por 50 días con los mismos 

tratamientos aplicados a las larvas. A fin de determinar el carácter inmunoestimulante 

de los tratamientos, antes del desafío se tomaron muestras de hemolinfa para realizar 

las pruebas inmunológicas de hemograma, activación de PO, generación de anión 

superóxido, y concentración de proteínas plasmáticas. Además, se tomaron muestras 

para histología y se realizó inmuno histoquímica para peneidinas con la finalidad de 

observar la expresión de este péptido en los hemocitos infiltrados en los tejidos. 

Finalmente, también se realizó una prueba de desafío con Vibrio parahaemolyticus. La 

capacidad inmunoestimulante de las fibras vegetales F4 y C101 y los probióticos se 

observó en la respuesta inmunitaria mejorada de los camarones, principalmente en 

generación de anión superóxido y concentración de proteínas plasmáticas. No se 

observaron diferencias significativas en conteos totales de hemocitos. 

 

Los hemocitos de los camarones peneidos son responsables de la coagulación, 

endurecimiento del exoesqueleto y eliminación de materiales extraños (Johansson & 

Soderhall, 1989; Song & Hsieh, 1994). El THC es un indicador del estado inmune de los 

camarones, en el presente estudio el THC de los diferentes tratamientos no mostró 

diferencias significativas con respecto al control. En estudios previos se han reportado 

resultados similares, en esos estudios la administración de varias cepas bacterianas en 

camarones, no influyeron significativamente sobre el THC (Gullian et al., 2004; 

Sapcharoen & Rengpipat, 2013), sin embargo estudios realizados con Bacillus cereus 

aplicados en camarones indicaron un aumento en parámetros inmunológicos como el 

recuento total de hemocitos, la actividad de la fenoloxidasa y el estallido respiratorio 

(NavinChandran et al., 2014). La información sobre aplicación combinada de probióticos 

y polisacáridos en cultivo de  camarones es muy limitada, se cita por ejemplo la 
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investigación de la interacción de probiótico y β-1,3/1,6-glucanos (Rodríguez et al., 

2007) quienes establecieron que el THC fue significativamente superior en comparación 

con el control. 

En este estudio si se observaron diferencias en los conteos diferenciales de 

hemocitos. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Pan et al., (2018) 

quienes aplicando fibras vegetales en la dieta de Penaeus vannamei, observaron 

aumento significativo en el recuento de células diferenciales de hemocitos. Los 

camarones del tratamiento, T4 mostraron un aumento significativo en el recuento de los 

hemocitos semigranulosos (SGC Los SGC poseen abundantes gránulos pequeños, 

intervienen en la fagocitosis, encapsulación y melanización (Smith & Söderhäll, 1983), 

además sintetizan y liberan los péptidos antmicrobianos, siendo una gran ventaja el 

incremento de los SGC en los diferentes tratamientos de la investigación. La disminución 

de SGC en el tratamiento T1 podría ser provocada por la alta infiltración de este tipo de 

células en el tejido conectivo, estómago y branquias, como ha sido reportado en 

infecciones bacterianas (Muñoz et al., 2002). 

El anión superóxido es el primer producto liberado en el choque respiratorio. La 

medición del O - ha sido aceptada como un método confiable para la cuantificación de 

la intensidad respiratoria (Song & Hsieh, 1994). Los resultados obtenidos en el estudio 

demostraron una tasa de anión superóxido (O -) alta en los tratamientos con fibras 

vegetales con respecto al control, resultados inmunoestimulantes similares han sido 

previamente reportados usando extractos de (Dewi et al., 2021) en camarones juveniles 

cuyos experimentos revelaron mayor producción de anión superóxido, actividad 

fagocítica, recuento total de hemocitos y actividad de fenol oxidasa. 

Con respecto a la activación de la PO los resultados en el presente estudio no 

mostraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control en contraste con 

otro estudio que demostró que la administración de probióticos aumentó 

significativamente la activación de la PO en la hemolinfa de camarones juveniles 

(Chomwong et al., 2018). Otro estudio demostró que la aplicación de extracto de cacao 

aplicados en camarones produjeron aumentos significativos en el recuento total de 

hemocitos, semigranulares, células, células granulares y actividad de la PO (Lee et al., 

2020). En el presente estudio el efecto protector de un sistema inmunitario mejorado se 

reflejó en el aumento de la supervivencia y la resistencia ante Vibrio parahaemolyticus. 
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En los tratamientos de probióticos y combinación de fibras y probióticos, los 

resultados de supervivencia después del desafío con Vibrio parahaemolyticus fueron 

muy altos indicando la necesidad de probióticos para excluir al patógeno de los 

camarones y limitar su crecimiento en el medio. Cabe recalcar que las supervivencias 

de los camarones usando solo fibras vegetales F4 de 73,3% y de C101 de 82,2% 

resultaron altas comparadas con el control (23%) y similares a la obtenida(72,2) con la 

dieta que incluyó extracto de hojas de guayava (Dewi et al., 2021), indicando que un 

sistema inmune fortalecido protege a los camarones de las bacterias patógenas 

presentes. Estos resultados fueron consistentes con los informados por Trejo-Flores et 

al., 2016, quienes aplicaron una dieta inmunoestimulante (1g kg-1 de alimento) por un 

período de 26 días con Aloe vera rico en polisacáridos (pectinas, celulosa, derivados de 

hemicelulosa, glucomanano, acemanano y manosa), reportando altas tasas de 

supervivencia en los camarones desafiados con Vibrio parahaemolyticus. 

