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Resumen

Las peneidinas son péptidos antimicrobianos (AMPs), que actian como componente esencial
del sistema inmunitario de los camarones, participando en la defensa del huésped contra
bacterias y virus. En este estudio se evalu6 el efecto del consorcio de probiéticos compuesto
pot Vibrio diabolicns (i), Vibrios hepatarius (P62) y Bacillus cerens ss (P64) sobre la respuesta
inmunitaria y la supervivencia de camarones juveniles Penaens vannamei desafiados con 177brio
parahaemolyticus patdgeno. Los camarones juveniles se cultivaron por 50 dias, aplicando el
consorcio de bacterias con frecuencia 2 veces/dia. Posteriormente los camarones fueron
desafiados con el Vibrio Parahaemolyticns (Pit A/Pir B) por 48 horas. La expresion de las
peneidinas se realiz6 mediante Hibridacién in situ (HIS) posterior al desafio, con respuesta
de hemocitos infiltrados positivos en el tejido conectivo de distintos érganos, en particular
de los apéndices bucales, estbmago, 6rgano linfoide, y hepatopancreas. La supervivencia de
los camarones juveniles fue de 88,9%, en comparacién al control de 22,1%, demostrando
la influencia positiva de las bacterias probioticas. En conclusion, el consorcio de bacterias
probidticas mostré un efecto protector significativo contra la vibriosis en el cultivo de

camaron Penaens vannamei, cuando fueron desafiados con V7brio parahaemolyticus.
Palabras clave: Camarén; Peneidinas; Probioticos; 17brio parahaemolyticus.

Abstract

Penaeidins are one of the antimicrobial peptides (AMPs) that act as essential components of

the shrimp immune system, playing a key role in host defense against bacteria and viruses. This
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study evaluated the effect of a probiotic consortium composed of 17brio diabolicus (1li), 177brio
hepatarins (P62), and Bacillus cereus ss (P64) on the immune response and survival of juvenile
Penaeus vannamei challenged with pathogenic 17brio parabaemolyticus. Juvenile shrimp were
cultured for 50 days, applying the bacterial consortium twice daily. Subsequently, shrimp were
challenged with ibrio parahaemolyticus (PitA/PitB) for 48 hours. Penaeidin expression was
analyzed through in situ hybridization (ISH) after the challenge, revealing positive infiltrated
hemocytes in the connective tissue of various organs, particularly in the buccal appendages,
stomach, lymphoid organ, and hepatopancreas. The survival rate of juvenile shrimp was
88.9%, compared to 22.1% in the control group, demonstrating the positive influence of
probiotic bacteria. In conclusion, the probiotic bacterial consortium exhibited a significant
protective effect against vibriosis in Penaeus vannamei culture when challenged with 177brio

parahaemolyticus.
Keywords: Shrimp; Penaeidins; Probiotics; 17brio parahaemolyticus.
Introduccion

“Laaplicacién del consorcio de probidticos mejorala expresion de peneidinas yla supervivencia

de camarones Penaeus vannamei desatiados con 17brio parabaenolyticus”.

El camarén blanco (Penaeus vannamei), originario de la costa del Pacifico tropical de América,
se cultiva ampliamente en algunas partes del mundo y constituye una de las especies acuicolas
mas importantes para el consumo humano (Yue et al., 2022). Sin embargo, la produccién
presenta desaffos causados por patdgenos bacterianos de especies de vibrio, los cuales
causan enfermedades recurrentes y emergentes (Flegel, 2012; Tran et al., 2013). Las cepas de
Vibrio parahaemolyticus y otras especies del género 17brio portadoras de la toxina pirA y pirB,
como Vibrio owensii y V'ibrio campbelliz, son altamente virulentas para los camarones peneidos
(Lai et al.,, 2015; Xiao et al., 2017). Estos vibrios son los agentes causantes de la necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND) (Kumar et al., 2021)que ha causado grandes pérdidas en

la supervivencia de camarones, lo que permite buscar estrategias bioldgicas para su control.

