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RESUMEN

Antecedentes: Las lectinas actiian como unidades de reconocimiento para facilitar la eliminacion de patd-
genos invasivos en plantas y animales, participan en mecanismos de defensa y actiian como mediadores de
reconocimiento en la respuesta inmune de invertebrados. Existen pocos estudios dirigidos a evaluar el efecto
de inmunoestimulantes sobre la activacion de lectinas en crustaceos. Objetivos: Evaluar la concentracion
de lectina en juveniles de camaron blanco tratados con inmunoestimulantes de origen microbiano y comer-
cial. Métodos: Se utilizaron cinco tratamientos agregados directamente al agua de cultivo cada tercer dia
durante 12 dias: 1) laminarina (0.5 mg ml"'); 2) mezcla 1 (Bacillus tequilensis'y B. licheniformis, 2 x 10%UFC
ml-', proporcion 1:1); 3) mezcla 2 (B. endophyticus, cepa YC3-B y cepa C2-2; 2 x 10 UFC ml, proporcion
1:1); 4) Debaryomyces hansenii (1 x 10 UFC ml™"); 5) control (sin inmunoestimulantes). Después de los 12
dias de tratamiento se tomaron muestras de hemolinfa a las 24, 48 y 72 h para la cuantificacion de lectina
en plasma, para ello se utilizaron anticuerpos monoclonales contra la lectina de Macrobrachium rosenbergii
(MrL). Resultados: A las 24 h posteriores a la Gltima aplicacion del tratamiento, se registraron diferencias
significativas (p < 0.05) en la concentracion de lectina en el plasma de L. vannamei de los camarones ex-
puestos al inmunoestimulante comercial laminarina respecto al grupo control, seguida por la mezcla 1y la
mezcla 2 a las 72 horas después de la aplicacion de los tratamientos. A las 48 h no hubo diferencias signi-
ficativas (p > 0.05) entre los tratamientos y el grupo control. No se encontraron diferencias significativas en
los camarones expuestos a la cepa de D. hansenii respecto al grupo control. Conclusiones: Se observo que
la concentracion de lectina en el plasma de camardn blanco puede incrementarse por el uso de inmunoesti-
mulantes y utilizarse como herramienta bioindicadora de inmunoestimulacion.
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ABSTRACT

Background: Lectins act in plants and animals as recognition units against invasive pathogens, participate
by activating the immune system, and function as recognition mediators of immune response in invertebra-
tes. Few studies have evaluated the effect of immunostimulants on the activation of lectins in crustaceans.
Goals: To evaluate the lectin concentration in juvenile shrimp treated with commercial and microbial im-
munostimulants. Methods: Five treatments were added directly to the culture tanks every third day during
12 days: 1) laminarin (0.5 mg ml™"); 2) mix 1 (Bacillus tequilensis and B. licheniformis, 2x10% CFU ml-, 1:1
proportion); 3) mix 2 (B. endophyticus, strain YC3-B and strain C2-2; 2x10° CFU ml, proportion 1:1); 4)
Debaryomyces hansenii (1x10° CFU ml™); 5) control (without immunostimulants). At day 12, after the last
treatments were added, samples of hemolymph were extracted from shrimp at 24, 48, and 72 h to determine
lectin concentration by the ELISA method, using monoclonal antibodies against Macrobrachium rosenbergii
lectin (MrL). Results: Significant differences (p <0.05) in the lectin concentration were found in shrimp
groups treated with laminarin at 24 h after the last exposure to the treatment, followed by mix 1 and mix 2
at 72 h after exposure to the treatments. At 48 h, treatments did not register significant differences (p >0.05)
when compared to the control groups. Shrimp exposed to D. hansenii did not show significant increase in
lectin concentration compared to the control groups. Conclusions: This study showed that lectin concen-
tration may be increased in plasma of juvenile shrimp and used as a bioindicator tool of immunostimulation.
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INTRODUCCION

Los camarones carecen de una respuesta inmune especifica o adap-
tativa, por lo que dependen de su sistema innato para combatir a los
patdgenos que los afectan. Este sistema incluye la proteccion por
barreras fisicas y la defensa interna mediada por efectores celulares
(hemocitos) y humorales (plasma) (Tassanakajon et al., 2013). Den-
tro del sistema humoral se encuentran las lectinas, que actlian como
unidades de reconocimiento para facilitar la eliminacion de patégenos
invasivos y desencadenar diferentes mecanismos de defensa (Wang
& Wang, 2013; Lu et al., 2017); entre ellos, aglutinacion, fagocitosis
mediada por opsonizacion y encapsulacion de virus, bacterias y hongos
y activacion del estallido respiratorio. Ademas, las lectinas participan en
la activacion del sistema profenoloxidasa y algunas pueden presentar
actividad antimicrobiana (Wei et al., 2012; Li et al., 2014; Xu et al.,
2014ab; Wang et al., 2014).

