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RESUMEN

Objetivo. Determinar la respuesta antioxidante [actividad de superéxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT)] asi como la cuenta total de hemocitos (CTH) y el contenido de proteinas (CP) en camarones
(Litopenaeus vannamei) expuestos a diferentes dosis y cepas de la levadura Debaryomyces hansenii
(DH5, DH6, LL1), y un inmunoestimulante comercial (LAM). Materiales y métodos. Las levaduras
fueron cultivadas y suministradas diariamente en concentraciones diferentes (104 - 106 UFC/
mL) directamente a los tanques de cultivo de los camarones (8 £ 0.2 g) mientras que LAM fue
aplicado una vez a la semana (0.5 mg/L). Los organismos fueron mantenidos bajo condiciones de
laboratorio (28°C, 35%, 80% de recambio diario de agua, dieta comercial para camarén ad libitum).
Los tratamientos fueron distribuidos por duplicado y los resultados evaluados a los 15 dias con un
analisis de varianza y una prueba de Tukey. Resultados. Se registré un CTH significativo (p<0.05)
en los tratamientos con DH6 y LL1 (106 UFC/mL) comparada con el control, mientras que las cepas
DH5 y DH6 revelaron un incremento significativo (p<0.05) de CP con la dosis de 104 UFC/mL.
Los camarones tratados con LAM incrementaron significativamente (p<0.05) los valores de SOD y
CAT. Conclusiones. Los resultados obtenidos demuestran que D. hansenii incrementa la respuesta
antioxidante y CTH en camarones.

Palabras clave: Debaryomyces hansenii, inmunoestimulacién, Litopenaeus vannamei (Source: CAB).
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ABSTRACT

Objective. To determine the antioxidant response [superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activity], as well as the total haemocyte count (CTH), and protein level (CP) in shrimp Litopenaeus
vannamei exposed to different doses and yeast strains of Debaryomyces hansenii (DH5, DH6,
LL1), and a commercial immunostimulant (LAM). Materials and methods. The yeast strains were
cultured and administered daily directly into the shrimp tanks (8 = 0.2 g) in different concentrations
(104 - 106 CFU/mL), while the LAM was administered weekly (0.5 mg/L). The organisms were kept
under laboratory conditions (28°C, 35%o0, 80% daily water exchange, commercial diet for shrimp fed
ad libitum). Each treatment was twice distributed and the results were evaluated through variance
analysis and the Tukey method. Results. A significant THC (p<0.05) was detected for the treatments
with DH6 and LL1 (106 CFU /mL) compared to the control group, whereas strains DH5 and DH6
presented a significant increase (p<0.05) in the value of CP for the 104 CFU/mL dose. SOD and CAT
values increased significantly (p<0.05) for shrimp exposed to LAM. Conclusions. The results of this
study illustrate that D. hansenii increased the antioxidant response, and CTH of shrimp.

Key words: Debaryomyces hansenii, immunostimulation, Litopenaeus vannamei (Source: CAB).

INTRODUCCION

Como todo invertebrado, el sistema inmune
de los camarones peneidos estd mediado
por hemocitos (hialinos, granulares y semi-
granulares) los cuales poseen capacidad
citotéxica y de comunicacién intercelular,
lo que les facilita realizar funciones de
reconocimiento de antigenos, coagulacién,
fagocitosis, melanizacién, formacion de nédulos
y encapsulacién (1). El sistema inmune de los
camarones cuenta también con la presencia
de varios efectores plasmaticos (péptidos
antimicrobianos, histonas, enzimas lisosomales,
proteinas de reconocimiento de glucanos vy
lipopolisacaridos), sistema profenoloxidasa,
y la cascada de coagulacién que favorece la
destruccién de los patégenos (1,2).

Para activar el sistema inmune de los camarones
y describir los mecanismos de funcionamiento
del mismo se han empleado microorganismos
y/o sus derivados (B-glucano, laminarina,
lipopolisacaridos, y péptidoglucanos) (3).
El suministro de estos productos incluido
en el alimento o aplicados en forma directa
(inyeccién, inmersién, bio-encapsulacién, o
intubacién) sugiere que pueden ser usados
como una medida de proteccion en contra de
los patdégenos que afectan al camardn (4).

