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RESUMEN

Se ha efectuado un trabajo exploratorio para asociar marcadores genéticos y
marcadores inmunitarios en el camarén Penaeus vannamei. En lo que concieme a los
marcadores genéticos, se retuvo la técnica de AP-PCR en la medida en que permite
establecer perfiles RAPD a partir de ADN extraido de un pequefio volumen de hemolinfa.
Utilizando la misma muestra de hemolinfa, y gracias a seis prucbas que han sido
recientemente puestas a punto en CENAIM, fue posible cuantificar diversos tipos de
efectores inmunitarios: cantidad de hemocitos, actividad antibactenana del  plasma,
metabolismo respiratorio de los hemocitos y cantidades de alfa-2-macroglobulina, de una

aglutinina y del factor de coagulacion.

Estas diversas pruebas han permitido poner en evidencia una vanabilidad individual
y temporal para los caracteres inmunitarios considerados, en particular la actividad
fagocitica de los hemocitos, la actividad antibacteriana del plasma y la cantidad de
aglutinina circulante. A partir de los valores determinados para cada prueba y para cada

animal se establecid un indice global de capacidad immunitaria,

Entre doce camarones que fueron analizados en 3 etapas de intermuda y para los
cuales se establecieron los perfiles RAPD con la ayuda de dos iniciadores, fue posible
identificar un animal, hembra silvestre, con un indice global de capacidad inmunitaria

superior a aquel de los otros camarones mantenidos en las mismas condiciones de cultivo.

Estos trabajos, totalmente originales para los camarones peneidos, abren la via a
programas de domesticacién y seleccién en miras a la obtencién de lineas de animales con
mcjor capacidad de resistencia, en particular frente a bacterias, considerando la naturaleza

de los efectores inmunitarios estudiados.



INTRODUCCION

La acuicultura de camarones en Ecuador, como en la mayoria de otros paises,
depende totalmente del aprovisionamiento de animales salvajes, sean estos larvas o
reproductores. Este hecho implica dos tipos de impactos graves, uno de orden ecolégico
ocasionado por la merma de las poblaciones naturales y otro de orden econémico
ocasionado por la crianza de animales no adaptados a las condiciones artificiales de cultivo

y la introduccién de patdgenos, lo cual favorece la aparicién de epidemias.

La solucién a este doble problema se basa en la domesticacion y seleccion de cepas
con gran capacidad de resistencia, lo que desde el punto de vista técnico de cultivo es
concebible ya que ha sido posible mantener y madurar reproductores en el curso de

generaciones sucesivas, hasta alrededor de cuarenta generaciones.

El éxito de la domesticacién y seleccidon dependeri grandemente de 1a capacidad de
identificar animales con fenotipos de interés tales como el crecimiento, la capacidad de
reproduccion o la capacidad inmunitaria y la resistencia a microorganismos.  Algunos
caracteres de interés como el crecimiento, son de facil identificacién, mientras que otros,
como la capacidad inmunitaria, han requenido el desarrollo de una serie de prucbas cuya
fiabilidad permite ahora considerarlas como criterios de seleccién. Sin embargo, estos
fenotipos de interés resultan generalmente de la expresion de numerosos genes no
identificados ni caracterizados. Esto impone la caracterizacion de los camarones a nivel
gendémico a fin de identificar marcadores genéticos que puedan ser correlacionados con uno

o varios caracteres fenotipicos de interés.

LLa téenica de caracterizacion genética de eleccién corresponde a la AP-PCR ya que
permite facilmente, sin ninguna informacién previa del genoma de la especie, determinar

marcadores genéticos a nivel infraespecifico ¢ incluso a nivel individual. Ademds esta



técnica puede ser realizada a partir de pequeiios volimenes de hemolinfa que son obtenidos

sin sacrificar al animal y que son utilizados también para realizar las pruebas inmunitarias.

El presente trabajo se inscribe de manera completamente original dentro de la
p J P g
estrategia de domesticacion y seleccién de camarones, ya que se trata del primer estudio

que concierne conjuntamente a los marcadores genéticos y a los marcadores inmunitarios.



I. ANTECEDENTES

La domesticacion y la seleccion de camarones adaptados a las condiciones de
cultivo y resistentes a agentes patdgenos constituyen prioridades para la sustentabihidad
ccondmica y ecologica de la camaronicultura. Consccuentemente existe en la actuahdad un
gran interés, de parte de los productores y de los cientificos, en la genctica de camarones.
sicndo el objetivo primordial mejorar la produccion mediante laidentificacion, y lucgo la

seleccion, de animales con fenotipos de interés.

Ciertos fenotipos corresponden a la expresion de un solo gen cuyo producto
influencia directamente ¢l fenotipo. frecuentemente de manera radical: este tipo de
regulacion monogénica corresponde a los caracteres llamados cualitauivos, El fenoupo de
la descendencia depende de la naturaleza, dominante o recesiva, de los alelos transmitidos.
Entre los fenotipos monogénicos conocidos en los animales se puede citar el color del

pelo, que depende de la presencia de una proteina pigmentarna.

Otros fenotipos corresponden a la expresion de varios genes cuyos diferentes
productos influencian conjuntamente el fenotipo. El caracter es considerado como
cuantitativo ya que, en funcion de la asociacion de diferentes alelos de cada gen. el
fenotipo va a situarse en un rango de valores. Por ejemplo, ¢l crecimiento de un
organismo o su resistencia a ehfermedades dependen de Ta expresion de numerosos genes,
Subsccuentemente, cada organismo ticne un valor fenotipico que puede ser cuantificado
que se sitda entre los valores extremos caracteristicos de la especie, considerando ¢l efecto
de las diferentes condiciones del medio. Los fenotipos de tipo cuantitativo son mucho nis
dificiles de caracterizar a nivel genético en razon de su naturaleza poligénica que complica

también el andlisis de la transmision.

Es conveniente subrayar que la mayoria de criterios de interés para programas de
seleccion son de tipo cuantitativo. De ahi la importancia de poder caracterizar los fenotipos

a nivel de los genes, de sus productos de expresion que son las proteinas v de La actividad



de estas dltimas. Este objetivo puede ser relativamente ficil de realizar en cl caso de
fenotipos monogénicos, mientras que la caracterizacion de fenotipos poligénicos ¢s un
proceso extremadamente complejo que los genetistas prefieren substituir por la

identificacion de marcadores gendmicos especificos de un fenotipo dado.

A continuacion se presenta la informacién relacionada con la identificacion y
caracterizacion de genes y sus productos (1.1), los marcadores genéticos (1.2). los

marcadores inmunitarios del camardn (1.3) y la seleccion por genética cuantitativa (1.4).

1.1. Identificacion vy caracterizacion _de genes v _sus productos.

Iin los cucariotes, el material genético estd compuesto de moléeulas de ADN,
correspondiendo cada una a un cromosoma (Figura 1). En animales, como el camaron. ¢l
tamano total de las moléculas es de alrededor de 107 pares de nucledtidos de los cuales
sOlo aproximadamente el 5% corresponde a genes. Un gen estd caracterizado por una
secuencia denominada promotor, seguida de la secuencia codificante. El pn.mwlur es
reconocido de manera especifica par una proteina enzimadtica, la ARN polimerasa. cuya
funcion consiste en sintetizar una molécula de ARN correspondiente a la secuencia
codificante del gen (Figura 2). Este proceso es conocido como la transcripcion del gen
(Figura 3). La molécula de ARN, llamada ARN mensajero (ARNm), va a pasar al
citoplasma en donde es reconocida por el ribosoma y utilizada para sintetizar una cadena de
aminodcidos. Este proceso corresponde a la traduccion (Figura 3). Asi. la secuencia
nucleotidica del gen codifica para la secuencia en aminodcidos de la proteina. La
correspondencia entre cada tipo de :unin(')‘uc‘ido y una o nuis tripletas de nucleotidos
(codones) define el codigo genético.(Figura 4). La proteina, en funcion de su secuencia
de aminodcidos tiene una estructura tridimensional caracteristica. directamente relacionada
con su funcion y su actividad. Un organismo eucariote como ¢l camardn posee miles de
genes, y por tanto varios miles de proteinas que intervienen en el conjunto de funciones

vitales.
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La relacién gen-proteina-actividad es la base de los fenotipos monogeénicos y por
tanto relativamente ficil de establecer, partiendo del gen para llegar a la actividad o.
inversamente, a partir de una actividad identificada poder caracterizar el gen. Las téenicas
de biologia molecular y las estrategias para la identificacion de los genes y sus productos

son descritas a continuacion.
1.1.1. T'écnicas.

La identificacion y la caracterizacion de genes y sus productos se basan en tres
tipos de técnicas, que corresponden a las sondas nucleicas, a las sondas inmunologicas y

las pruebas de actividad.

1.1.1.1.Sondas nucleicas.

Una sonda nucleica es un fragmento monocatenario de un dcrdo nucleico (ADN o
ARN) marcado que tiene la propiedad de hibridarse, por complementaridad de sus bases

nucleotidicas, con ADNs o ARNs complementarios (Figura 5). De esta forma. es posible

detectar la presencia de dicha cadena complementaria en una mezela de moléeulas diversas.

Las sondas nucleicas son herramientas de biologia molecular que permiten detectar
genes en el genoma intacto o previamente digerido con enzimas de restriccion. En cl
primer caso la técnica utilizada es el dot blot (Figura 6), mientras que en el segundo caso la
técnica es el Southern blot (Figura 7). Se puede utilizar una sonda correspondiente a un
gen de una especie para detectar el gen equivalente en otra especie (sonda heterologa)., con

la condicion de que estos genes tengan suficientes similitudes entre ellos.

Las sondas son igualmente utilizadas, mediante la téenica de colony blot, para
detectar los clones de interés en librerias de ADN genomico (ADNg) o ADN
complementario (ADNc¢) (Figura 8). La expresion de los genes. en términos del tipo v
cantidad de ARNms, puede ser analizada gracias a sondas nucleicas mediante la téenica de

northern blot (Figura 9).
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Sondas oligonucleotidicas, asi llamadas por referencia a su nimero de nucleotidos.
pueden ser utilizadas en parejas como iniciadores en la reaccion de PCR (Polymerase
Chain Reaction), que permite amplificar un fragmento de ADN correspondiente a la
sccuencia localizada entre los dos iniciadores (Figura 10). Esta reaccion corresponde a

una amplificacion exponencial, lo que permite detectar con una gran sensibilidad un gen.

1.1.1.2. Sondas inmunoldgicas

Moléculas o microorganismos (bacteria, virus, pardsito) introducidos natural o
artificialmente en un vertebrado son generalmente reconocidos como elementos extranjeros
o antigenos (Ag), y conducen a la produccion de anticuerpos (Ac) especilicos que son
inmunoglobulinas secretadas por los linfocitos B. Los anticuerpos se fijan
especificamente sobre los antigenos correspondientes. lo que conlleva a la formacion de un
complejo Ag/Ac (Figura 11) (Padlan, 1977; Paul, 1993).  Las proteinas constituyen
excelentes antigenos y su inyeccion en animales de laboratorio. tales como ratones o
conejos, permite obtener ficilmente inmunosueros con una concentracion clevada de

anticuerpos especificos.

Se pueden obtener dos tipos de anticuerpos. EI primer tipo de anticuerpos.
Ilamados policlonales, corresponden al suero del animal inmunizado que contiene una gran
variedad de inmunoglobulinas, una parte de las cuales reconoce diferentes componentes
del antigeno (epitopes) (Figura 12). Los epitopes de un mismo antigeno. por ejemplo de
una proteina, pueden entonces ser reconocidos por una variedad de anticuerpos
policlonales especificos de ella. Debido a esta multiple reactividad. los anticuerpos
policlonales pueden reconocer otras proteinas relacionadas o proteinas equivalentes de otra
especie sioellas tienen epitopes similares.  El segundo tipo de anticucrpos, Hamados
monoclonales, corresponde a inmunoglobulinas estrictamente especificas de un epitope.
Tales anticuerpos monoclonales son generalmente producidos por ¢élulas Hamadas

hibridomas, que resultan de la fusion de un linfocito con un mielocito por medio de la

-t
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teenologia de hibridacion hinfocitaria (Figura 13). Los Ac monoclonales pucden distinguir

epitopes que difieren inicamente en un aminodcido (Figura 14).

Los anticuerpos pueden ser utilizados como reactivos para detectar una proteina
mediante diferentes técnicas que dependen del tipo de marcador acoplado a L
inmunoglobulina. Los marcadores mds frecuentemente utilizados son moléculas
fluorescentes o enzimas, siendo las téenicas aplicadas la inmunofluorescencia (1F) (Figura
15) y la inmunocnzimologia (ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
respectivamente (Figura 16). Asi, laexpresion de un gen puede ser analizada en términos

de sitio de expresion (inmunohistologia) y niveles de expresion (inmunodosificacion).