Los inmunoestimulantes se encuentran disponibles como trata-
mientos alternativos, que actuan como moléculas de alarma para acti-
var el sistema inmune del camaron (Pais et al., 2008). La mayoria son
compuestos quimicos que se encuentran como elementos estructura-
les de bacterias, micelios de hongos y levadura (Alpuche et al., 2005).
Los inmunoestimulantes mas utilizados para evaluar los efectos que
provocan sobre el sistema inmune de camarones forman parte del
grupo de los lipopolisacaridos (LPS), p-1,3/1,6 glucanos y peptidoglu-
canos (Amparyup et al., 2016; Chen et al., 2016).

Los glucanos han sido ampliamente utilizados como inmunoes-
timulantes para aumentar la resistencia de los crustaceos contra las
enfermedades virales (Wilson et al., 2015). Se han realizado varios es-
tudios sobre el efecto de los $-1,3 glucanos en algunos factores de
la respuesta inmune innata de los camarones (Campa-Cordova et al.,
2005; Sukumaran et al., 2010; Sarlin & Philip, 2011; Zhao et al., 2012).
De forma similar, los peptidoglucanos han tenido éxito al ser utilizados
como imunoestimulantes en los camarones (ltami et al., 2002; Purivi-
rojkul et al., 2006; Pan et al., 2015). Ademas, en varias investigaciones
se ha demostrado que las bacterias del género Bacillus pueden esti-
mular la respuesta del sistema inmune o la resistencia al virus de la
mancha blanca (Li et al., 2009; Zhang et al., 2011; Chai et al., 2016).
Sin embargo, son pocos los estudios enfocados en evaluar el efecto
de los glucanos y de los peptidoglucanos de bacterias y levaduras en
la inmunoestimulacion de lectinas en camarones (Sritunyalucksana et
al., 1999; Pais et al., 2008; Bae et al., 2012). Considerando que los
anticuerpos monoclonales antilectina de Macrobrachium rosenbergii
(MrL) (De Man, 1879) presentaron reaccion cruzada con lectinas de
diferentes crustaceos (Pereyra et al., 2009), en este estudio se utili-
zaron anticuerpos monoclonales contra la lectina de MrL para evaluar
el efecto de diferentes inmunoestimulantes sobre la concentracion de
lectina en la hemolinfa de L. vannamei (Boone, 1931).

MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron juveniles de camardn blanco, Litopenaeus
vannamei, obtenidos de los estanques de cultivo del Centro de Inves-
tigaciones Bioldgicas del Noroeste (Cibnor, La Paz, Baja California Sur,
México). Los camarones fueron aclimatados durante 15 dias (antes de
iniciar los experimentos) en tanques de fibra de vidrio de 1,500 | con
agua de mar filtrada (5 pm) a una temperatura de 28 °C y aireacion
constante. Los camarones fueron alimentados diariamente ad libitum
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en la mafanay en la tarde (8:00 am y 5:00 pm) por medio del alimento
comercial marca Piasa (La Paz, B.C.S., México) con 35 % de proteina.

Obtencion de hemolinfa de camardn para la purificacion de lecti-
nas. Previo al bioensayo con inmunoestimulantes, se extrajo hemolinfa
a un lote de 30 camarones juveniles de 8.0 + 0.5 g de peso promedio.
A cada camaron se le extrajo un aproximado de 1 ml de hemolinfa sin
anticoagulante en la base del pleépodo del primer segmento abdomi-
nal, cerca del poro genital. La hemolinfa fue centrifugada a 16,000 g
por 30 min para obtener el plasma, el cual se mantuvo en congelacion
a -4 °C hasta su utilizacion (Alpuche et al., 2005).

Aislamiento y purificacion de lectinas. Las lectinas de L. vannamei
se purificaron por cromatografia de afinidad con una matriz de eritro-
citos de rata lisados y contenidos en una columna de Sephadex G-25
(15 x 2 cm) mediante el método de Alpuche et al. (2005) modificado. La
columna fue equilibrada con solucion salina al 0.9%, a la cual se le apli-
caron 300 pl de plasma de L. vannamei (previamente incubados 20 min
a 37 °C con 300 pl de CaCl, 40 mM) a un flujo de 2 ml min'. Mientras
que el material no retenido fue eluido con solucion salina al 0.9% hasta
que la densidad dptica a 280 nm de las fracciones colectadas (2 ml) fue
menor a 0.001. La lectina fue eluida posteriormente de la columna por
medio de &cido acético al 3%.

Caracterizacion de lectina de L. vannamei. La determinacion de pro-
teinas se realizé por el método de Bradford (1976). Las muestras se
leyeron a una absorbancia de 570 nm y se calcul6 la concentracion de
proteinas en mg ml"' de suero de camaron.