De la misma manera (Luo et al., 2019) trataron camarones Penaeus vannamei 

con una dieta intermitente inmunoestimulante (200 mg /kg pienso-1) de β-1,3-glucano 

durante 60 días, y observaron un aumento en la supervivencia de los camarones 

desafiados con Vibrio parahaemolyticus, la que estuvo acompañada de Inmunidad 

mejorada. La mejora de la respuesta inmune o de la supervivencia con la 

suplementación dietética de prebióticos y/o probióticos ha sido también observada en 

otros estudios (Lee C. L. et al., 2020; Navin Chandran et al., 2014; Rengpipat et al., 

1998). Varios probióticos entre otros por ejemplo Vibrio spp., Bacillus spp, bacterias 

ácido-lácticas, microalgas (Lakshmi et al., 2013) han mejorado, el sistema inmune y la 

supervivencia de los camarones. 

Gullian et al. (2004) reportó que las cepas probióticas V. hepatarius (P62) y 

Bacillus cereus. (P64), usadas en este estudio poseen un efecto inhibitorio contra el 

patógeno Vibrio harveyi. Los autores demostraron un aumento significativo del peso 

promedio y de la activación de la PO, en los camarones estimulados con ambos 

probióticos. Además, P64 incrementó el índice inmunitario en comparación con P62 

(Mariel Gullian et al., 2004). Se conoce también que Vibrio alginolyticus posee actividad 

antagonista hacia un panel de vibrios patógenos de camarón blanco (Thompson J. et 

al., 2010). Balcázar et al. (2007) indicaron que la administración del probiótico Vibrio 

diabolicus (conocido en ese entonces como Vibrio alginolyticus) mejora la tasa de 

conversión alimenticia, y podría reducir la tasa de enfermedad causada por vibrios 
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(Balcázar & Rojas-Luna, 2007). La aplicación combinada de probióticos y prebióticos en 

la dieta reduce la colonización de bacterias patógenas (Kim, C. H. Seo & Paik, 2011). 

Los resultados obtenidos en los tratamientos de los camarones juveniles, se 

complementaron con las observaciones de signos histopatológicos y la expresión del 

péptido antimicrobiano peneidina in situ. La expresión de la peneidina en los diferentes 

órganos es semejante a la observado por Muñoz et al 2002 (Muñoz et al., 2002) quienes 

detectaron las peneidinas en los hemocitos circulantes en el sistema vascular del 

camarón y en diferentes órganos, también utilizando otros métodos de identificación de 

la expresión de peneidinas, esta ha sido identificada en diferentes tejidos del cuerpo de 

los camarones (Destoumieux et al., 2000). La señal de peneidina se detectó así mismo 

en los esferoides en el LO, los esferoides representan un mecanismo importante para 

secuestrar patógenos en camarones peneidos (Anggraeni & Owens, 2000; Van De 

Braak et al., 2002). 

En los camarones tratados con las distintas combinaciones de probióticos y fibras 

vegetales, se observaron en la mayoría de los casos fuertes incrementos en la presencia 

de hemocitos infiltrantes en el tejido conectivo de distintos órganos, en varios casos estos 

hemocitos estaban distendidos o formando redes (posibles trampas extracelulares). Los 

hemocitos distendidos o formando redes fueron más abundantes en los camarones 

tratados con la fibra C101 (tratamientos T3 y T5). En los camarones tratados con la fibra 

F4 se observaron hemocitos distendidos y en menor medida redes. También se 

detectaron gran cantidad de esferoides en el LO y ectópicos (zona oral). Hemocitos 

distendidos y esferoides también se observaron en animales moribundos y 

sobrevivientes del control, pero estos últimos presentaron escasa infiltración de 

hemocitos. 