Los anticuerpos pueden también ser utilizados para purificar una proteina mediante
la tecnologia de cromatografia de afinidad o para detectar la proteina entre las diferentes
fracciones protéicas previamente separadas por electroforesis (téenica de Western blot) o
por cromatografia (técnica ELISA). Ademds permiten, mediante la técnica de colony blot.

analizar librerias de ADNg o de ADNc preparadas en vectores de expresion (Figura 17).

Finalmente los anticucrpos, en patticular los monoclonales, se presentan como
reactivos muy bien adaptados para la caracterizacion de fenotipos v genotipos. va e
permiten poner en evidencia la presencia de una proteina y reconocer cambios cualitativos

relacionados con la existencia de alelos o mutaciones.

1.1.1.3. Pruebas de actividad.

[

Cada proteina ejerce una funcion especifica al interior o al exterior de la célula.
Mientras que algunas proteinas son estrictamente estructurales. otras tienen una actividad.
por ¢jemplo de tipo enzinxitico o de tipo receptor. La actividad de algunas proteimas puede
ser detectada y cuantificada mediante el desarrollo de pruebas mis o menos especiticas v
de esta manera informar sobre la expresion del gen correspondiente.  Es posible que
ciertas pruebas indiquen la actividad resultante de algunas proteinas reflejando asi la

expresion conjunta de diferentes genes.

B



Figura 13: Hibridacion linfocitaria
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Figura 16: Tecnicade ELISA
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La actividad de una proteina confiere al organismo un caracter fenotipico gue
depende por tanto del genotipo y de factores que influencian la expresion del gen, entre

ellos los factores enddgenos (hormonas, etc.) y los exdgenos (efecto del medio).

1.1.2. Estrategias.

Clasicamente se siguen diferentes estrategias de trabajo para identificar y
caracterizar genes y sus productos, siendo la eleccion de la estrategia dependiente del upo
de informacién y de los reactivos disponibles (Figura 18). En la prictica, la estrategia
pucde ser iniciada a partir del gen, de la proteina o de la actividad. En lo que concierne a
los camarones, existe en la actualidad muy poca informacion sobre la identilicacion y la
caracterizacion de genes y sus productos, constituyendo los genes inmunitarios ¢l tema

mas desarollado.

1.1.2.1. A partir del gen.

La tdentificacion y la caracterizacion de un gen pucden ser fortuitas, resultantes del
analisis de secuencias nucleotidicas de fragmentos del ADN, ya sea a partir de hibrerias de
ADNg o de ADNc, o de productos de amplificacion por PCR.  Estos andlisis estin
basados en comparaciones con bancos de secuencias nucleicas que actualmente conticnen
informacion sobre miles de secuencias de organismos eucariotes, procariotes y virales,
siendo la similitud de dichas secuencias bastante util para proporcionar informacion sobre
la naturaleza del gen identificado. Ademds existen programas informiiticos eficaces que
permiten analizar cualquier secuencia y determinar asi numerosas caracteristicas del gen.

por ejemplo la presencia de intrones y enhancers.

Laidentificacion de un gen puede también resultar de la utilizacion de una sonda
nucleica heteréloga disponible y que corresponda a un gen equivalente caracterizado en
otra especie. La similitud entre secuencias del gen previamente caracterizado y del gen
buscado debe ser suficiente para que la sonda heterdloga puceda hibridarse.  Esta

reactividad es evaluada generalmente, en primera instancia, en base a la téenica de

12
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Southern blot y, en segunda instancia, en base a la técnica de colony blot para detectar

clones interesantes en librerias de ADNg o ADNc.

La identificacion de un gen puede finalmente resultar de la amplificacion especifica
por PCR, utilizando iniciadores correspondientes a secucnciias "consensus”, (ue son
altamente conservadas entre los genes del mismo tipo pero caracterizados en diferentes

Organismos.

A partir de la informacion sobre la secuencia de genes se puede deducir la
secuencia de aminodcidos y, subsecuentamente sintetizar péptidos utilizados para
inmunizar ratones y producir anticuerpos monoclonales especificos. La disponibilidad de
estos anticuerpos, mediante una prueba de tipo ELISA, permite hacer la dosificacion de la
proteina y asi evaluar la expresion del gen considerado.  En base a téenicas de
inmunohistologia, como la [F, s¢ puede determinar en cualquier tipo de eélulas ¢l gen

expresado.

Paralelamente, el clonaje del gen en un vector de expresion bacteriano o eucariote
permite la produccion de la proteina en gran cantidad y, subsecuentemente. analizar su
funcion mediante pruebas existentes para el mismo tipo de proteina o mediante el desarollo

de prucbas especificas.

Proteinas purificadas mediante téenicas de electroforesis o de cromatografia pueden

constituir ¢l punto de partida para la wdentificacion y la caracterizacion de un gen v su

producto.

A partir de alrededor de g de proteina purificada, se puede obiener ficilmente la
secuencia de aminodcidos por medio de un sistema automiitico. Esta informacion conduce
a la deduccidn de una secuencia aproximada de nucledtidos en base al codigo genético.

Subsecuentemente el trabajo consiste, por una parte, en analizar la secuencia por referencia

20
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a bancos de secuencias y determinar homologias con proteinas relacionadas y. por otra

parte, en sintetizar iniciadores oligonucleotidicos.

Con estos iniciadores, basdndose en la téenica de PCR, se pueden amplilicar los
ADNg y ADNc para caracterizar el gen y su ARNm respectivamente, lo que permite

determinar con precision la organizacion del gen (promotor, intrones, enhancer, ctc.).

Los productos de amplificacion pueden ser utilizados como sondas nucleicas para
analizar la expresion del gen desde el punto de vista espacio-temporal, aplicindose la

técnica de northern blot para detectar y cuantificar los ARNms.

Paralelamente, se pueden preparar ficilmente anticuerpos especificos por medio de
la inmunizacién de ratones, siendo estos anticuerpos ttiles para estudiar la funcion de la

proteina inicialmente purificada. .

1.1.2.3. A partir de la actividad.

La actividad de una proteina puede constituir la base para la wdentificacion vy la
caracterizacion de un gen y sus productos, siendo el trabajo mucho mis complejo si se
trata de una actividad resultante de algunas proteinas y de hecho de algunos genes. En
efecto, en el primer caso la actividad es de tipo monogénico mientras que en ¢l segundo se
trata de un fenotipo poligénico, por lo que es generalmente mds facil buscar marcadores

gendticos que intentar identificar ¢l conjunto de genes involucrados.

En la prdctica, la disponibilidad de una prueba para detectar y cuantificar la
actividad de una proteina permite emprender su purificacion. En electo esta prucba es
utihizada para analizar todas las fracciones obtenidas durante ¢l proceso de separacion
purificacion. Una vez quc la proteina ha sido purificada, la estrategia es la misma que se

describio previamente.

En lo que concierne a los camarones, recientemente fue posible purificar. a partir

de una actividad antibacteriana del plasma detectable con una simple prucha
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espectrofotométrica, algunos péptidos antibacterianos (Destoumieux er al. 1997). La

caracterizacion de los genes y sus productos respectivos estd casi concluida.

1.2. Marcadores gendéticos.

LLos caracteres cuantitativos corresponden generalmente a fenotipos poligénicos
basados en sistemas complejos genes-proteinas-actividades. En este caso, Larelacion
fenotipo-genotipo es dificil de establecer a nivel de los genes y, como alternativa, se puede

buscar una relacion fenotipo-genotipo basada en marcadores a nivel del genoma.

Los marcadores genéticos son utilizados en seleccion como herramientas para
evaluar la variabilidad genética a nivel de poblaciones de organismos, para identhicar
precoz ¢ inequivocamente individuos con caracteristicas ccononucamente interesanies v,
subsccuentemente, para aumentar notablemente la chiciencia de los progranmas de
mejoramiento genético (Carbonell er al. 1992: Chalmers et al. 1992; Lande & Thompson,
1990; Tassanakagon et af, 1997). En plantas, por ¢jemplo, se han wdentihicado marcadores
genéticos asociados con la resistencia al ataque de hongos y bacterias (Gowda er al. 1995

Marti et al, 1991; Yu er al, 1996).

Anteriormente se utilizaron técnicas para analizar la variabilidad gencética a nivel de
las proteinas, como es el caso de las alozimas. Estas téenicas han sido progresivamente
abandonadas debido a que permiten detectar vanabilidad. de una parte. anicamente ¢n
algunos tipos de proteinas enzimiticas v, de otra parte. solo si ¢l cambio de anumoacidos
conduce a cambios en la movilidad electroforética. Mis recientemente, con el adelanto de
la biologia molecular, se han desarrollado varias téenicas para obtener marcadores para ¢l

material genético (Kantanen er al, 1995; Powell er al, 1995:; Welsh & McClelland, 1990



1.2.1. Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP:

Restriction Fragments Length Polimorphism).

Este tipo de andlisis consiste bdsicamente en la digestion del ADN con
endonucleasas de restriceion, que son enzimas que cortan ¢l ADN bicatenario a nivel de
seeuencias nucleotidicas especiticas (Figura 19). La presencia de secuencias repetidas
conduce a la visualizacion de bandas de mayor intensidad en ¢l gel de electrotoresis ¢con
coloracion en bromuro de etidio. E@ perfil de estas bandas, conocido como pertil de
restriccion, puede ser utilizado para caractenizar ¢l polimorfismo de los organismos

considerados a nivel infra o supra-especifico (Figura 20).

Frecuentemente. luego de la electroforesis se realiza una transferencia de los
fragmentos de restriccion sobre una membrana para seguidamente efectuar una hibridacion
con una sonda nucleica de especificidad conocida. Esta lnbridacion permite determimar ¢l
namero y los tamanos de los fragmentos correspondientes o la sondae Giracias o la
teenologia de RELP se puede determinar ¢l polimorfismo de manera mas contiable. Sin
cmbargo su interds se ve limitado debido a la necesidad de utilizar una sonda que pernnte
reconocer solamente fragmentos correspondientes a cella, lo que puede ser madecuado en

términos de marcadores genéticos para caracterizar un fenotipo de interés.

En cambio, en base al RFLP se han construido mapas genéticos para varias
especies (Barua er al. 1993; Paterson er al. 1988: Peltier er «l, 1994; Redona & Mackill.
1996: Yu er al, 1996) y se ha detectado variabilidad genética en poblaciones de camarones
con sondas correspondientes i genes del ADN mitocondrial (ADNmt) (Alcivin-Wianen o1
al, 1994 fide Garcia et al, 1994). En comparacion con téenicas mis tradicionales como la

clectroforesis de alozimas, ¢l REFLP es mads ccondomico y puede ser apheado a mavor

cantidad de muestras (Hartl & Clark. 1989).
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1.2.2. ADN mitocondrial (ADNmt).

En la células eucariotas se encuentran las mitocondrias que conticnen matertal
gendtico constituido por una moléeula de ADN circular cuya talla varia entre 16 y 33 Kb y
cuya secuencia es bien conservada. Este organelo es transmitido por viia materni i traves

del ovocito (Figura 21).

Debido a que se trata de ADN extracromosomico, los marcadores del ADNmt estin
a priori mal adaptados para caracterizar los genotipos de animales con fenotipos de mnterds.
los cuales estin relacionados con genes cromosomicos. En cambio, debido a la
transmision materna de las mitocondrias, los marcadores genéticos del ADNmt pueden ser

extremadamente utiles para caracterizar lineas en programas de seleccion.

Ll polimorfismo del ADNmt ha sido utihzado ¢n camarones para determunar la
variabilidad genética a nivel de poblaciones (Palumbi & Benzie, 1991 fide Gurcia et al..

1994).
1.2.3. Microsatélites.

Los microsatélites son cortas secuencias nucleotidicas, generalmente menores de
cinco pb, presentes en el genoma bajo la forma de repeticiones contiguas en nimero muy
variable, hasta algunas decenas (Figura 22). Estas repeticiones estdn presentes en ¢l

genoma en diferentes nameros de copias (Haymer, 1994).

Las sccuencias que flanquean los microsatélites son frecuentemente muy
conservadas, lo que permite sintetizar oligonucleotidos corespondicentes a estis secuencias
para utilizarlos como iniciadores en amplificaciones por PCR del ADN gendmico, Los
productos de amplificacion de los microsatélites tienen varios tamanos en funcion de sus
numerosas repeticiones.  Los perfiles de estos productos de amplificacion son

extremadamente ttiles como marcadores de polimorfismo al nivel individual.
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sten series de repeticiones sucesivas de pecquenas secuencias (microsatelites)
tribuidas a lo largo del genoma eucariote. Las diferencias en la distribucion

las series constituyen polimorfismos genéticos que pueden ser detectados

PCR o con el uso de enzimas de restriccion y posterior analisis de Southern Blot
izando sondas correspondientes a los microsateélites.