La aplicacién de probidticos en la acuicultura y sus grandes beneficios en la salud de los
organismos es considerada uno de las estrategias mas estudiadas (Hai, 2015; Knipe et al.,
2021; Ramirez et al., 2022). Con el uso de probidticos, se han reportado mejoras significativas
en la salud intestinal (Yarahmadi et al., 2022), procesos inmunitarios innatos de los camarones
como la fagocitosis, formacion de noddulos, incrementos en componentes humorales
incluyendo proteinas, sistema profenoloxidasa (proPO) (Lakshmi et al., 2013; Song & Li, 2014)
y generacion de péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) (Balcazar & Rojas-

Luna, 2007). Los AMPs son proteinas catibnicas o anidnicas que atacan microorganismos
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invasores (Tassanakajon etal., 2018). Las peneidinas son unos de los péptidos antimicrobianos
mas abundantes y tienen afinidad por la quitina del camarén, detectaindose en la cuticula
luego de un desafio microbiano (Destoumieux et al., 2000; Munoz et al., 2003). Los ARN
mensajeros (ARNm) de peneidina estan presentes en todos los estadios larvarios, pero varfan

en los niveles de traduccion (Mufioz et al., 2003).
Metodologia
Disefio experimental y tratamientos aplicados a camarones juveniles Penacus vanname:

Los camarones juveniles de Penaens vannamei (3,17 + 0,39 g) fueron aclimatados a temperatura
ambiente y a salinidad de 35% con aireacién continua en tanques de 500 L durante 48 horas.
Previamente, el agua fue filtrada y tratada con UV. Luego, los camarones fueron transferidos
aleatoriamente a 10 acuarios, conteniendo 40 L. de agua de mar, 15 camarones/unidad
experimental y cinco réplicas por tratamiento con el consorcio de probiéticos y 5 réplicas de

control.

Los camarones fueron alimentados con una dieta comercial (5% de su biomasa) dos veces al
dfa durante todo el bioensayo (50 dias). El pienso se mezcl6 con el consorcio de probidticos
P62y P64 (1 x 108 UFC/mL). El probidtico Ili se afiadi6 en el agua a una concentracion de
105 UFC/mL. Para evitar la lixiviacion, el pienso se revistié con aceite de pescado a razén
de 30 mL/kg.

Histopatologia

Se tomaron muestras de camarones antes de la prueba de desafio. Las muestras para histologfa
se conservaron utilizando el fijador de Davidson (330 mL de alcohol etilico al 95%, 220
mL de formol al 37%, 115 mL de acido acético y 335 mL de agua destilada). El protocolo
utilizado para el analisis histologico se basé en la metodologia descrita por (T.A. Bell, 1989)

con ligeras modificaciones.

Se utiliz6 una sonda de ARN marcada con Digoxigenina con expresion positiva de peneidinas
Se hizo énfasis en las lesiones de AHPND, presencia de hemocitos infiltrantes, presencia de
esferoides en 6rgano linfoide, tejido conectivo, glandula antenal, hepatopancreas, intestino,
tejido hematopoyético, musculo, tejido nervioso y corazén. Los grados de severidad de las
lesiones se registraron segun el procedimiento de Panchana et al. (comunicaciéon personal),

que da un valor numérico cualitativo de 1 a 4 segun el grado de gravedad de las lesiones.

Desafio con V7brio Parahaemolyticus en los camarones tratados con probidticos
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A los camarones tratados durante 50 dias se infecté con . parabaemolyticus (cepa BA94C2),

siguiendo la metodologia descrita por (Dominguez-Borbor et al., 2019).

Se realiz6 una seleccion al azar de 5 camarones tratados de cada réplica y se colocé en acuarios
de 20 Litros controlando la temperatura de 30°C, se agregd la suspension bacteriana a una
concentracién de 106 UFC ml'. Se agregaron 20 mL del inéculo bacteriano a todos los
acuarios. El recambio de agua (50%) se realiz6 24 horas después de la infeccion y se determiné
la supervivencia cada 2 horas durante 48 horas. Se tomaron muestras para histopatologia e

HIS de camarones moribundos y supervivientes.
Resultados y discusion
Supervivencia de los camarones juveniles tratados con el consorcio de probidticos

Los camarones juveniles tratados con el consorcio de probiéticos 1li, P62 y P64 obtuvieron
una supervivencia de 88,9% en comparacion al control 22,1% sin tratamiento de probidticos

(Figura 1) determinado a los 31 horas después de la infeccion con el Vibrio parahaemolyticus.