Cabe resaltar que esta abundancia de hemocitos fue palpable incluso en los 

tratamientos T1, T3 y T5, los cuales mostraban conteos de hemocitos totales no 

diferentes al control. Los resultados conjuntos de hemograma y de hemocitos infiltrados 

en tejidos, indican la gran abundancia de hemocitos totales en los camarones tratados 

con la fibra F4 (tratamientos T2 y T4), en los cuales se observaron altos conteos de 

hemocitos y muchos hemocitos infiltrados en los tejidos. En cuanto a señal para 

peneidinas se puede decir que se observó señal positiva tanto en hemocitos como otros 

tejidos, sin embargo, cabe resaltar que estos comportamientos estuvieron relacionados 

al tipo de tratamiento y que mayor número de tejidos marcados se detectaron en 

animales tratados con las dos fibras en evaluación. 
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A pesar de la enorme inversión en tejidos y procesos inmunes, el peso (g) de los 

camarones juveniles con los diferentes tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 no se afectó en 

comparación con el control, estos resultados están en contraste con los resultados 

obtenidos con MOS en los que el peso de los camarones tratados por 60 días fue 

mejorado significativamente en comparación con el control (Zhang Jian et al., 2012). A 

pesar de los efectos sinérgicos positivos la aplicación de probióticos y fibras vegetales 

(considerado como prebiótico) aplicado en el cultivo de camarones es muy limitado, 

investigaciones de prebióticos y probióticos aplicados por 8 semanas en camarones 

demostraron no ejercer diferencias significativas en cuanto al peso (Prabawati et al., 

2022). Es importante señalar que no tener efectos negativos sobre peso con 

tratamientos de fuerte demanda energética (los camarones deben hacer mucha 

inversión en tejidos inmunes, moléculas y mecanismos de defensa), constituye un factor 

a favor de los tratamientos aplicados. En conclusión, la combinación de probióticos de 

alta capacidad colonizadora con fibras inmunoestimulantes incrementa varios 

parámetros inmunes y mejoran la resistencia contra Vibrio. parahaemolyticus de 

camarones juveniles. 



91 
 

CAPÍTULO 4 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

 
Los resultados de los ensayos indican que las bacterias del consorcio probiótico, 

Vibrio diabolicus (Ili), Vibrio hepatarius (P62) y Bacillus cereus (P64), demostraron tener 

estructuras externas como fimbrias y flagelos que facilitan la motilidad, la adhesión a las 

superficies y la formación de biopelículas. Esto favoreció la colonización efectiva de las 

superficies internas y externas del cuerpo del camarón. Esto en combinación con el uso 

de las fibras inmunoestimulantes seleccionadas en este trabajo, mostraron un efecto 

protector significativo contra la vibriosis en las larvas y juveniles de camarón Penaeus 

vannamei, cuando fueron desafiados con Vibrio parahemolitycus. 

Los tratamientos de probióticos y fibras vegetales tuvieron un impacto en la 

expresión de genes de AMPs en las larvas de camarón. Se observó una regulación a la 

baja en la expresión de crustinas y una mayor expresión de los genes de peneidinas y 

ALFs en el tratamiento probiótico, existiendo una posible relación entre expresión de 

peneidinas y mayor supervivencia. 

Los tratamientos que combinaron probióticos y fibras vegetales mejoraron la 

respuesta inmune de los camarones, observándose una mayor generación de anión 

superóxido, una alta concentración de proteínas plasmáticas y la presencia de 

hemocitos positivos para peneidinas infiltrados en el tejido conectivo, principalmente en 

la zona oral. Esto contribuyó a una alta supervivencia frente al desafío realizado con 

Vibrio parahaemolyticus. 

Todos los resultados obtenidos confirman que la combinación de probióticos con 

capacidad colonizadora y fibras inmunoestimulantes puede ser una estrategia efectiva 

para mejorar la salud y la resistencia inmune de larvas y juveniles del camarón Penaeus 

vannamei frente a la vibriosis. Esta estrategia podría tener aplicaciones beneficiosas en 

la acuicultura. 

4.2. Recomendaciones 
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Se sugiere ampliar el presente estudio a través de la inmunomodulación y el uso 

de otros probióticos excluyentes de vibrios patógenos con otras fibras vegetales 

inmunoestimulantes. 

Validar los ensayos de los mejores tratamientos encontrados en este estudio en 

sistemas de cultivo de camarón (larviculturas y piscinas) a fin de incrementar la 

confiabilidad en la investigación que permitan tejer redes entre la academia y la industria. 

Profundizar la comprensión de los mecanismos inmunitarios del camarón a fin 

de seguir explorando estrategias de inmunomodulación. 
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ANEXOS 
 

Anexo 1 

Anexo 1  

Cuantificación de las muestras de ARN de larvas de camarones Penaeus vannamei expuestos a diferentes 
tratamientos. 