Ficura 22: Los microsatelites



Alternativemente, las secuencias microsatélites pueden ser detectadas en ADN
digerido con enzimas de restricciéon mediante la técnica de Southern blot con sondas
oligonucleotidicas "microsatélites™ (Muller et al, 1995). Los marcadores de nucrosatehites
estdn siendo ampliamente utilizados en estudios de genética poblacional para determinar
variabilidad gencética, mostrando en algunos casos un mayor nivel de polimorfisimo que los
RFLPs (Akkaya er al, 1992 fide Yu et al, 1996). Esto parece logico si se considera que ¢l
andlisis de microsatélites incluye una mayor proporcion del genoma (Haymer, 1994: Yu ¢r

al, 1996)
1.2.4. AP-PCR (Alleatory primed polymerase chain reaction).

La téenica de AP-PCR fue desarrollada por Welsh & McClelland y Wilhiams et al
en 1990 como una variante de la PCR. La particularidad de la AP-PCR ¢x ¢l uso de
iniciadores cortos (10-15 pb) con secuencias aleatorias para amplificar segmentos del
genoma. Los productos de amplificacion aleatoria permiten establecer perhiles
clectroforéticos especificos de cualquicer genoma sin necesidad de tener mformacion previa
sobre €l (Figura 23) (Welsh & McClelland, 1990). Esta técnica permite, por una parte.
obtener tantos marcadores como se requiera simplemente multiplicando el namero de
iniciadores y, por otra parte, obtener estos marcadores a partir de una cantitad minima de
ADN (alrededor del microgramo o menos). De esta manera es facil buscar marcadores

hasta obtener algunos que sean caracteristicos del fenotipo de mterds,

Actualmente, la AP-PCR es una de las técnicas de marcaje gendtico de mayor

&

.

aplicacion por sus cualidades y también por su simphcidad y cconomia (Davis 7 al, 1995
Meijer et al, 1994; Wolff er al, 1993). Su utilizacion sin embargo, requicre de protocolos
bien estandarizados y de condiciones estrictas de trabajo para evitar las variaciones por
artefactos y contaminantes (Ayliffe e al. 1994; Kernodle er al. 1993: Melena, 1997:

Schierwater & Ender, 1993).
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La téenica de AP-PCR ha sido ya utilizada en variedad de organismos para estudios
de variabilidad genética (Brummer er al, 1995; Chalmers er al, 1992: Meijer et al. 1994).
relaciones filogendticas (Abo-clwata er al, 1995; Khalid eral, 1993 Kiesovich eral, 1992
Liu er al, 1994) y determinacion de marcadores dtiles en seleccion, espectalmente en
plantas (Barua et al, 1993; Martin et al, 1991; Pe er al, 1993). En estudios de varnabihdad
gendtica, la AP-PCR se ha mostrado mds eficiente que otras técnicas para poner en

evidencia la vartabilidad (Baruffi er «l. 1995; Meijer er al, 1994).

En lo que respecta a organismos acuicolas, el interés por el uso de marcadores
gendticos es creciente en relacion con programas de seleccion. Los estuerzos han sido
volcados mayoritariamente a especies de peces (Dinesh et al, 1996: Leong Foo er al, 1995)
y. en algun grado, a moluscos (Hu & Foltz, 1996), mientras que hasta ahora poca ey la
informacion existente al respecto en camarones. Sin embargo se han aplicado yicteenicis
moleculares de caracterizacion en peneidos (Garcia et al, 1994: Garcia er al 1996: Melena,

'

1997; Tassanakajon et al, 1997).

Los marcadores de tipo RAPD, al igual que los marcadores de tipo microsatélite,
son mds y mds utilizados para identificar los cromosomas asociados a los caracteres de
interés, sca esto por la via de téenicas de hibridacion in sine realizadas en cartotipos o por
la via del andlisis de la segregacion de marcadores cruzando lineas: los marcadores
lHlevados por un mismo cromosoma segregarin de manera conjunta mads frecuentemente.
Teniendo en cuenta la existencia de fendmenos de crossing over entre las cronxitidas
correspondientes a un par de cromosomas es sin embargo posible que marcadores
asociados a4 un mismo cromosoma puedan segregar separadamente en el curso de la
meiosis. En estas condiciones. mientras mds cerca se encuentre un marcador a un gen
implicado en un fenotipo. mds frecuentemente seri observado en asociacion con ¢l
fenotipo, lo que corresponde al concepto de QTL (Quantitative Trait Locus) (Edwards ¢
al, 1987; Paterson er al, 1988). La identificacion de marcadores de un QTL abre por lo

tanto la via a la caracterizacion molecular del locus y subsecuentemente a i identificacion



del gen responsable del caracter, o miis precisamente responsable en parte del caracter, va

que de hecho varios QTLs corresponden generalmente a un caracter cuantitativo.

1.3. Marcadores inmunitarios _del camaron.

Mientras que las cuahidades de crecimiento fueron consideradas desde Taantiguedad
para la domesticacion y la seleccion de animales domésticos. los criterios inmunitarios han
sido tomados muy poco en cuenta. esencialmente porque los procesos infecciosos ¢

inmunitarios fueron desconocidos.

En lo que concierne a programas mds recientes de seleccion de animales
domésticos, la capacidad mmunitaria no ha sido tampoco considerada debido o que es
posible obtener resistencia a enfermedades por medio de la vacunacion. En el caso de las
plantas, micialmente los programas de scleccion fueron dirigidos bisicamente al eriterio de
crecimiento, lo que condujo sin embargo a problemas de contraseleccion con sensibilidad
insectos y patogenos. Debido a problemas de resistencia a msecticidas, fungicidas y
bactericidas, y teniendo en cuenta la imposibilidad a tratar las virosis, existe actualmente
un creciente esfuerzo de investigacion con numerosas aplicaciones en ¢l campo de la

seleccion de cepas resistentes.

En el camaron se han desarrollado varios ensayos para evaluar la respuesta
inmunitaria (Munioz, 1996: Tapia, 1997). estos indicadores o marcadores inmunitarios
podrian ser criterios de seleccion muy objetivos y facilmente aplicables en programas de

seleccion, sobretodo al relacionarlos con marcadores genéticos.
1.3.1. Hemogramas.

Los tipos hemocitarios pueden ser definidos en base a criterios estructurales,
citoquimicos, antigénicos y funcionales. En los crusticeos existen tres tipos de hemocitos
morfologicamente distintos que pueden ser clasificados como hialinos. semigranulosos v

granulosos (Figura 24) (Rodriguez er al, 1995; Soderhall & Smith, 1983: Tsing. 1987).



La cantidad f::n que los hemocitos se encuentran en la hemolinfa varia de acuerdo a
procesos naturales como cambios fisioldgicos, el ciclo de muda o el sexo v.
conscecuentemente, pueden constituir un marcador del estado hsiologico ¢ mmunitano de
los camarones (Tsing, 1987). Esta cantidad podria ser un factor determimante ¢n la
capacidad de defensa del camaron. Existen evidencias en este sentido en moluscos. en los
que poblaciones caracterizadas por su alto contenido hemocitario han mostrado resistencia

a enfermedades (Mialhe, com. per.).
1.3.2. Cuantificacion del anién superoxido.

La fagocitosis es la mds comun de las reacciones de defensa celular v constituye.
junto con otros componentes humorales, la linea de defensa inicial cuando un elemento
extrano ha sobrepasado la barrera fisica de la cuticula (Soderhall & Cerenius,

1992).(Figura 25).

Ademids de los procesos digestivos enzimiiticos propios de la fagocitosis, se
observan en las c¢€lulas fagocitarias otros fenémenos que conducen a la formacion de
radicales de oxigeno. altamente reactivos v toxicos. Este proceso oxidativo es conocido
como choque respiratorio y se caracteriza por el incremento de la actividad metabolica de
los fagocitos como respuesta a estimulos provocados por particulas fordneas. Durante ¢l
choque respiratorio el oxigeno es reducido parcialmente en anion superdxido. que por un
proceso de dismutacion, puede ser convertido en peroxido de hidrdgeno: otras reacciones
formarin el singlet de oxigeno. el radical hidroxilo e hipohaldgenos. Estos radicales son

toxicos y ticnen la capacidad de destrar mcroorganismos (Klem, 1982),

El anion superdoxido producido durante el choque respiratorio por los hemocitos
fagocitarios provoca in vitro la reduccion de un compuesto conocido como Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) a una forma insoluble y de color azul oscuro Hamada Formazin. La
cantidad de Formazin producida puede ser determinada por espectrofotometria y utilizada

como indicador de la cantidad de anién superéxido producida por los macréfagos. Este

40
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Iigura 24: Los tipos hemocitarios del camaron.
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principio es utilizado para evaluar la actividad oxidativa de macrofagos y células
fagociticas en diferentes animales (Miiller er al, 1989) y ha sido implementado en P.

vannamei (Munoz, 1990) con los mismos fines (Figura 26).
1.3.3. Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma.

La hemolinfa de muchos invertebrados posee factores encargados de la destruccion
directa de bacterias por medio de mecanismos poco conocidos (Figuru 27). En los
insectos y el limulus, varios péptidos y proteinas con esta funcion han sido aislados y
caracterizados (Hoffman er al, 1992: Mitaya et al, 1989; Nakamura e¢r al, 1988). Una
fuerte actividad microbicida ha podido ser evidenciada en la hemolinfa de diferentes
crusticeos (Chisholm & Smith, 1995; Noga er «l, 1994) y recientemente se ha
caracterizado una nueva familia de péptidos microbicidas en hemocitos de P. vannamet.
(Destoumieux et al, 1997).

Se han desarrollado técnicas para cuantificar el efecto bactericida del plasma en/f.
vannamet (Tapia, 1997). De particular utilidad resulta un método que mide el efecto del
plasma sobre la turbidez de suspensiones bacterianas, y gque permite estimar la inhibicion
del crecimiento bacteriano con relativa sencillez y precision.

1.3.4. Inmunodosificacion de factores plasmiticos.

En ¢l plasma de los crusticeos y otros artrépodos existen una serie de factores

involucrados en los varios mecanismos de la inmunidad. Algunos de ellos han sido

aislados y caracterizados para diversas especies de crusticeos (Kopacek er al, 1993

Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; Rodriguez et al, 1995). Entre ellos podemos encontrar

las aglutininas, opsoninas, macroglobulinas, péptidos antimicrobianos, lactores de

coagulacion y enzimas implicadas en el sistema profenoloxidasa.

Las aglutininas son proteinas o glicoproteinas con capacidad de unirse a

carbohidratos y son consideradas como moléculas que podrian participar ¢n ¢l
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ra 26: Principio de la cuantificacion del anion superovido (Tomado de Munoz, 1990)
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reconocimiento de particulas extraias por parte de los hemocitos (en Soderhall &
Cerenius, 1992) (Figura 28). Adicionalmente, las aglutininas son capaces de¢ causar
lendmenos de aglutinacion celular al unirse a carbohidratos especiticos en L superficie de
dos células. Se han producido anticuerpos monoclonales contra proteinas con capacidad
de aglutinacion en Pjaponicus , los cuales han mostrado reconocer factores similares en

P. vannameit (Rodriguez, 1994).

La alfa2-macroglobulina es una proteina plasmadtica presente tanto ¢n crustdceos
como en mamiferos, es reconocida como un factor importante en varios procesos
inmunitarios y se cree que actua en forma similar a los complementos de los vertebrados
(en Muta & Iwanaga, 1996). Se le atribuye participacion en procesos citoliticos en
Limulus (Enghild er al, 1990 fide Muta & Iwanaga, 1996) y funciona como un inhibidor
de proteasas durante reacciones inmunitarias (Figura 29). Se han preparado anticucrpos
monoclonales que reconocen una forma monomérica de 70kDa en el plasma de P.
Japonicus (Rodriguez, 1994); la caracterizacion de dicha proteina sugiere fuertemente que
se trata de una alfa-2-macroglobulina, que es también reconocida en P. vannamet

(Rodriguez, 1994).

Diferentes factores involucrados en la coagulacion han sido wdentificados como
componentes del sistema inmunitario de los crustdiceos (Figura 30). En Limulidae se
conocen cinco de estos factores (Muta & Iwanaga, 1996) y ¢s justamente ¢n este grupo ¢n
donde mids extensivamente se ha estudiado el proceso de coagulacion (Soderhall &
Cerenius, 1992). Estos mecanismos resultan de singular importancia en organismos que.
como los crusticeos, tienen un sistema circulatorio abierto (Soderhiill & Cerenius, 1992).
En P. japonicus se ha detectado la presencia de una proteina plasmadtica de 180 kDa en
condiciones reducidas, que ha sido identificada como un factor de coagulacion y que se

encuentra también en P. vannamei (Rodriguez, 1994).
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La disponibilidad de anticuerpos monoclonales que reconocen los factores
plasmdticos antes mencionados ha permitido poner a punto técnicas de inmunodositicacion

simplificadas tipo dot blot en P. vannamei (Rodriguez & Valenzuela, com. per.).
L4, Seleccion_por_gendtica_cuantitativa.

En lo que concierne a la seleccion por genética cuantitativa hay que considerar
como primer punto umportante que st bien en la mayoria de los c;ls;as los caracteres
cuantitativos son resultantes de la accion de varios genes en diferentes loct. es decir
poligénicos, en una minoria es posible encontrar caracteres cuantitativos que son cl

resultado de la accion de un solo gen, es decir monogénicos.