Levaduras como Candida sake, C. tropicalis,
Debaryomyces hansenii, Rhodotorula rubra,
R. glutinis, Saccharomyces cerevisiae, 'y
Schizophyllum commune han sido empleadas
como activadores del sistema inmune del
camarén (Fenneropenaeus indicus, Penaeus
monodon) y peces (Channa striata, Sparus
aurata) en contra de agentes patdgenos.

Miles et al (5) observd que los bio-productos
derivados de levadura mejoran la respuesta
inmunoldgica de Ch. striata en contra de
Aphanomyces invadans (A. piscicida) causante
del sindrome epizodtico ulcerativo en estos
peces. Los organismos alimentados o expuestos
a las levaduras y/o sus derivados fueron menos
susceptibles a bacterias oportunistas y virus y
ademas presentaron una mejor supervivencia
y crecimiento. Esto resultados sugieren la
posibilidad de usar estos microorganismos como
inmuno-estimulantes y fuente de bio-productos
empleados para ese fin (6-9).

En los crustdceos, muchos mecanismos de
defensa celulares dependen de la produccion
controlada de radicales libres (10), como
respuesta al estrés oxidativo, en donde
el metabolismo aerobio de los crustaceos
genera sustancias reactivas al oxigeno que
son eliminadas por un sistema de defensa
antioxidantequeincluyealasenzimassuperoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa
(10,11). Estos metabolitos también estan
involucrados en el control de agentes patdgenos,
como en la fagocitosis de Vibrio harveyi que
desencadena un incremento de la SOD (10,
12). Reyes-Becerril et al (7) proporcionaron
a cabrilla sardinera (Mycteroperca rosacea)
una dieta enriquecida con D. hansenii (106
UFC/g) para estimular su respuesta inmune
durante el cultivo de este organismo en
un medio con dinoflagelados patdgenos
(Amyloodinium ocellatum). Los organismos
alimentados con esta dieta presentaron una
sobrevivencia significativa mayor comparada
con el grupo control, mostrando ademas niveles
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significativos en la actividad de la enzima SOD
y una relacién importante de este parametro
con la actividad de la enzima CAT. En S. aurata
también aumento la actividad de la SOD al ser
alimentados con una dieta enriquecida con D.
hansenii (106 UFC/g)(8).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
respuesta antioxidante [actividad de superdxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT)] asi como la
cuenta total de hemocitos (CTH) y el contenido
de proteinas (CP) en camarones (Litopenaeus
vannamei) expuestos a diferentes dosis y cepas
de la levadura Debaryomyces hansenii (DH5, DH6,
LL1), y un inmunoestimulante comercial (LAM).

MATERIALES Y METODOS

Cepas de microorganismos e inmunoesti-
mulantes. Las tres cepas experimentales fue-
ron obtenidas de la coleccién de levaduras del
Centro Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
(CIBNOR). Dos de las cepas utilizadas fueron
aisladas del medio marino [Debaryomyces han-
senii (DH5 y DH6)] y la otra de citricos [D. han-
senii (LL1)]. Previo a los bioensayos, las cepas
mantenidas por crio-conservacion (-80°C) fue-
ron descongeladas y cultivadas en placas con
agar YPD (2% dextrosa, 2% peptona, 1% ex-
tracto de levadura, 2% agar) a 30°C por 24 h.
Las colonias fueron extraidas del agar y suspen-
didas en tubo de ensayo con 10 mL de agua de
mar estéril (filtrada con filtros con retencién de
particulas poro de 0.2 um), la suspension de
levaduras fue concentrada hasta alcanzar una
absorbancia de 1.0 a una densidad optica de
540 nm (colorimetro, Linson 3) equivalente a
1x10°2 UFC/mL. Ademas, se empleé laminari-
na (LAM) extraida de la macroalga Laminaria
digitata (Sigma, L-9634) como inmunoestimu-
lante comercial.

Bioensayos. Se usaron dos lotes de camarones
juveniles de L. vannamei (8+0.2 g) provenientes
del laboratorio de larvicultura del CIBNOR. Los
organismos fueron aclimatados durante 15 dias
en tanques de fibra de vidrio de 1500 L con
agua de mar filtrada (5 um) a 28°C y aireacién
continua. Los camarones fueron alimentados
ad libitum mafana y tarde (9:00 y 17:00 h)
diariamente con una dieta comercial (PIASA,
35% de proteina).