N° Muestra 
Concentración 

(ng/µL) 
A260 
(ABS) 

A280 
(ABS) 

260/280 260/230 

1 T1R1 185,8 4,645 2,285 2,03 0,70 

2 T1R2 239,4 5,986 2,965 2,02 1,68 

3 T1R3 243,6 6,091 3,028 2,01 1,37 

4 T2R1 184,4 4,611 2,280 2,02 0,67 

5 T2R2 259,5 6,488 3,200 2,03 1,37 

6 T2R3 285,8 7,144 3,499 2,04 0,79 

7 T3R1 390,5 8,976 4,306 2,03 1,66 

8 T3R2 270,8 6,770 3,348 2,02 1,66 

9 T3R3 258,8 6,470 3,193 2,03 1,45 

10 T4R1 209,0 5,224 2,584 2,02 0,91 

11 T4R2 187,5 4,687 2,317 2,02 0,74 

12 T4R3 362,5 9,064 4,455 2,03 1,40 

13 T5R1 311,8 7,794 3,852 2,02 1,49 

14 T5R2 331,2 8,279 4,080 2,03 1,56 

15 T5R3 277,9 6,946 3,429 2,03 1,33 

16 T6R1 280,2 7,005 3,469 2,02 1,71 

17 T6R2 216,2 5,406 2,669 2,03 1,12 

18 T6R3 345,5 8,638 4,280 2,02 1,55 

19 T9R1 377,7 8,973 4,652 2,03 1,28 

20 T9R2 444,9 11,122 5,471 2,03 1,14 

21 T9R3 270,5 6,763 3,326 2,03 1,60 
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Anexo 2 
 
 
 
 
 
 
 

 

28S 

18S 

 

 

 

 
 

Evaluación cualitativa de ARN de Penaeus vannamei expuestos a diferentes tratamientos en gel 

de agarosa al 1% teñido con SYBR Safe. M = marcador de peso molecular (RNA Millennium™ 

Markers, Invitrogen). 
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Anexo 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Repetición de muestras T9R1 y T3R1 al degradarse. 

 

 

 

 
 

Muestra T3R1 T9R1 

260 nm/280 nm 2,03 2,03 

260 nm/230 nm 1,66 1,28 

Concentración (ng/µL) 390,5 387,7 

 
M T1R1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2   T4R1 T4R2 T4R3 T5R1 T5R2 T5R3 T6R1 T6R2 T6R3 T9R1 

3R3 T9R2 T9R3 
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Anexo 4 
Valores de expresión relativa de genes Crustina, ALFs y Peneidina-3ª ajustados a la expresión normal y 
estimaron por máxima verosimilitud (parámetro µ) 

Gen Tratamiento 

Valor p 
Ajuste a 

Log-
Normal 

MLE de 
Parámetros 
Log-Normal 

Esperanza DE CV 

u s 

Crustina 

1 0,542 -0,464 0,427 0,689 0,308 61,983 

2 0,888 0,115 0,389 1,210 0,489 32,150 

3 0,670 0,248 0,407 1,392 0,591 29,258 

4 0,489 0,145 0,818 1,615 1,575 50,624 

5 0,556 -0,144 0,326 0,913 0,306 35,670 

9 0,272 0,008 0,411 1,097 0,470 37,439 

ALF 

1 0,877 0,339 0,129 1,415 0,184 9,132 

2 0,777 0,074 0,428 1,180 0,529 36,281 

3 0,122 0,189 0,556 1,410 0,850 39,459 

4 0,141 -0,332 0,790 0,980 0,913 80,615 

5 0,896 -0,027 0,092 0,978 0,090 9,388 

9 0,457 -0,225 0,367 0,854 0,324 42,974 

Pen-3a 

1 0,331 0,404 0,443 1,652 0,769 26,794 

2 0,362 0,261 1,012 2,166 2,892 46,699 

3 0,861 0,576 0,354 1,894 0,692 18,701 

4 0,380 0,149 0,482 1,303 0,666 36,987 

5 0,989 -0,206 0,237 0.837 0,201 28,290 

9 0,750 0,060 0,193 1,082 0,210 17,807 
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Anexo 5 
 

Fibras vegetales   con   código   C   a   diferentes   concentraciones, sin   valores   atípicos. 

 
Anexo 6 

 
Resumen estadístico de prueba de anión Superóxido (O2

-) en camarones Penaeus vannamei 

con los diferentes tratamientos. 
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Anexo 7 

 
Resumen estadístico de prueba de fenol oxidasa (PO) en camarones Penaeus vannamei con 

diferentes tratamientos. 

 
 

 Tratamientos 
Fenol 

oxidasa 
(PO) base 

Fenol 
Oxidasa(PO) 
estimulado 

Error 
Estandar 

Fenol 
Oxidasa 

Base 

Error Estandar 
Fenol Oxidasa 

Estimulado 

T1 40,666 183,556 1,924       50,447 

T2 46,333 115,444 0,384 3,632 

T3 45,888 268,333 1,094 74,110 

T4 48,333 188,556 2,666 56,136 

T5 47,555 170,111 2,837 47,191 

CONTROL 49,333 252,056 4,537 10,661 
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