Para un caracter cuantitativo de origen monogénico, se puede considerar por
cjemplo el caso de una enzima, en la que la diferencia de funcionalidad esti relacionada
con variacion en la secuencia de su promotor o de la parte codilicante del gen. Una
primera situacion corresponde entonces a la posibilidad de caractenizar el gen, como se ha
explicado previamente, ya sea a través de la actividad y/o de la proteina, o a través de
sondas heterologas. Una vez caracterizado el gen es fictl determinar los mecanisimos
correspondientes al fenotipo de interés y sobretodo es ficil disponer de sondas ttiles como
marcadores de seleccion segin el concepto de seleccién asistida por marcadores (SAM)

(Lande & Thompson, 1990).

Muy frecuentemente un caracter cuantitativo puede ser desconocido desde el punto
de vista de sus bases gendéticas, ya sca éste de naturaleza monogénica oo nuis
probablemente, poligénica. En esta condicion la identificacion y la utilizacion de
marcadores gencticos va a permitir caracterizar individuos y luego lincas con los caracteres
de mterés. El mejoramiento progresivo de las caracteristicas de estas lincas es tacilitado en
gran medida por la disponibilidad de estos marcadores (Figura 31) (SAM). Esta seleccion
asistida por marcadores serd mds facil mientras mds corta sea la distancia entre el marcador
y el locus, ya que su segre

gacion comun serid mas frecuente durante la metosis de una

(=
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generacion a la otra en el curso del proceso de seleccion. En el caso de un niucador

correspondiente estrictamente a un locus, lo que corresponde al concepto de QTL. s¢
vuelve posible clonar el locus y secuenciarlo a fin de identificar y caracterizar ¢l gen

implicado total o parcialmente en el caracter fenotipico.

Mientras que en las plantas todos estos conceptos estin ampliamente desarrollados
y han encontrado aplicaciones de interés economico (Bonierbale er al, 1993 Edwards er al.
1987; Pé et al, 1993, Weller er al, 1988; Xiao et al, 1995), en lo que concierne al camaron
la seleccion genética se encuentra en sus inicios, considerando la identificacion de
marcadores para distinguir individuos que tengan fenotipos de interés y, a partir de estos

individuos, establecer lincas a fin de poder emprender programas de selecion.



Figura 31: Lsquema de cruces controlados utilizando

marcadores RAPD.
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II. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Material Bioldgico.

2.1.1. Camarones,

Se utilizaron 100 camarones Penaeus vannamei (entre 24 y 56 g), de los cuales
cincuenta (25 machos, 25 hembras) fueron provenientes de camaroncra y los restantes (25
machos, 25 hembras) provenian del medio natural. Los animales fueron mantenidos en un
tanque del departamento de maduracidon de un laboratorio privado (PLAYAESPEC)
ubicado en Palmar, Peninsula de Santa Elena. Fueron alimentados con una mezcla de
ostra, calamar, mejillon, scallop y balanceado (50% de proteina) a una razén del 15% de la

biomasa.

2.1.2. Control del ciclo de muda y extraccion de hemolinfa.

Después de las 72 horas de permanencia en ¢l tanque se marcaron los anumales con
un anillo en el pedinculo ocular y una etiqueta adherida al cefalotérax, con ¢l fin de

controlar la muda individualmente.

Diartamente se revisaba el-tanque y se registraban la mortalidad y la muda. Cuatro o
cinco dias después de cada muda se realizaron extracciones de hemolinfa utilizando
Jeringuillas de 1 ml de ca.pucidud con 150 pL de anticoagulante (citrato de sodio al 10%).
La hemolinfa fue extraida del sinus ventral, obteniéndose entre 200 y 500 pL de cada

\

camaron. Luego de cada extraceion se colocaba una nueva etiqueta en el celalotorax.

2.2, Caracterizacion _del _genoma.

2.2.1. Protocolo de extraccion de ADN genémico.

*Se coloco la hemolinfa (volumen variable) en un microtubo Eppendorf (capacidad de 1.5

ml) y se centrifugé (5000 rpm, 6 min) en una microcentrifuga (Biofuge 13, Heracus



sepatech).

*Se eliminod el sobrenadante, manteniendo 100 pL de plasma para resuspender los
hemocitos. En este punto se pueden guardar las muestras a -80 grados C durante varias
semanas.  Se anadieron 300 pL de solucion salina (NaCl 0.9%) y se centrifugo (5000

rpm, 6 minutos).

*Sc elimind el sobrenadinte y se anadieron 300 gL de solucion hipotonica (20 m>NT Tris-

HCI, 10 mM EDTA). Se centrifugé (4000 rpm, 10 min) y se eliming el sobrenadante.

*Se anadio 1 mL de reactivo DNAzol (guanidina) mezclando con una micropipeta v se

centrifugo (10000 rpm, 10 min).

*Se recupero el sobrenadante (conteniendo el ADN) y se adicionaron 500 puL de etanol al
100%. Se mezclo la muestra invirtiendo ¢l tubo varias veces, se dejo en incubacion a

temperatura ambiente (1-3 min). ,

*Sc centrifugd (4000 rpm, 2 min) y se realizaron dos lavados con 0.8-1 ml de etanol al
Y5%. Cada lavado consiste en suspender el ADN en ¢l etanol invirtiendo ¢l tubo 3-6
vecees, para luego permitir que el ADN se asiente colocando el tubo en posicion vertical

durante 0,5-1 minutos.

*Se removio el etanol con una micropipeta y se seco el alcohol remanente colocando ¢l tubo

abierto en un desecador conectado a una bomba de vacio.
sFinalmente se resuspendio el ADN en 200 pul. de agua destiladi,

2.2.2. Condiciones de AP-PCR (Alleatory Primed Polymerase Chain

Reaction).

Para determinar las condiciones de la AP-PCR se partio de los protocolos

propuestos por Melena (1997) y Tassanakajon (1997).

)



Se prepard un volumen de reaccion de 50 ul. por muestra, segiin la siguiente tabla

COMPONENTE CANTIDAD/CONCENTRACION
Tampon de reaccion (PROMEGA) 1X
MgCl12 (PROMEGA) 2mM
Taq polimerasa (PROMEGA) 1 U
ANTPs (PROMEGA) 200 uM (cada uno)
Iniciador (EUROGENETICS) 1000 ng
ADN entre 100y 10 ng
Agua qsp 50 uL

*Se adiciond a cada tubo 50 pL de aceite mineral.

Diversas pruebas demostraron que los parimetros tiempo y temperatura
influenciaban en gran medida los perfiles resultantes (presencia y/o ausencia de bandias).
Los trabajos condujeron a la optimacion de un protocolo mis reproducible (ver
Resultados).  Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador Ercomp.

DeltaCycler 1.
2.2.3. Iniciadores.

Se utilizaron dos iniciadores decaméricos (Tassankajon er al.. 1997) para las

reacciones de AP-PCR:

Primer #174: 5" AACGGGCAGG ¥
SPQ
' - *
Primer #456: 5 GCGGAGGTCC 3 S \?
%{,
S
BIBLIOTECA
CENTRAL



2.2.4. Determinacion de perfiles de RAPD.

Los productos de amplificacion obtenidos fueron visualizados en clectroforesis de
agarosa (1.5%) por tincion con bromuro de etido (SIGMA) y comigrados con marcadores
de peso molecular (1 Kb ladder. PROMEGA) para la determinacion de las tallas
respectivas. Se obtuvieron asi dos perfiles RAPD para cada uno de los 12 camarones que

fueron completamente analizados, tanto en términos genéticos como MMuNIArios.

2.3. Cuantificacion de efectores inmunitarios.

2.3.1. Determinacion del hemograma (Munoz, 1996).

«Para facilitar ¢l conteo de los hemocitos, mantenerlos con un buen aspecto morfologico v
evitar la agregacion celular, se diluyeron 15 pll de hemolinfacen 15 pl de formaldebido al
10%. Las muestras pueden ser almacenadas a 4°C un maximo de 24 horas en recipientes

bien cerrados para impedir la evaporacion. ~

*El conteo de los hemocitos fue realizado en un hemocitometro (Neubauer, Erma).
utilizando un microscopio optico provisto de un dispositivo de contraste de fuses

(Olympus BH2, objetivo A20 PL).
2.3.2. Cuantificacion del anion superoxido (Munoz, 1996).

eS¢ colocaron las muestras de hemolinfa recién extraidas (50 pl) en los respectivos hoyos
de una placa de microtitulacion. En cada hoyo se adicioné un volumen igual de MHBSS

2X (Catt12 mM, Mg+t 26 mM).

*Se dejo incubar durante 30 minutos para permitir la fiyjacion de las células en la

microplaca.

*Una vez que las células se fijaron a la placa se eliming ¢l sobrenadante y se adiciond,

cuidadosamente, 50 uL de MHBSS 1X (Catto mM. Mg+t 13 mM) en cada hovo.



*En los hoyos que servian de control para evaluar la actividad bidsica de los hemocitos se
anadieron 50 pL de MHBSS 2X. En los hoyos que servian para evaluar la respuesta de
las células aoun estimulante se anadicron SO pl. de PMA (30ug/ml) preparado en NITTBSS

2X.

*Sc colocaron 50 uL de NBT al 0.24% (preparado en MHBSS 1X sin cloruro de Ca vy
Mg) en todos los hoyos. La concentracion final de Catty Mg*t+. crade 6 mM y 13 mM

respectivamente.

*Se incubaron las placas a temperatura ambiente. durante 2 horas (tiempo requerido para la

reduccion del NBT) en un lugar protegido de la luz debido a que el NBT es fotosensible.

*Se elimind el sobrenadante de la microplaca adicionando luego 200 pL de metanol en cada
hoyo paracdetener Ly reaccion y realizar un primer lavado. Se realizaron dos laivados niis

con 200 puL de metanol al 70 9.

*Se permitio luego secar completamente la placa a temperatura ambiente.

*Para solubilizar el formazdn intracelular se utilizaron 120 pL de KOH (hidroxido de
potasio) 2M y 140 pL de DMSO (Dimethyl Sulfoxide). Utlizando una micropipeta se

disolvia completamente el formazdn.

*Se midio la densidad optica de las placas en un espectrofotometro de microplacas
(Labsystems Multiskan Bichromatie 348) a una longiud de onda de 620 nim. esto permite

cuantificar la cantidad de formazin intracelufar obtenido por accion del anion superoxido.
2.3.3. Cuantificacion de la actividad antibacteriana (Tapia, 1997).

*En una microplaca (Corning Glass Work, Round Bottom, 25850) se mezclaron 10 pL de
la muestra de plasma (5 puL de plasma y 5 L de anticoagulante) con 10 pL. de suspension
bacteriana de Escherichia coli D31 (0,03 D.O. a 540 nm) en medio LB (Lennox L Broth

Base, Gibco BRL)



*Se dejo incubar por | hora a TA.

Es necesario llevar un control de crecimiento bacteriano sustituyendo la hemolinta por 10
L de una solucion de agua de mar al 70%, esterilizada mediante Hiltracion (Gelman

Sciences 4320, 0.2 m) e igualada volumen a volumen con anticoagulante.

*También se considerd un control del plasma para cada muestra con 10 pL de medio de

cultivo LB reemplazando la suspension bacteriana.

*Después de la incubacion se anadio a todos los pozos 200 pl. de medio de culuvo,

completando un volumen final de 220 puL. por hoyo.

Se efectud inmediatamente la lectura en el espectrofotometro de microplacas (Labsystems
Multiskan Bichromatic 348) a una longitud de onda de 540 nm. esta medicion cra
considerada como el tiempo O equivalente al blanco, el mismo que cra restado de Falectura

obtenida luego de 8 horas de crecimiento bacteriano.

*Mediante un cdlculo simple se obtenia el porcentaje de crecimiento bacteriano de cada
muestra, considerando al control bacteriano como el 100% del crecimiento. El porcentaje
de inhibicién de las muestras se obtenia de la diferencia entre el crecimiento bacteriano de

la muestra y del control.

2.3.4. Inmunodosificacion de factores plasmiticos (protocolo de dot blot,

CENAIM).

v

«Se depositaron 2pbl de plasma (diluido 1/7100) en membranas de nitrocelulosa. Las

membranas se secaron a TA (30 min).

*Se incubd con PBS(NaCl 150 mM, KCI 3 mM, KH2PO4 2.5 mM, Na2HPO4 8.5 mMl.

pH 7.2) -leche descremada 5% (p/v) dejando en agitacion suave (60 min, TA).