El primer bioensayo tuvo una duracién de 15
dias. Los organismos experimentales fueron
seleccionados al azar y distribuidos en tinas de
fibra de vidrio de 60 L (7 camarones/tina) con
agua de mar filtrada (5 um) a 28°C y aireacién
constante. Los tratamientos se hicieron por

duplicado. La alimentacion diaria fue ad
libitum con la dieta comercial y horario antes
seflalados (13). Mediante sifoneo se elimind
diariamente la materia particulada del fondo de
las tinas, recuperando enseguida el volumen
de agua perdido (80%). La temperatura del
agua se registrd diariamente a la misma hora.
Ademas, los organismos estuvieron sujetos a
fotoperiodo natural. Los inmunoestimulantes
se inocularon en el agua del sistema de cultivo
de acuerdo con los siguientes tratamientos: 1)
Control, sin tratamientos; 2 y 3) DH5 (1x10%4, y
1x10% UFC/mL, respectivamente); 4 y 5) DH6
(1x10%4, y 1x10% UFC/mL, respectivamente);
6) LAM (0.20 mg/mL). Las dosis de levaduras
suministradas estuvieron de acuerdo a las
reportadas por Reyes-Becerril et al (7). Las
dosis de laminarina se basaron en el trabajo
de Campa-Cérdova et al (11). La inoculacion
de los tratamientos en el agua de cultivo
se repiti6 después de cada recambio. El
segundo experimento tuvo la misma duracién
y condiciones de cultivo que se sefialaron
en el primer bioensayo. Los tratamientos
utilizados fueron los siguientes: 1) Control,
sin inmunoestimulante; 2, 3, y 4) LL1 (1x10%,
1x10° y 1x10% UFC/mL respectivamente); 5)
LAM (0.20 mg/mL) adicionada cada siete dias.

Extraccion de la hemolinfa. La hemolinfa
se obtuvo en el periodo de intermuda y se
extrajo con jeringas para insulina (27 G x 13
mm) a partir de la region ventral del primer
segmento abdominal. La jeringa se cargd con
una solucién isotonica para camardén y EDTA
como anticoagulante (SIC- EDTA-Na,) (NaCl
450 mM, KCI 10 mM, Hepes 10 mM, EDTA-Na,
10 mM, pH 7.3, 850 mOsm/kg) previamente
enfriada a 4°C (15, 16) en una proporcion 2:1
(2 volimenes de SIC-EDTA por cada volumen
extraido de hemolinfa) (11).

Conteo total de hemocitos (CTH). El CTH
se realizé conforme a la técnica descrita por
Campa-Cérdova et al (11) en donde se aplican
400 pL (1:4) de formaldehido al 4% a 100 pL
de hemolinfa con anticoagulante. Los hemocitos
se cuantificaron en una camara Neubauer,
utilizando un microscopio éptico (400x).

Cuantificacion de proteina (CP). La CP en
los hemocitos provenientes de la hemolinfa
(mg/mL) se determind en un lector de placa y
una prueba de micro-determinacion de proteina
(Bio-Rad, USDA) realizdndose la lectura a una
longitud de onda de 595 nm (8). Se efectud una
curva a partir de los reactivos estandares que
posee la prueba antes senalada.



Pacheco - Efecto de Debaryomyces hansenii en la respuesta antioxidante 2823

Actividad de la superdoxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT). La SOD se
determind por el método descrito por Reyes-
Becerril etal (7,8); Campa-Coérdovaetal (11).
Se utilizd6 NBT en presencia de riboflavina.
Se colocaron 10 pL v/v de hemolinfa y buffer
fosfato de potasio (50 mM, pH 7.8) con 200 pL
de la mezcla de reaccién (0.1 mM EDTA, 13 uM
metionina, 0.75 mM NBT, 20 uM riboflavina,
50 mM buffer de fosfato, pH 7.8). Esta solucion
fue expuesta a luz fluorescente (1 min) o cuando el
control lograra una densidad dptica de 0.2-0.25 a
570 nm.