Figura 1. Supervivencia de camarones tratados con probiéticos después del desafio

Estudios similares de (Gullian et al., 2004) report6 que las cepas probidticas 1. hepatarius (P62)
y Bacillus cerens. (P64), usadas en este estudio poseen un efecto inhibitorio contra el patégeno
Vibrio harveyi. Balcazar et al. (2007) indicaron que la administracién del probidtico 177brio
diabolicus (conocido en ese entonces como 7brio alginolyticus) mejora la tasa de conversion

alimenticia, y podria reducir la tasa de enfermedad causada por vibrios.
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Resultados de Hibridacion in situ (HIS)

Se aplico la técnica de HIS a los camarones juveniles de los diferentes tratamientos, con el fin
de observar la expresion del AMP peneidina en los diferentes tejidos por histopatologfa. En
términos generales, se observaron hemocitos infiltrados positivos para peneidinas en el tejido
conectivo de distintos 6rganos, en particular de los apéndices bucales, estomago y tejido

conectivo bajo el epitelio del cefalotorax.

Figura 2. Cuticula y el epitelio del intestino ~ Figura 3. Zona bucal

Los resultados obtenidos en los tratamientos de los camarones juveniles, se complementaron
con las observaciones de signos histopatologicos y la expresion del péptido antimicrobiano
peneidina in situ. La expresion de la peneidina en los diferentes 6rganos es semejante a
lo observado por (Mufioz et al., 2002) quienes detectaron las peneidinas en los hemocitos
circulantes en el sistema vascular del camarén y en diferentes 6rganos, también utilizando
otros métodos de identificacion de la expresion de peneidinas, esta ha sido identificada
en diferentes tejidos del cuerpo de los camarones (Destoumieux et al., 2000). La sefial de
peneidina se detecté asi mismo en los esferoides en el LO, los esferoides representan un
mecanismo importante para secuestrar patogenos en camarones peneidos (Anggraeni &
Owens, 2000; Mufioz et al., 2003).

El estudio argumenta un desarrollo tedrico cientifico significativo contribuyendo a la
comprension de los mecanismos celulares y humorales del sistema inmune de los camarones
que a través de la expresion de uno las peneidinas, categorizados como antimicrobianos
claves en la respuesta de defensa contra los patdgenos, pueden potenciar su respuesta inmune.
Desde la perspectiva practica la adicion de probidticos en la dieta de los camarones puede
potenciar la accion la defenza del sistema inmune repercutiendo en la salud y aumento de la
supervivencia del cultivo. La estrategia de cultivo sigue siendo sostenible en la produccion

y con reduccién del impacto ambiental haciendo posible ser incorporada como parte de
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los protocolos de produccion, considerando que la expresion de las peneidinas puede ser

considerado como un biomarcador util en el manejo de la salud de los organismos cultivados.
Conclusiones

El tratamiento de la aplicacion de probioticos en el cultivo de camarones tiene un impacto
significativo en la expresiéon de las peneidinas consideradas como uno de los péptidos
antimicrobianos AMPs en el cultivo de camardn Penaens vannamer. Se observé una expresion
significativa en la cuticula y la boca, epitelio del intestino de los tejidos del camarén existiendo
una posible relacién con la supervivencia expresada en la prueba de desafio con el patégeno

V. parahaemolitycus.

Se sugiere ampliar el presente estudio a través de la inmunomodulacién y el uso de otros

probidticos excluyentes de vibrios patégenos.

Validar los ensayos del tratamiento aplicado en este estudio en sistemas de cultivo de camarén
(larviculturas y piscinas) a fin de incrementar la confiabilidad en la investigaciéon que permitan

fortalecer la vinculacion entre la academia y la industria acuicola.

Profundizar la comprension de los mecanismos inmunitarios del camarén a fin de seguir

explorando estrategias de inmunomodulacion.
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