«Postertormente se ralizaron 3 lavados (3 min ¢/u) con PBS-Tween 20 (0,19)

o~



*Se deposito el primer anticuerpo (monoclonal) y se dejé en incubacion (60 nmun. TA).
*Se aplicaron 3 lavados (3 min ¢/u) con PBS-Tween 20 (0.1%)

*Se depositd el anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina (dilucion 1/10.000 en PBS-

Tween-0,1%-Leche 0.5 %) y se incubd (45 min, TA).
*Se aplicaron nuevamente 3 lavados (3 min ¢/u) con PBS-Tween 20 (0,19 ).
*Se incubd con la solucion sustrato preparada en el momento:

- 33 uL de BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato en 0.5 ml de dimethyl-

formamuida)
- 06 pl. de NBT (25 myg de Nitro Blue Tetrazolium en I ml de agua detonizadi)

- 10 ml de tampon Fosfatasa Alcalina (NaCl 5.84 g/, MgCI12 0.5 g/1. Tris base 12,11 g/l

pkl 9i5).

Nota: Cuando la intensidad de la respuesta es perfectamente visible en los controles
positivos, la reaccion enzimdtica es detenida lavando la membrana con EDTA 2 mM (50

nL de EDTA 0,5 M diluido en 25 ml de PBS).

*Concentracion de los anticuerpos monoclonales (primer anticuerpo) utilizados para cada

factor
-Anti alfa-2 macroglobulina (purificado):  Fdng/ul
-Anti factor de coagulacion (purificado): 84 ng/ul

-Anti aglutinina (sobrenadante de cultivo) 1858 ng/uL



III. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo fue iniciado con un grupo de 100 animales considerando la mortalidad
crénica que es cldsicamente observada en los laboratorios en la actualidad, y que se ubica
en alrededor del 2% por dia. Asi, previendo andlisis de parimetros inmunitarios en tres
periodos de intermuda sucesivos, la duracion de la experimentacion debia ser de alrededor
de seis semanas,con una tasa de supervivencia de aproximadamente el 459, LEn la prictica
esta tasa llego apenas al 30%: esta ligera diferencia podria imputarse al estres adictonal
provocado por la manipulacion periodica de los animales, lo que incluia la puncion para la
recoleccion de hemolinfa. Soélo en 12 camarones fue posible determinar los seis
pardimetros inmunitarios en tres ocasiones, debido a dificultades técnicas que se
presentaron para la determinacion del hemograma y de la actuividad antibacteriana en
algunos animales. Consccuentemente la caracterizacion genética por AP-PCR fue realizada

unicamente en estos 12 animales.

J.1. Protocolo _optimizado de AP-PCR.

La AP-PCR pernutio obtener perfiles de RAPD de los 12 animales con un volumen
de muestra de entre 200 y 500 pL de hemolinfa. La ctapa de polimerizacion fue
programada con cuatro escalas de temperatura para evitar que ¢l iniciador sufra un
calentamiento demasiado brusco lo que, debido a su reducido nimero de nucleotidos.
podria ocastonar una deshibridacion prematura.  Las escalas permiten la clongacion
preliminar de los iniciadores que, una vez extendidos, permanceen hibridados de manera

mucho mas estable.

Sc¢ encontraron varias diticultades téenicas, las mas importantes higadas a la calidad
del agua utilizada para las diferentes reacciones. En efecto, el agua destilada producidia en
¢l laboratorio o algunas aguas para inyeccion compradas en farmacias bajo la torma de
ampollas condujeron a la aparicion de productos de amplificacion en los controles

negativos, lo que sugiere la presencia de ADN bajo la forma de trazas contaminantes. La



adquisicion de agua de calidad ultrapura (PROMEGA) permitio resolver estos problemas
de productos de amplificacion contaminante. Otra dificultad correspondié a los numerosos
cortes eléctricos locales que perturban la programacion del termociclador, lo que a menudo

condujo a la pérdida de ciertas experimentaciones.

Luego de numerosas series de experiencias se obtuvieron perfiles de RAPD sin
problemas de contaminacion, lo que requirid también prestar una atencion particular a la
cuantificacion del ADN. La baja concentracion de las soluciones de ADN obtenidas a
partir de muestras individuales de hemolinfa limito la confiabilidad de Ta cuantilicacion
espectrofotométrica, por lo que se aplicé un método de estimacion por observacion directa
en UV luego de coloracion con bromuro de etidio (Maniatis er al, 1989). La importancia
de tu cantidad de ADN utilizada en las reacciones de AP-PCR ha sido bien demostrada por

Melena (1997).

Considerando la nueva informacion experimental y lo previamente publicado por

Mclena (1997) y Tassunakajon et al. (1997), se establecio la programacion del

termociclador tal como se describe a continuacion:

FASE TEMPERATURA (°C) TIENPO (seg)
Predesnatural. (1) 94 20
Desnaturalizacion 94 5

Hibridacion 36 b 45
Pohimerizacion escala | 46 15
Polimerizacion escala 2 56 15
Polimenizacion escala 3 066 15

Polimerizacion escala 4 72 90

(418!



Polimerizac. final (2) 72 600

Mantenimiento (3) 4 |d

1= Solo para el primer ciclo.
2= Solo para el dltimo ciclo
3= Después de 40 ciclos

id= Indefinido, hasta retirar las muestras.

3.2. Perfiles de RAPD de los camarones analizados.

En base al programa de AP-PCR optimizado, se establecicron los perliles de RAPD
para los 12 camarones para los que fue posible determinar tres veces el conjunto de las seis
pruebas inmunitarias. En las figuras 32a y 32b se muestran los perfiles RAPD utilizando

los iniciadores #174 y #456.

Los perfiles de RAPD incluyen bandas mayores. observadas de mancera
reproducible para cada animal considerado, y bandas menores. cuya observacion es
fluctuante para una misma muestra de ADN de una reaccion de AP-PCR a la otra. Por este
hecho, sélo los productos de amplificacion mayores han sido considerados como
marcadores genéticos, siendo su talla respectiva determinada por referencia a los
marcadores de peso molecular (Tablas la y Ib). Se identificaron dos tipos de bandas ¢n
funcion de su intensidad, fuerte o reducida, lo que podria deberse a la presencia de la
secuencia correspondiente en el genoma del animal, ya sea bajo la forma de homocigoto o
de heterocigoto, respectivamente.  Por otra parte, algunas secuencias podrian ser niis
accesibles que otras a la hibridacion de los iniciadores, lo que explicaria la presencia de nis

producto de amplificacion en algunas bandas.

Tanto para los iniciadores #174 y #456 ciertas bandas fucron observadas ¢n casi
todos los camarones analizados, lo que indica la tendencia monomorta de estos

marcadores. Sin embargo. también se detectaron marcadores polimorfos, que permiten

O
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Tabla 1a: Descripcion de los perfiles de RAPD de los 12 camarones analizados, primer #174.

7T Hsil 11Hsil 14Hsil 12Msil 19Msil | 25Msil | 12Heam | 17Heam | 25Heam | SMcam | 11Mcam | 12Mecam
1000-1500 ] 1000-1500
1000-1500
1000-1500 | 1000-1500 1000-1500
1000 1000
750-1000 | 7501000 | 750-1000 750-1000 750-1000 | 750-1000
75()I 750 750 750
500-750
500-750 S00-750 500-750 | 207X 500-750 | S00-750
500-750 500-750
500 500 500 500
250-500 | 250-500 | 250-500 | 2s50.500 | 250-500 ax)-
250-500
250-500
250 250 250 250 250
<250 <250 <250
<250 <250
<250 <250 <250 <250 <250 <250

)



Tabla 1b:

Descripcion de los perfiles de RAPD para los 12 camarones analizados, primer #456.

7 Hsil 11Hsil 14Hsil 12Msil 19Msil 25Msil 12Hcam | 17Hcam | 25Hcam | SMcam | I11Mcam | 12Mcam
1500 1500
750- 1000 750-1000 | 750-1000 750-1000
500-750 500-750 500-750 S00-750
250-500) 25()-5(X) 250-500 i 250-500
250-500 250-500 250-500 250-500 250-500 250-500
250-500 250-500 | 250-500 250-500
250-500 )X 250-500 250-500 250-500 250-500 250-500
<250 <250 <250 <250
<250 <250
<250 <250

Subrayado: Bandas de intesidad fuerte.

Las bandas que se representan al mismo nivel tienen efectivamente la misma talla.

U’s.
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distinguir practicamente cada camardn a partir de un solo pertil RAPD obtenido con un

iniciador dado.

3.3. Valores individuales de los efectores inmunitarios.

Los andlisis de los efectores inmunitarios fucron practicados tres veces a fin de
evaluar su variabilidad temporal, siendo ¢l objetivo determinar si es posible reconocer
camarones con valores inmunitarios permanentamente superiores. Tal superioridad podria
ser de naturaleza genética y, por consecuencia, corresponder a criterios para emprender una

scleccion de tipo cuantitativa para camarones con mejor capacidad defensiva.

En la prictica, las muestras de hemolinfa fueron obtenidas la primera ocasion para
80 camarones, la segunda para 53 y la tercera para los 30 animales supervivientes. En
efecto, como se indicéd anteriormente, la tasa de mortalidad de la experimentacion fue
ligeramente superior a la clisicamente observada en los laboratorios, alcanzindose una
supervivencia final del 30%. Los resultados de la produccion de anion superoxido v
hemograma de los animales muertos en el curso del ensayo se presentan en el anexo It
tnicamente estas dos pruebas se aplicaron a ellos con el fin de economizar, ya que son las
unicas realizadas inmediatamente después de tomada la muestra.  Finalmente. solo fue
posible para 12 camarones determinar en cada ocasion los 6 valores de los efectores
inmunitarios. Todos los valores son presentados en el anexo Il. pero la informacion

referente a los citados 12 camarones constituye el objeto central del presente anilisis.

A fin de poder integrar los valores de los diferentes tipos de prucbas. los resultados
de cada una de ellas fucron transformados en porcentajes para ser expresados de manera
homogénea en forma de un indice de capacidad inmunitaria (Tabla 2). Ademds se expreso
numcricamente la variabilidad tanto individual como temporal de cada prueba en forma de
dos coclicientes: el coeficiente de variabilidad individual (CV1), correspondiente a L razon
entre la desviacion estandar y la media tomando como datos las medias de los tres valores

de cada animal, y el coeficiente de variabilidad temporal (CVT) para cuyo cilculo se obtuvo



Tabla 2. PORCENT AJE RELATIVO(1) DL SEIS PRUEBAS INMUNITARIAS PARA 30 REPRODUCTORES SUPERVIVIENTES DURANTLE TRES CICLOS DE MUDA.

CLAVENBT1 NBT2|NBT3/HEMOI| HEMO2 HEMOY ABI AB2AB3 [ALFAL ALFA2 ALFA3 CLOT1 CLOT2 CLOT3 AGLUT AGLU2) AGLU3_INDICE GLOBAL

?.2.\1@;‘{1'_ 100 4 4 39 12
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toMeam 71 35 [ 16 | 3 | 27 | o [Nc[as |30 50 [ s | s |25 [ 25 35 [ 25 | 75 | 0 et |
0|
' ‘

30 | NC, \C 59'L50_{'. 1 25 | 0 1 25 | O 0 | 50 627.66
L B i ,,_...,.-.-ﬁ,,l.;d S R R RN R
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Ml 0 8 | 73| 24 | 34 | 3 [NC 52500 75 | w0 | s s 25 25 100 | 25 | 100 oe1ss
O8I 14 20| 32| 24 | 18 | NC |51 eS8 5o | 10| 100 | 75 25 | S 25 | 25 | 75 | 75 sw3s
200t | 35 | 15 | 32 | 85 | 42 | NC |4 S5 s8] 75 | i | 75 | 25 | s0 | 25 | 75 | 25 | 25 RO
20kl | 41| | 11 | 50 | 3 j___.\t‘.mg_'il__i_ 49 4_(3__1 100 l_r_'{_ﬁ_ _';_2_‘_5____:__'_2._2_‘Vj.:i__h__?_jﬁi____s_(_)__l'_25 | 50 7704
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Slam | 2% @ | 0| 42 | 6 | NC[m B[ 75 [ 100 0 0| 25 o 0| 25 [ 25 swe
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(1)=Calculado en base a los valores maximos y minimos de cada prueba
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en primer lugar un coeficiente para cada animal (desviacion estindar/media) tomando como
datos los valores correspondientes a cada ciclo de muda y, posteriormente, se obtuvo la

media de todos estos coeficientes, que correspondia al CVT.
3.3.1. Determinacion del hemograma.

El hemograma fue considerado de manera simplificada. evitindose cuanuficar los
diferentes tipos hemocitarios y limitindose a la determinacion del nimero total de
hemocitos. Tal simplificacion responde al hecho de que el reconocimiento de los tipos

celulares requicre una observacion meticulosa y una gran experiencia del operador.

Los hemogramas mostraron frecuentamente aumentos y reducciones dristicos del
namero de hemocitos en lapsos de 15 dias (CVT=0.48), lo que coresponde a la duracion
promedio de cada ciclo de muda durante el ensayo. El promedio global encontrado tue de
20 millones de hemocitos por mL. El contaje promedio de hemocitos por ciclo permanecio
relativamente estable, aproximadamente 18 millones por mL para el primero, 22' millones
por mL para el segundo y 20 millones por mL para el tercer ciclo de muda. Los contijes
fucron expresados como porcentajes considerando el menor valor (1.000,000
hemocitos/mL) como el 0% y el mayor (51,400,000 hemocitos/mL) como el 100%. Un
valor extremo de 66,800,000 hemocttos/mL no fue establecido como limite del rango ya
que, en base a la informacion disponible, se consideré como una cantidad

excepcionalmente alta.