La actividad CAT se evalué con una prueba
comercial (Sigma, (C-9284). El método
determina el decremento de la concentracién
de perdxido de hidrogeno a una longitud de
onda de 240 nm y un coeficiente de extincion de
40/M/cm. Se considerd que una unidad de CAT
descompone 1 pmol de H;O5/min en 50 mM de
buffer fosfato a pH 7 ajustando la absorbancia de
la solucién a 0.5+0.01. La actividad de CAT fue
expresada en términos de unidades (umoles de
substrato transformado a producto/min) por
miligramo de proteina.

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos
fueron analizados por medio de un analisis de
varianza (ANOVA) de una via para detectar
diferencias entre tratamientos (p<0.05). Se
realizé la prueba de Tukey (HSD) para identificar
diferencias (p<0.05), usando el software Statistica
(Versién 6.0).

Tabla 1. Numero de hemocitos, contenido de proteina,
actividad superoxido dismutasa (SOD) vy
catalasa en juveniles de camarén blanco L.
vannamei expuestos a diferentes cepas y
dosis de D. hansenii o inmunoestimulante

RESULTADOS

Conteo total de hemocitos (CTH). El CTH
obtenido en el presente trabajo tras la aplicacion de
las diferentes cepas y dosis de levaduras se observa
en las tablas 1 y 2. Se detectd un incremento
significativo (p<0.05) en los tratamientos con la
dosis de 1x10% UFC/mL de las cepas DH6 (14x10°
hemocitos/mL) y LL1 (6x10® hemocitos/mL) en
comparacién con los grupos controles (3-4x100
hemocitos/mL). La laminarina y demas dosis de
levadura no generaron incrementos significativos
de CTH comparados con sus respectivos grupos
control (Tabla 1y 2).

Cuantificacion de proteina (CP). El contenido
de proteina de los hemocitos provenientes de
juveniles de L. vannamei expuestos a la dosis de
1x10% UFC/mL de D. hansenii de origen marino
(DH5 y DH6) reveld valores significativamente
mayores (p<0.05) que el grupo control (Tabla 1).
Los camarones expuestos a la cepa LL1 revelaron
fluctuaciones de proteina en los hemocitos en
sus diferentes dosis de aplicacion, sin diferencias
significativas con su respectivo grupo control
(Tabla 2).

Actividad de la superoxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT). La actividad SOD
en hemocitos de L. vannamei expuestos a la
laminarina en el bioensayo 1 revela valores
significativamente superiores comparados con
el grupo control (Tabla 1). Contrariamente, los
organismos expuestos la dosis de 1x10% UFC/mL
de DH5 mostraron valores significativos inferiores

Tabla 2. NiUmero de hemocitos, contenido de proteina,
actividad superdxido dismutasa (SOD) vy
catalasa en juveniles de camardn blanco L.
vannamei expuestos a diferentes cepas y dosis
de D. hansenii o inmunoestimulante comercial.

Bioensayo 2

comercial.
Bioensayo 1
gonteode  Contenido  Actividad  Actividad
de proteina de SOD catalasa
(1x106  “(mg/ml)  (U/mg)  (U/mg)
cel/ml)
5.10 1.70 35.29 3087.30
Control £0.30 +0.09 +1.75 +197.33
oA 7.59 3.30 23.89 1920.38
+1.37 +0.21% +2.06%  +89.28*
B 7.54 2.21 31.00 2674.02
£1.21 +0.37 +3.01 +372.27
oHC 5.95 2.34 30.34 2697.79
+0.16 +0.14* +4.06 +386.80
oHD 13.14 1.86 29.33 2677.34
£1.75% +0.14 1812 +258.01
o 7.40 1.33 45.86 3980.32
Laminarina +1.05 £0.26 £3.43%  £346.32%

;:onteq de Contenido Actividad Actividad
emocitos d tei de SOD tal
(1 x 106 e pro ellna e catalasa
S (mg/ml)  (u/mg)  (U/mg)
3.00 3.03 11.90 1635.77
Control +0.52 +0.51 +7.59 +291.91
4 2.36 2.24 17.99 1018.36
LL1(10%) £0.41 £0.83 £2.76 £600.69
< 3.46 3.57 12.47 1381.99
LL1(10°) £0.65 £0.61 £6.09 +207.50
6 6.04 2.57 14.32 2357.34
LL1(10%) £1.18% £0.06 £1.00 +13.19%
o 2.37 2.43 13.20 2032.70
Laminarina +0.53 £0.12 +5.34 +151.80

Bioensayo 1 = DH5 y DH6 (104 0 106 UFC/mL) y Laminarina (0.05 mg/L).
(*) denota diferencias significativas respecto al control (p<0.05).