Nueve animales tuvieron, para los tres andlisis, una media superior a la media
poblacional (7Mcam, | 1Mcam, 7Hsil, 10Hsil, 3Hcam, 12Msil. 19Msil, 21Msil, 25Msil).
Los camarones 7Mcam y 25Msil mantuvieron un nimero de hemocitos alto y relativiimente
estable. EI camaron T0Hs1 presento, en promedio, ¢l mayor nimero de hemocitos,
destacindose un contaje superior a 66 millones de hemocitos por mL lucgo de la tercera
muda.  Se obtuvieron resultados para 20 animales (Figura 33), debido a que para los otros

[0 supervivientes no se pudieron realizar los tres contajes por problemas ocasionales de



aglutinacion celular. El Andlisis de Rangos Multiples de Duncan (ARMD) (Anexo [ no
reveld diferencias significativas (p<0.05) entre los 20 animales, encontrindose un

CVI=0.32.
3.3.2. Cuantificacion del anion superoxido.

El anion superdxido es uno de los radicales de oxigeno producidos por los
hemocitos en el curso del proceso de fagocitosis. Su cuantificacion estd basada en la
reduccion del NBT, realizdndose las lecturas por espectrofotometria comparativamente
cntre dos muestras de hemocitos: estimulados y no estimulados.  El ratio entre los dos
valores es utilizado para determinar un indice. que corresponde a la tasa de estimulacion.
Los valores proximos a | corresponden a animales cuyos hemocitos no reaccionaron a la

estimulacion. Esta prueba es complementaria y, a priori, higada con el hemograma.

Los valores miximos obtenidos fueron relativamente bajos comparados con
aquellos observados en otras circunstancias y en animales de la misma talla (Rodriguez.
com. pers.). Para uno de los animales (11Hsil) la tasa medida en el primer ciclo tue de
4.55, sin embargo este valor no fue tomado en cuenta para establecer el rango de la prueba
por ser extremada e inusualmente alto. En lo que concierne a los animales analizados en ¢l
presente trabajo, Ta produccion de anion superoxido no se mostrad directamente relacionadi
con el hemograma (Figura 42), al menos considerando ¢l nimero de hemocitos sin

distincion de sus tipos: hialinocitos, granulocitos y semi-granulocitos.

Como se indicod anteriormente, ¢b indice correspondiente o cada animal fue
cxpresado luego en un porcentaje, considerando 1y 1.79 como 0y 100% respectviamente.
Esto significa que se considerd a priori como mejor en términos de capacidad inmunitaria,
un indice alto que un indice bajo. Este criterio resulta I6gico si se considera que una mayor
produccion de anion superéxido permite matar mds eficazmente microorganismos. lo que

constituye la base de pruebas andlogas practicadas en vertebrados.



Entre los treinta animales analizados en tres ocasiones (Figura 34). diez presentaron
tasas promedio superiores a la media poblacional de 1.21 (12Mcam, 16Mcam. 24Mcam.
THsil, 10Hsil, TTHsil, 17Hsil, 20Hsil, 19Msil, 21Msil). Segtin el ARMD (Ancxo 1D [a
comparacion del indice de cada animal con el de los otros 29 camarones revelo que en treee
casos habia un indice significativamente superior (p<0.05); el CVI fué de 0.53. mientras

que el CVT fué de 1.19.
3.3.3. Cuantificacion de la actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana para cada camaroén es estimada espectrofotometricamente
en base a la comparacion de suspensiones bacterianas control y de suspensiones
bacterianas incubadas con una muestra de plasma. Si las dos suspensiones tienen la misma
densidad optica esto significa que el plasma carece de antividad antibacteriana, nientras que
la ausencia de crecimiento bacteriano en presencia del plasma corresponde a una mhicion
total. De esta manera una tasa de inhibicion comprendida entre 0 y 100% seri determmada
para cada animal, considerindose este porcentaje de mhibicion como el indice de actividad

antibacteriana.

Es importante considerar que esta prueba se basa no en la utilizacion de una bacteria
patogena del camaron, sino de la bacteria Escherichia coli | escogida en razon de su
extrema sensibilidad a los péptidos antimicrobianos (Tapia, 1996). La eleccion de L. coli
no debe tener consecuencias en la presente aplicacion pues parcee que los péptidos
anuibacterianos de invertebrados son activos contra un gran espectro de bacterias. Ademis.
s importante precisar que las bacteriosis cl;‘ c‘;nnumncs son nuis comunmente sindromes
que afectan el sistema digestivo. No se debe subestimar sin embargo la importancia de la
acuividad antibacteriana del plasma, ya que corresponde a un elemento primordial del
sistema inmunitario anti-infeccioso que protege al animal de septicemias originadas por
lesiones externas o internas.  Adicionalmente se debe recordar que ciertos péptidos
antibacterianos de invertebrados tienen también actividades antifingicas y/o antivirales. por

ejemplo en el caso de las limulas (Muta & Iwanaga, 1996).
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Veinte camarones pudieron ser analizados durante sus 3 mudas (Figura 35). 13
presentaron una inhibicién media igual o mayor que la media poblacional (alrededor del
53%) (2Hsil, THsil, 11Hsil, 18Hsil, 20Hsil, 21Hsil, 8Hcam, 12Hcam, 4Msil, 12Msil.
19Msil, 24Msil, 25Msil). Para un animal (7Hsil) la actividad antibacteriana fue en cada
ocasion del 100%, mostrando ¢l ARMD (Ancexo 1) que La diferencia en Ta actividad
microbicida entre este camaron y los otros es significativa (p<0.05). Se encontraron
niveles interesantes de vartabilidad individual (CVI=0.39) siendo adenmiis esta prueha fa
que mayor estabilidad temporal presento (CVT=0.28). La imposibilidad de determinar
todos los indices antibacterianos en los 30 animales estuvo relacionada con perturbaciones
de la lectura espectrofotométrica, ya sea por una fuerte melanizacion o por presencia de

bacterias contaminantes en el plasma.
3.3.4. Inmunodosificacion de la alfa 2 macroglobulina.

La disponibilidad de un anticuerpo monoclonal especifico de-la alta-2-
macroglobulina, asi como de una téenica de inmunodosificacion de tipo dot blot permitio
clectuar cuantificaciones de esta proteina, que interviene en la regulacion de diversos

factores inmunitarios.

Este tipo de prueba es semicuantitativo en la medida en que es posible apreciar

cinco grados de intensidad de la reaccion (0, 1, 2, 3, y 4) por referencia al color del
producto precipitado en la membrana. Estos valores fueron luego expresados en
porcentajes, 0%, 25%, 50%, 75% y 100% correspondiendo a 0. 1. 2. 3 v 4

repectivinnente,

La inmunodosificacion fue realizada en los 30 animales que sobrevivian aun al
tercer andlisis (Figura 36). Sc observa que varios animales tuvicron indices estables, 1Y
animales con una respuesta promedio mayor a la media de la poblacion, que fue de 2.81
(2Hsil, 7Hsil, 10Hsil, 11Hsil, 17Hsil, 18Hsil, 20Hsil, 21Hsil, 3Hcam, 8Hcam. 12Hcam.

I7Hcam, 18Hcam, 25Hcam, 4Msil, 12Msil, 19Msil, 21Msil. 24Msil). Los camarones
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I8Hsil y 18Hcam fucron los que presentaron mayores cantidades de alfa 2 macroglobulina,
Segun el ARMD (Anexo IlI), I8Hsil y 18Hcam no difieren significativamente (p<0.05) de
21Msil, 10Hsi1l, 2Hsil, 20Hsil y 21Hsil que son los animales con los mayores indices
luego de 18Hsil y 18Hcam. Con respecto a los demis camarones, los indices de estos dos
animales si son significativamente superiores (p<0.05). Esta fué la prueba que menor

variabilidad mostré (CVI=0.17, CVT=0.28)
3.3.5. Inmunodosificacion del factor de coagulacion.

Ll fuctor de coagulacion, que es un elemento primordial del sistema immunitario del
camaron para evitar las hemorragias, fue cuantificado igualmente via dot blot. gracias a L
disonibilidad de un antiuerpo monoclonal apropiado. Al i1gual que para la alfa-2-
macroglobulina, los valores de intensidad observados en la reaccion del anticuerpo. fueron

expresados en forma de porcentajes (Figura 37).

El promedio de todos los valores fue de 1.41. En base a sus promedios
individuales, correspondientes a los tres andlisis, once camarones (16Mcam, 2Hsil, 7Hsil.
I4Hs1l, 3Hcam, [2Hcam, 17Hcam, 4Msil, 12Msil, 21Msil, 24Msil) wvicron una
calificacion mayor que la media global. Los camarones con los valores mds altos fucron
THsil y I7Hcam. EI ARMD (Anexo ) mostré que el 7Hsil no difiere significativamente
(p<0.05) de 17Hcam, pero si de los demds animales. La variabilidad tanto individual
como temporal de la prueba fue medianamente marcada en relacion con las otras

(CVI=0.37, CVT=0.32)
3.3.6. Inmunodosificacion de una aglutinina.

Ll plasma del camardn Povannamei contiene una aglutinina, que es una proteina de
reconocimiento de microorganismos, facilitando la fagocitosis de estos dltimos por los
hemocitos. Esta proteina puede ser cuantificada gracias a la disponibilidad de un
anticuerpo monoclonal especifico, siendo la inmunoprueba utilizada igualmente de tipo dot

blot, como se describié previamente. De la misma manera, se establecio visualimente un
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indice correspondiente al grado de coloracién del dot blot, siendo luego el indice

transformado en porcentaje (Figura 38).

Catorce camarones tuvieron una calificacién mayor que la media general que fue de
2.13 (5Mcam, | 1Mcam, 2Hsil, 7Hsil, 17Hsil, 18Hsil, 25Hcam, 4Msil, 10Msil, 12Msil,
14Msil, 19Msil, 24Msil, 25Msil). 19Msil y 4Msil presentaron las mayores calificaciones;
19Msil resulté ser significativamente diferente (p<0.05) de todos los animales, excepto de
4Msil.  La variabilidad individual encontrada fue similar a la del factor de coagulacion
(CVI=0.37), presentdndose ademds niveles considerables de vanacién temporal

(CVT=0.48).

Cada uno de los factores plasméticos inmunodosificados via dot blot corresponde a
un caracter monogénico, ya que su determinacién se basa en la utilizaciéon de anticuerpos
monoclonales especificos; ellos pueden resultar de la expresion de una o varias copias del
gen correspondiente. La técnica utilizada fue escogida debido a su simplicidad, pero hay
que considerar que condujo a una cuantificacién apenas aproximada, limitada a una escala
de cinco niveles. En términos de su aplicacién sin embargo, resulta més relevante contar
con herramientas de este tipo que utilizar técnicas eventualmente mas informativas, pero

evidentemente mas costosas y laboriosas.

3.4. Andlisis integrado de los efectores inmunitarios y los perfiles de
RAPD.

Cada factor inmunitario fue cuantificado en base a un tipo de prueba, conduciendo a
valores o indices expresados de manera diversa. Se realizé la transformacién ulterior de
estos valores en porcentajes, teniendo en cuenta los rangos de los valores a fin de tener una
homogenceidad de los resultados que permita integrarlos en un indice global, caracteristico
de cada animal, y que refleje su capacidad inmunitaria. De esta manera deberia ser posible
identificar animales con mayor capacidad inmunitaria. Ademads, ¢l hecho de que este indice

individual corresponda a andlisis realizados en tres intervalos de muda, permite considerar
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1jes relativos de hemogramas determinados en tres ciclos de muda para
20 camarones.
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Figura 26: Porcentajes relativos de la cantidad de alfa-2-macroglobulina determinada en

tres ciclos de muda para los 30 camarones supervivientes
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Figura 37: Porcentajes relativos de la cantidad de factor de coaqulacion determinada en

tres ciclos de muda para los 30 camarones supervivientes.
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Fiaura 38: Porcentajes relativos de la cantidad de aglutinina determinada en tres ciclos de

muda para los 30 camarones supervivientes.
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que esta superioridad sea en parte de origen genético. El peso, tnico factor que podria
considerarse vanable para los animales analizados, no presenté una relacion evidente con el

llamado indice inmunitario global (Anexo IV).

Este indice inmunitario fue primeramente concebido adicionando los porcentajes
correspondientes a cada una de las seis pruebas en cada uno de los tres andlisis. De esta
manera para cada animal se estimaron tres indices inmunitanos parciales. Teniemdo en
cuenta que cada prueba puede corresponder a un porcentaje maximo del 100%, los indices
inmunitarios parciales pueden estar comprendidos entre 0 y 600. Estos indices pzrciales

permiten apreciar la variabilidad temporal de la capacidad inmunitaria de cada camarom.

Se consideré ademés un segundo indice inmunitanio llamado indice glob=l, que
corresponde a la adicién de los tres indices parciales de cada animal. Asi, los indices
inmunitarios globales pueden estar comprendidos entre 0 y 1800. Estos indices peermiten

apreciar la vanabihdad individual de la capacidad inmunitania de los camarones.

Es importante considerar que este doble concepto de indice se basa en la hrpdtesis
de que, independientemente de la prueba, el porcentaje méximo corresponde a una
condicién 6ptima para el efector inmunitario, considerado desde el punto de vistz de la
capacidad inmunitania del camar6n. La validez de esta hipétesis dependeré en gran medida
de la determinacion de rangos normales o caracteristicos de la especie, netamemte en
relacién con el estado de desarrollo, procesos fisiolégicos tales como la rmuda y

condiciones de estres.

Los indices parciales de los 12 animales en los que se realizaron todos los znélisis
son presentados en la figura 39. Estos indices se mostraron, para la mayoriz de los
anmimales, variables a lo largo del ensayo. Entre los pocos individuos que tiener indices
parciales estables, uno de ellos (7Hsil) presenta ademas indices parciales supenor=s. La
superiondad de este animal, en términos de capacidad inmunitaria, se aprecia clararmente en

el histograma de los indices globales (Figura 40). El ARMD (Anexo 11) revela dif=rencias
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significativas (p<0.05) entre este camarén (7Hsil) y los tres camarones con los indices
globales menores (5Mcam, 12Mcam y 14Hsil). El perfil RAPD del camarén 7Hsil estd
caracterizado por 2 bandas mayores con el iniciador #174 (= 750 y 500 pb) y por 2 bandas
mayores con el iniciador #456 (= 400 y 250 pb). En conjunto, estos cuatro marcadores

permiten diferenciar a este camarén de todos los demds.

Considerando por una parte el hemograma, la produccién del anién superoxido y la
actividad antibacteriana y, por otra parte el grupo de pruebas tipo dot blot con anticuerpos
monoclonales correspondientes a la alfa-2-macroglubilina, la aglutinina y el factor de
coagulacién, se obtuvieron para cada animal dos subindices globales por la adicién de los
porcentajes respectivos de cada prueba. Cada uno de los dos subindices globales asi
estimados reflejan, al igual que el indice global, la capacidad inmunitana de cada animal
(Figura 41). Consecuentemente, la variabilidad de la capacidad inmunitaria en los 12
camarones estudiados se puede apreciar considerando cualquiera de los dos subindices.
Esta observacion sugiere que la determinacién de un subindice global podria ser suficente

para evaluar la capacidad inmunitana de un camarén.

Meurecy el Urora
BIBLIOTECA
CENTRAL



Indice

160

E
m

A

5 M

Figura

=
=
2
L%

i |

o X
)

9:

Indices inmunitarios parciales

“
=
-
-

calculados para los 12 camarones analizados.

L)
=
o
—

Animal

P B 1 AR Al ™ MDICE PARCIAL 2 ™ INDICE PARCIAI 4
§ P L L S Y !“\ ] ) !"",. ¥ .\l- ! o |.|._.7' AN LAV 4

0
-
()
[N



Indice

Fiqura 40: Indice

&
3
0
=

oo

iInmunitario global calculado para los 12 camarones analizados.

@
L

1 1Hsil

7 =
= (48]
(&)
o] T
o

Animal

B NoIcE Lot

1 /Hcam

Z25Hcam

0
=
o
—

19Msil

25Msil

[



Fraura 41: Vanacion individual del indice inmunitario global y de los subindices
correspondientes a las pruebas cuantificadas via dot blot y via otras pruebas en los 12
camarones analizados.
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CONCLUSIONES

-El presente trabajo constituye el primer estudio que considera simultaneamente la
caracterizacion de marcadores genéticos y la cuantificacion de algunos efectores v

actividades inmunitarios en el camarén Penaeus vannamel.

-Se ha demostrado la factibilidad técnica de realizar simutdneamente la caracter—zacion
genética e inmunitaria de camarones adultos a partir de pequenas muestras de hermohnfa
(200-500 pL.). La originalidad del trabajo resulta de la disponibilidad, por una pari=_ de la
técnica de AP-PCR, que permite caracterizar el perfil RAPD de un camaron a parur de
pocos hemocitos (Melena. 1997) y. por otra parte. de una serie de pruebas cuantzativas
desarrolladas para evaluar la capacidad inmunitaria del camardn igualmente a pzrur de
pocos hemocitos o de pequefios volimenes de plasma (Mufioz, 1996: Tapia. 1996.

Rodriguez et al., en prep.).

-La utilizacién de la técnica de AP-PCR permiti6 obtener perfiles RAPD para 12 amimales
en estudio, lo que confirma su utilidad para caracterizar genéticamente animales 2 nivel
infraespecifico, sin contar con ninguna informacion previa sobre el genoma. A pesa- de los
problemas de contaminacion y reproductibilidad, es posible distinguir algunos prosductos
caracteristicos que son obtenidos regularmente v que pueden por tanto ser consiczrados

como marcadores.

-La aplicacion de la AP-PCR deberd onientarse a la disincion de camarones — nivel
individual y a nivel de lineas. asi como de los productos de cualquier cruce. volvizadose
factible evaluarlos fenotipicamente después de ser culuvados a gran escala bajo Tas =osmas

condiciones ambientales (e.g. en el mismo estanque ).

-Debido a la deteccion de ciertos niveles de vanabilidad individual. pero mavormente 2or su
importancia en términos inmunoldgicos. el hemograma es un pardmetro mnteresante <= ~de ¢l

punto de vista de seleccion. La considerable vanabihdad temporal sin embargo. dificaltaria



su explotacion en términos de identificacion y eleccion de reproductores. El mnterés del
hemograma deberd entonces ser considerado tomando en cuenta los tipos hemocitarios v

conjuntamente con las otras pruebas inmunitarias.

-La variabilidad individual de la produccion de anién superoxido se mostroé mas marcada
que aquella de los contajes hemocitarios. probablemente porque ciertos tipos hemocitarios
estdn mds implicados en la produccion de anién superoxido. La prueba NBT apareceria
como una herramienta a elegir ya que permite analizar un elemento importante del sistema
inmunitario anti-infeccioso, que ademas parece muy variable a escala individual.
Desafortunadamente, esta variabilidad es también temporal, lo que impone la realizacion de
pruebas en varios intervalos de tiempo para integrar los dos niveles de variabihdad v poder

explotarlos en términos de seleccién.

-Al 1gual que la produccion de anién superéxido, la actividad antibacteriana se mostré muy
variable individualmente. La variabilidad temporal es relativamente baja. lo que es
ventajoso para seleccionar animales sin tener que multiplicar el numero y la frecuencia de
andlisis. Se puso en evidencia que un camardn (7Hsil) tenia en cada analisis una acuvidad
del 100%, constituyéndose en un animal evidentemente interesante desde el punto de vista

de seleccion de lineas resistentes.

-La inmunodosificaciéon de la alfa-2-macroglobulina mostré una variahbilidad
partucularmente baja comparativamente a los otros parametros considerados. Esto. v el
hecho de que esta proteina no tiene aparentemente un rol directo frente a agentes patogenos.

reduce su intercs en terminos de seleccion de animales resistentes.

-La variabilidad individual de la algutinina fu¢ medianamente marcada en comparacion con
aquella del anion superoxido. sin embargo se presentd apenas menos variable gue lu
actividad antibacteriana. Su importancia en los procesos de OpsOnizacion v reconociento
bacteriano y la presencia de niveles interesantes de variablidad individual conllevan a

incluirla como un potencial criterio de seleccion de animales resistentes, sin emburzo Jos
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altos niveles de variabilidad temporal podrian constituir una hmitante en este sentioo v su

aplicacion deberd ser complementada con otras pruebas.

-El factor de coagulacion se mostré medianamente variable desde el punto de vista temporal
e individual. El rol de esta proteina. mds bien relacionada con los mecaziismos
antihemorrdgicos indica que probablemente no deberia ser considerada como priorizana en
términos de seleccion de animales resistentes a enfermedades. Es importante sin embargo

no subestimar su importancia como factor de defensa ante danos mecanicos.

-Considerados en conjunto, pareceria que la capacidad de los hemocitos para producir
anion superéxido, la actividad antibacteriana del plasma. la aglutinina. el factor de
coagulacion y finalmente el hemograma constituyen en orden decreciente los parémetros
con mayor variabilidad individual (Tabla 3 y Figura 43). Son por lo tanto estos parcmetros
los que deberan ser considerados prioritariamente para emprender trabajos de seleccion de
camarones con mejor capacidad inmunitaria. Conviene evidentemente confirmar primero
estos resultados, que deben ser considerados como preliminares por el nimero hmizado de
animales que fueron analizados. Convendra también evaluar la validez de las hipotesis
planteadas, que consistieron en considerar que los valores mis elevados correspenden a

condiciones 6ptimas desde el punto de vista de la capacidad inmunitaria.

-La aplicacion de estos andlisis en programas de seleccion a gran escala impordra la
realizacion de un numero extremadamente elevado de pruebas. para escoger entre 1 arios
miles de camarones aquellos con mejor indice inmunitario. Un aspecto practico cruc. < para
la facubilidad de tales programas podria consistir en reducir el nimero de pruebus. . gue
la simplificacién técnica fue va tomada en cuenta durante su desarrollo v optimi. =c1on
Teniendo en cuenta las primeras informaciones sobre la variabilidad de los para=ctros,

seria factible abandonar mnicialmente la inmunodosificacion de la alfa-2-macroglobul:-..:

-Desde un punto de vista estratégico. la domesticacion de camarones y simultinearr=nte lu

seleccion de lineas con mejor capacidad inmunitaria podrian ser focalizadas en lu resi~tencia



a bacterias, ya que los criternios de seleccion pueden ser cuantificados y han presentado una
cierta variabilidad. En términos de investigacion. estos caracteres implicados en la
resistencia a bacterias deberdn ser objeto de estudios de genética cuantitativa: en algunos de
ellos considerando un origen poligénico e indeterminado (genes de enzimas imphcadas en
el metabolismo respiratorio de los hemocitos), y en otros un origen monogénico cuya
determinacion ya estd en curso, como es el caso del gen de la aglutinina vy los genes de
peptidos antimicrobianos de la recientemente caracterizada familia peneidinae (Destomicux
er al.1997). La importancia de esta estrategia en términos economicos es evidente. va que
las bacteriosis devastan las producciones de laboratorios y camaroneras. La obtencion de
lineas resistentes a bacterias permitird también reducir o detener la utilizacion de
antibidticos. cuyos residuos contaminan el medio marino y contribuven a la apanicién de

cepas bacterianas resistentes a estos productos.
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Tabla 3: Medias y desviaciones estandar para las seis pruebas inmunitarias determinadas en 12 camarones.

ANIMAL NBT HEMOGRAMA ANTIBACTERIANO ALFA 2 FACT. COAGULACION AGLUTININA
Media |Desviacién St.| Media | Desviacién St.| Media | Desviacién St. | Media | Desviacion St. | Media | Desviacion St. | Media | Desviacién St. |
SMcam | 14 16.46 23 13.50 42 12.49 67 38.19 17 14.43 58 28.87
11Mcam| 21 21.42 48 46.12 38 16.50 42 28.87 33 14.43 67 57.74
12Mcam| 46 36.08 26 20.02 26 14,01 58 28.87 25 0.00 33 38.19
7Hsil 37 54.74 39 10.82 100 0.00 75 25.00 58 14,43 67 38.19
11 Hsil 44 49.56 s 15.85 57 6.11 78 0.00 23 28.87 50 43.30
14Hsil 9 1535 35 8.59 41 7.02 58 28.87 42 14.43 42 14.43
12Hcam| 11 19.00 32 8.15 63 15.95 75 25.00 50 0.00 25 0.00
17Hcam | 24 21.92 29 11.66 28 30.73 75 0.00 58 14,43 4 0.00
25Hcam | 11 12.08 33 10.48 49 6.66 83 14.43 25 0.00 58 28.87 |
12Msil 18 31.43 59 38.04 e 14.42 75 0.00 42 14.43 67 28.87
19Msil 23 22.97 51 22.65 58 3.61 75 0.00 25 0.00 92 14.43
2 5Msil 29 24.85 46 7.21 68 4.00 58 14.43 33 14.43 7.9 25.00
TOTAL | 25 13.05 37 11.84 53 20.86 68 11.70 37 13.51 55 20.55
C.V.lL 0.53 0.32 0.39 017 0.37 0.37
C.V.T. 1.19 0.48 0.28 0.28 0.32 0.48

C.V.= Coeficiente de variacidn=desviacién estandar/media
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Fragura A2 Variacion individual de los seis efectores inmunitarios en relacion con el indice
inmunitario global en los 12 camarones analizados.
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RECOMENDACIONES

1.- En base al presente trabajo se recomienda emprender un estudio a mayor escala a
fin de, por una parte, conocer mejor la variabilidad individual y temporal de caracteres
inmunitarios y, por otra parte, caraclerizar mejor y mds extensivamente los genomas de
camarones utilizando un mayor nimero de iniciadores. En base a estos resultados.
minimizar e] nimero de pruebas inmunitarias y seleccionar los iniciadores mas

informativos.