Bioensayo 2 = LL1 (104, 105, 0 106 UFC/mL) y Laminarina: (0.05 mg/L).
(*) denota diferencias significativas respecto al control (p<0.05).
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(p<0.05) comparados con el grupo control
(Tabla 1). La cepa LL1 no generd diferencias
significativas en la actividad SOD respecto al
grupo control, presentando valores promedios
desde 12+5 a 18+3 U/mg (Tabla 2).

La actividad CAT proveniente de los hemocitos
de L. vannamei del bioensayo 1 mostraron un
patréon similar al observado en la actividad de
SOD, registrando un incremento significativo
en los camarones tratados con LAM (Tabla 1).
La actividad de CAT obtenida de hemocitos de
L. vannamei expuestos a la cepa LL1 revelan
diferencia significativa (p<0.05) al ser expuestos
a la dosis de 1x10® UFC/mL con respecto al
grupo control (Tabla 2).

DISCUSION

La aplicacion de levaduras en acuicultura se
ha incrementado en los Ultimos afios debido
a su potencial benéfico (14). Tovar et al (15)
reportaron que la incorporacion del 1.1% de D.
hansenii (cepa CBS 8339) en la dieta de larvas
del pez Dicentrarcus labrax, incrementd en un
10% la supervivencia, duplicé el peso respecto
al grupo control y redujo la proporcién de
malformaciones. Yang et al (14) observaron un
incremento significativo en peso y supervivencia
en juveniles de L. vannamei al ser alimentados
con la levadura Rhodosporidium paludigenum
incluida en la dieta al 1%. Shupantharika et
al (16) reportaron un aumento significativo en
la actividad fenoloxidasa en hemocitos de P.
monodon, tratado con B-glucano extraido de
levadura de cerveza. En el presente estudio, el
suministro de la levadura marina D. hansenii via
inmersion a una dosis de 1x10% UFC/mL generd
un incremento de hemocitos circulantes, lo cual
es considerado como un posible aumento en la
capacidad de respuesta inmune del camardn en
contra de virus y bacterias (17). Sajeevan et al
(13) observaron que las células completas de
levaduras proporcionaron a F. indicus un mayor
CTH al usar productos purificados (glucanos) en
su dieta. Esto sugiere que las células completas
de levaduras pueden tener otros elementos que
fortalezcan la respuesta inmune (aminoacidos,
vitaminas, minerales, etc.). Otros trabajos
reportan concentraciones similares que han
demostrado el beneficio de los probidticos
(17,18). Sin embargo, se ha detectado que el
CTH en crustaceos puede presentar variaciones
importantes (19). Ademas, de que puede ser
alterado por estrés, enfermedades y medio
ambiente (20-22).

La mayoria de los probidticos propuestos
en acuicultura pertenecen a los géneros

Aeromonas sp. Bacillus sp, Carnobacterium
sp, Flavobacterium sp, Lactobacillus sp,
Pseudomonas sp, Vibrio sp, y a diferentes
géneros de levaduras como Debaryomyces
sp, Phaffia sp, Saccharomyces sp 'y
Rhodosporidium sp (14). En el presente
estudio, la utilizacion de D. hansenii a una
concentracién de 1x10° y 1x10® UFC/mL
incrementaron el CTH, proteina y CAT. A
pesar que no se incremento significativamente
la actividad SOD respecto al grupo control, en
otros trabajos con probidticos se han reportado
incrementos en la actividad de esta enzima
asociando esta respuesta antioxidante como un
incremento a la tolerancia a estrés oxidativo (17).
La concentracién de probidticos recomendada es
entre 1x10%y 1x108 UFC/mL (18). En este estudio,
la concentracién de 1x10% UFC/mL de D. hansenii
(cepa DH5) increment6 el contenido de proteina,
lo cual podria indicar que otras inmunoproteinas
podrian estar actuando en respuesta a la
levadura (13). Downs et al (23) reportaron que
el incremento en el contenido de proteina en
hemocitos de camardén Palaemonetes pugio
expuesto a estrés por temperatura se debid al
incremento de diferentes proteinas relacionadas
con el sistema inmunoldgico, principalmente
citocinas y chaperoninas.