2.- Emprender, en base a una colaboracion productores-cientificos, un programa de
seleccidn de camarones con una mejor capacidad de crecimiento y de resistencia. Las
modalidades experimentales dependeran de los socios. pero el esquema de seleccion
podria partir de una preseleccion de un gran nimero de camarones en base a sus tasas
de crecimiento. Considerando los indices inmunitarios se podrin identficar animales
candidatos para iniciar esquemas de cruzamiento y establecimiento de lineas.
Simultidneamente, la obtencién de perfiles RAPD permitird caracterizar las lineas a nivel
genético, controlar los cruces y buscar marcadores moleculares asociados a los

fenotipos de interés.

3.- Emprender estudios acerca de la regulacion de la expresion de genes de pépudos
antibacterianos recientemente identificados en el genoma de P. vannamer . asi como del
gen de la aglutinina para la cual un anucuerpo monoclonal esti disponible. Este estudio
debera conducir a identificar animales en los que los miveles de transcripcion
traduccion de los genes considerados sean mas elevados que el promedio. Sc abririan
asi las vias a un trabajo de seleccion de genética cuantitatuva para el cual los genes v sus
productos de expresion serian bien conocidos. La caracterizacion completa de los
genes y sus secuencias regulatorias revelaria informacion sobre los mecanismos
moleculares de la expresion genética en el camaron, lo que podria ser de gran uthdad

en el desarrollo de sistemas de transformacion genética.
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ANEXOS



Valores de anion superoxido y hemo

Anexo |

o
o

camareonera durante tres ciclos de muda*

ramas de los camarones provenientes de

[CLAVE[NBTI[NBT2[NBT3[HEMOGRAMA IJHEMOGRAMA2[HEMOGRAMA3
I Mcam | 1.09 M M NC M M
3Meam | 135088 | M | TROOOD0 5517000 M
AMceam | 1.25 ] 1.28 M N 2A152000) M
SMcam | 1.26 | 1.04 | 1.03 15872000 JOOHHN) 17200000
oMcam | 1.13 1.4 M 17981000 1 7000000 M
TMcam I 1.29 | 1.16 22578000 25950000 24000000
SMcam | 1.1 M M 22000000 M M
9Mcam| 129] 1.03 | M 30600000 24600000 M
10Mcam| 1.07 | 0.74 | M 21800000 NC - M
II1Mcam| 1.12 | 1.02 | 1.35 16600000 7200000 51400000
12Mcam| 1.36 | 1.65 | 1.08 2 10003000 2356000 1 8OOO0G0
ISMcam| 1.04 | 1.31 M NC NC M
I6Mcam| 1.56 ] 1.28 1.13 27482000 | IOOOEK) JOCKOHN)
17Mcam| 091 | M M 16380000 M M
IRMcam| 1.15] 0.82 M N( QI00000) M
[OMcam| 1.1 I M NC NC M

20Mceam| 1.24 M M TOOLRHHK) M M
22Mcam| 1.08 .03 1.03 VSIS0 0] T2AHKNR) 1 OO0
23Mcam| 1.23 M M [ B200006) M M
24Mcam| 094 | 1.73 | I.15 15127000 21200000 NC
25Mcam| 1.39 M M 1 ROOOO0 M M -
[Hcam | 0.89 | M M 1 7400000 M M
2Hcam | 1.24 | 1.37 M 26200KKK) 1 3400000 M
3Hcam | 086 | 1.27 | 1.23 GUOOUKR) OO0 1 1000000
6Hcam | 1.02 M M NC M M
THcam | 1.11 M M 1 3400000 M M
Rilcam | |18 1.5 | 0.92 2IRHHKN) ISHHHNN) NC
10Hcam| 0.97 | .4 M 24400 1 300000 M

TIHcam| 1.23| M | M HHHKHK) M M
I2Hcam| 1.26 | 0.99 | 0.68 134000 21467000 1400000
I3 cam]| (.93 M M T2OOHHK) M M
I SHcam| 1.24 M M 2IKXHNN) M M
16Hcam| 097 | 1.4 NC H 1NN 21OOONN) LOOOOOO0D
17Hcam| 1.09 | 1.39 | 1.09 19000000 19200000 2000000
[8Hcam| 1.2 | 1.21 | TR832000 3ROOOO) NC
19Hcam| 1.34 | 1.32 M NC S3600000 M

[20Hcam| NC | 1.21 | 1.25 NC 0600000 | 32600000
21 Heari! 1.27 M M 7600000 M M
22Hcam| 115 M M SEO0 hY! M
23 Hcam| 149 M M THHKKK) M M
25Hcam| 1O | 084 1.19 RIS 0000 | RSO 2 1RO

o sc incluyen los animales muertos antes de la tema de 12 primera muestra; NC=no cuantificado;

M=mucrto; HEMOGRAMA=hemocitos/m!




Anexo |

Valores de ani6n superéxido y hemogramas de los camarones provenientes del
mar durante tres ciclos de muda*

CLAVE|NBTI[NBT2[NBT3[HEMOGRAMA IJHEMOGRAMA2JHEMOGRAMA3
IMsil | 128 094 | ™M 16610000 NC M
aMsil [ 0.97 ] 083 | 1.78 11825000 17991000 NC
IMsil [098] 1.04 | M 4300000 38200000 M
[OMsil | 1.06 | 1.44 | 1.06 22400000 34400000 NC
12Msil | 1.43 ] 1 1 20600000 | 50200000 12200000
idMsil | i 1.02 | 0.94 12971000 23261000 1 7400000
16Msil | 1.02] M M 10823000 M M
1I8Msil | 1.06] M | M | 8800000 M M

19Msil | 1191 113 | 1.47 15357000 3R000000 26400000
20Msil | 126 M | M | 28600000 M M
21Msil | 1.54 | 1.45 .06 JTOGOOO0) 1 BOOUOO) [R310:0:9.0.0.8)
2Msil | L1 | LI | M 290412000 8400000 M
23Msil | 113 | 0.92 M 1 TGO 26800000 M

24Msil | 131 12 1093 12400000 14428000 NC
25Msil | 086 | 1.33 [ 1.34 23000000 28000000 21000000
2Hsil | 1.01] 116 | 1.13 1 1200000 1 7800000 NC
6Hsil | NC| M M 18600000 M M
THsil | 098] 1.79 | 1.09 16000000 26400000 18600000
OHsil |086] 093 | M 23800000 16667000 M
10Hsil | 1.13 ]| 1.46 | 1.3 15623000 26400000 66800000
IMHsil [455] 122 1.04 19600000 12800000 3RO0000
I2Hsil | 1.25] M M 6200000 M M
I3Hsil | 161 | 117 | M 21300000 26GKKN) M
14Hsi1l | 0.97 {21 (.93 I S75HNN) 23JO000N) | 6 200HX)
Iolsil | 1.3 ] M M T1SI00000 M M
17Hsil | 092 1.7 11.58 13000000 17300000 19300000
I8Hsil | 1.11 | 1.23 [ 1.25 1 2R000K00 QROOOO0 NC

C1OHlsil | NC | 127 [ 1.4 NC 35300000 37200000
20Hsil | 1.28 [ 1.12 | 1.25 280K 21800 NC
21 Hsil 1.32 1.01 1.0Y 25ROCNN) | SO NC
23Hsil | 105 ] 1.27 ] M | 11680000 NC M

*Nc s¢ inciuyen los amimales muertos antes de la toma de la primera muestra; NC=no cuantificade;

M=muecrto; HEMOGRAMA=hemeocitecs/m!




ANEXO I RESULTADO DE LAS SEIS PRUEBAS INMUNITARIAS DURANTE TRES CICLOS DENMUDA EN O REPRODUCTORES SUPERVIVIENTES
ANIMAL NBTIH NBT2 NBT3I HENMOI HENO2 HENOR AR A2 ABE ALEATL ALEFA2 ALEFAY CLOTI CLOTY CLOTY AGLUT AGLU2 AGLLUR
SMeam 1.26 1.4 1.03 15573 4.000) 17.200) iy 5 46 3 | A () I | L | 3
TMcam | .29 .16 ooyl 25,950 24,000 NC A0 44 | | 3 () s R | 2 3
I IMeam )12 1.02 1.35 16.600) 7.2(0) 51,400 3N 3 35 3 | 1 | | - 4 0] 4
1 2Mcam .36 1.63 1.08 21.UKN) 356 18000 = 2 40 3 | 3 | | | 3 () |
16Meam 1.56 1.28 I.13 27482 14,400 1.000 NC 15 kD) i 2 3 | | i | 3 2
22Mceam 1.08 1.03 I?UJ 20,400 7.200 16,001) NC NC 59 2 2 4 | 2 | 0 3 2
240 eam 0.94 1.73 1.15 15127 21.200 NC NC 55 41 2 2 | 0 | 1 J | |
2Hsl 1.01 1.16 .13 11.200 17.800 NC 6l 70 74 R} 3 3 2 2 i 3 3 2
THx 098 1.79 1.09 16,000 26,400 18,600 1(X) 1(X) 1(X) 4 3 2 . 2 3 3 | 4
10H 1 I3 146 1.34 15.623 26,400 66,800 NC 55 51 i i 4 2 | 1 1 | 4
1 1Hsil ) 4.55 b 22 1704 - 19,600 12,8(K) 3800 ‘ 62 58 50 3 3 i 2 2 0 4 | |
14kl 0.97 .21 0"‘)3 15.750 23400 i 16,200 40 M 48 3 3 1 . S | | 2 2
1 7Hsl 092 1.7 1.58 13.000 17800 19400 ne 52 50 3 4 2 2 1 I 4 | 4
18Hsil LIE 123 125 12800 9800 NC 51 68 56 4 4 3 | 2 1 I 3 3
20010 128 112 125 28,600 21800 NC | 54 55 S8 3 4 3 | 2 ! 3 I 1
21 Hsil 1.32 1.01 1.09  I5800 18.0(X) NC 7 49 46 4 3 3 | 1 | 2 | 2
3IHcam 086 127 123 6,000 44400 11,000 NC 56 NC 4 3 2 2 3 1 | 1 0
SHcam - 118 1.5 092 11800 35400 NC 2% 73 59 3 4 2 2 | 0 4 1 !
12Hcam 1.26 099 068 13,400 21467 16,400 81 55 Al 3 4 2 2 z 2 | | |
I7Hcam  1.09 1.39 1.09 19.000) 19,200 9,000 61 24 0 3 3 3 R} 3 B. | | |
18Hcam 1.2 ‘ 1.2} 1 7832 38,000 ‘ NC ne 55 14 3 4 4 . | 0 2 2 |
25Hcam 108 084 119 11.600 18.800 21,800 53 52 4] 3 3 4 1 | 1 1 3 3
dMsil 097 088 1.78 11.825 17991 NC 54 62 532 2 4 3 2 | 2 4 3 4
I0Msil 106 1.4 1.06 22400 34400 NC 54 40 57 3 1 3 | 1 1 3 3 2
I2Msil 143 ] | 29.600 50.200 12,200 60 88 68 3 3 3 2 1 2 4 2 2
4Msil 1 102 094 12971 23.261 17,400 nc 73 41 3 2 2 2 N 0 3 2 2
19Msil L1913 1.47 15357 38.000 26.400 54 61 '59 3 3 3 | | | 4 3 4
2IMsil 154 1.45 1.06 37.600 18.000 18.000 nc 59 n¢ 3 4 3 | L 2 2 2 2
24Msil 1.31 .2 093 12,400 14,428 NC 66 63 61 3 4 2 2 2 | -+ 2 2
25Msil 0.86 1.24 1.34 23.000 28.000 21.000 64 68 72 J 3 2 2 | | 4 3 2

Hsil=hembra silvestre: Msil=macho silvestre; Hcam=hembra de camaronera: Mcam=macho de camaronera; HEMO=hemocitos/ml x 1X0); NC=no cuantificado. Todos los valores
cxpresados en las umdades en que fueron cuantificados.
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inmunitarias

PRUEBA GRUPOMAYOR | GRUPOMENOR |NO HUBO DIFERENCIAY TODOS DIFIRIERON
NBT 7Hsil 14Msil
HEMOGRAMA X
ACT. BANTIBACTERIANA X
ALFA-2-MACROBLOBULINA| 18Hsil; 18Hcam [ 25Msil; 14Hsil
FACT. DE COAGULACION 7Hsil nd
AGLUTININA 19Msil nd

nd=No hay datos
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Anexo IV: Relacion entre el peso y el indice inmunitario global en 28 camarones analizados

durante tres ciclos de muda
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