Un buen estado de salud de los organismos
se ha sugerido que esta asociado a un valor
alto de proteinas presente en los hemocitos y
la hemolinfa, lo cual estd relacionado con el
estado inmune de los mismos (21, 24). Entre las
proteinas detectadas en hemocitos y hemolinfa
se han encontrado moléculas asociadas a la
coagulaciéon, metabolitos moduladores del
sistema inmune, profenoloxidasa, proteinas
de reconocimiento, peneidinas, peroxinecticas,
hemocianina, entre otras (1,25). Laria et al
(21) observaron que el contenido de proteina
en hemolinfa de L. schmitti no se ve afectada
significativamente cuando los organismos
se ven expuestos a diferentes dosis de
formaldehido (10, 25, y 50 mg/L); mientras
que Boonyaratpalin et al (19) observaron que los
niveles de proteina en hemolinfa de P. monodon
disminuyen por el efecto creciente del aflatoxina
contenida en la dieta. Las dosis de 1x10% UFC/mL
las cepas de levaduras marinas D. hansenii, DH5 y
DH6, incrementaron significativamente los niveles
de proteina en los hemocitos de L. vannamei.

El incremento en los niveles de actividad
antioxidante en las células se relaciona con una
rapida respuesta desintoxicante, reflejando en
consecuencia la importancia de las enzimas SOD
y CAT para remover el exceso de Sustancias
Reactivas de Oxigeno (ROS) de la célula (25).
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Los valores de actividad SOD en hemocitos
fueron incrementados significativamente en los
camarones tratados con laminarina presentando
un comportamiento similar en la actividad de
CAT en los camarones tratados con laminarina
y D. hansenii (cepa LL1). Las levaduras, ademas
de aportar B-glucanos, mananooligosacaridos
y otros componentes de la pared celular, son
una fuente de antioxidantes, principalmente de
SOD (7,8). Como era esperado, la laminarina
generd un incremento de SOD y CAT en los
hemocitos de los camarones tratados con este
inmunoestimulante comercial (11), posiblemente
la concentracion de las cepas DH5 y DH6 de
D. hansenii fue insuficiente para obtener un
incremento en la actividad antioxidante. Liu et
al (26) y Guertler et al (27) sefalaron que la
aplicacion de laminarina en Astacus astacus, F.
paulensis, L. schmitti y L. vannamei generé la
activacion de moléculas asociadas al sistema
inmune de estos organismos y los niveles de
SOD. Resulta interesante que la actividad SOD y
CAT muestren comportamientos muy similares,
mostrando la estrecha relacion que existe entre
estos dos componentes del sistema antioxidante.

Existe gran variedad de inmunoestimulantes
comerciales en el mercado. Sin embargo, la
extraccion y purificacion de inmunoestimulantes
de los microorganismos es caro en términos

de energia, tiempo y dinero. Es por ello que la
utilizacion de levaduras en los cultivos, en lugar
de inmunoestimulantes comerciales como los
glucanos, puede reducir el costo de produccion
acuicola y conferir mayor aporte nutricional y
proteccion contra enfermedades potenciales (13).

Los resultados obtenidos en la presente
investigacion mostraron que algunas cepas de D.
hansenii pueden ser empleadas para incrementar
el contenido de hemocitos circulantes en
juveniles de camardn blanco e incrementar
la actividad antioxidante. Sin embargo,
para entender los procesos relacionados
con el sistema antioxidante y el sistema de
defensa del camardn, son necesarios mayores
estudios involucrando la protedmica y técnicas
moleculares para aportar resultados que auxilien
en la busqueda de medidas profilacticas que
disminuyan la incidencia de enfermedades en los
estanques de cultivo.
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