Determinacion del peso molecular de la lectina. Para identificar el
grado de homogeneidad y determinar el peso molecular de la lecti-
na, se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida con urea de
acuerdo al método descrito por Bollag et al. (1996). La lectina purificada
(100 pL o0 25 pL, segun la turbidez de la muestra) fue precipitada con
acetona y acido tricloroacético (TCA) al 20% y fue suspendida en 20
pL de amortiguador de muestra (Tris-HCI 125 mM, urea 6 M, SDS 4%,
glicerol 20%, azul de bromofenol 0.02%, DTT 0.2 M). También se rea-
lizé una electroforesis del suero (fraccién no retenida y fraccion reteni-
da) de acuerdo con el método descrito por Laemmli (1970), en el cual
se utilizan geles de poliacrilamida al 10% y dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). Se usaron 2 pl de agregado de lectina (fraccion retenida),
20 pg de suero y 20 ug de la fraccion no retenida, los cuales fueron
precipitados con TCA al 20 % y acetona, y suspendidos en 15 pL de
amortiguador (Sigma). Posteriormente, fueron sometidos a ebullicion
por 10 minutos. Se utilizaron estandares de peso molecular conocido
con un rango de 6.5 a 205 kDa (Amersham Biosciences, Reino Unido).
La migracion electroforética se realizd aplicando un voltaje constan-
te de 80 V en amortiguador de corrida (TRIS 0.025 M, glicina 0.190
M, SDS 0.2%). El gel se tifi6 con plata mediante el kit Bio-Rad Silver
Stain  (http://www.bio-rad.com/es-mx/product/silver-stains-kits). La
migracion relativa (Rf) de los estandares y la muestra se calcularon
con la formula: Rf = distancia de migracion de la proteina/distancia de
migracion del colorante, y para calcular el peso molecular de la lectina
purificada se construy6 una curva estandar.

Actividad hemaglutinante de la lectina. Se obtuvieron eritrocitos
de raton, rata, conejo, hamster y cuyo del bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM, asi como eritrocitos humanos tipo A, By O del
banco de sangre del Instituto Mexicano del Seguro Social (México). Se
evalué la actividad hemaglutinante de lectinas de camarén con base
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en el método descrito por Alpuche et al. (2005) para Litopenaeus seti-
ferus (Linnaeus, 1767). La actividad hemaglutinante se reportd como el
inverso de la Ultima dilucion que mostré actividad aglutinante visible.
Los ensayos de hemaglutinacion también se realizaron en presencia
de eritrocitos tratados previamente con sialidasa [0.1 U de sialidasa
tipo V de Clostridium perfringens (Sigma Chem. Co., St. Louis, Estados
Unidos)] por 0.5 ml de paquete de eritrocitos incubados a 37 °C por 30
min, usando como control positivo lectina Arachis hypogaea (Linnaeus,
1753) (Sigma), y con tripsina (0.5 mg de tripsina Sigma por 0.5 ml de
paquete de eritrocitos incubados 1 h a temperatura ambiente, usando
como control positivo lectina de amaranto).

Especificidad. La especificidad de la lectina por los aztcares se de-
termind comparando la actividad inhibitoria de varios carbohidratos
(D-Galactosa, D-Galactosamina, N-Acetil-D-Galactosamina, D-Glucosa,
D-Glucosamina, N-Acetil-D-glucosamina, D-Manosa, D-manosamina,
L-fucosa). Se realizaron diluciones dobles seriadas en solucion sali-
na-Calcio del suero de camaron en platos U de microtitulacion y se
incubaron 30 min a 37 °C con 25 pL de azdcares a 400 mM. Inmedia-
tamente después, se afiadieron 25 L de eritrocitos de conejo al 2% en
PBS. La capacidad inhibitoria se expreso en porcentaje de inhibicion,
que corresponde al porcentaje que disminuyo la actividad hemagluti-
nante inicial de 512 UHA.

Preparacion de inmunoestimulantes. La cepa probidtica de leva-
dura Debaryomyces hansenii [(Zopf) Lodder and Kreger-van Rij, cepa
DHHBCS005], que se obtuvo de la Coleccion de Levaduras Marinas del
Cibnor, fue cultivada en 500 ml del medio YPD-caldo (Difco), a 30 °C
durante 48 h. La levadura fue suspendida en agua de mar estéril con
0.9 % de NaCl y se determind la concentracion utilizando una den-
sidad optica de 540 nm en colorimetro (Linson 3) hasta llegar a una
absorbancia de 1 para obtener una concentracion de 1 x 10° UFC ml-.
A partir de la concentracion que se obtuvo, se realizaron las diluciones
requeridas en los bioensayos para utilizar una concentracion final de 1
x 108 UFC ml-.

Bacterias del género Bacillus (B. tequilensis Gatson et al., 2006;
B. licheniformis Weigmann, 1898; B. endophyticus Reva et al., 2002),
que fueron aisladas del intestino de L. vannamei (Luis-Villasefior et al.,
2011) y donadas por el Laboratorio de Patologia del Centro de Investi-
gaciones Bioldgicas del Noroeste, fueron cultivadas en 500 ml de caldo
marino, a 30 °C durante 24 h. Las bacterias fueron suspendidas en
agua de mar estéril con 0.9 % de NaCl y se determin¢ la concentracion
por medio del colorimetro Linson 3, a una longitud de onda de 540 nm
hasta llegar a una absorbancia de 0.7 para obtener una concentracion
de 1 x 10° UFC ml"". A partir de la concentracion obtenida, se realizaron
las diluciones requeridas en los bioensayos para utilizar una concen-
tracion final de 1 x 10° UFC mlI"' de cada una de las cepas bacterias. Se
hicieron dos mezclas de bacterias: mezcla 1, YC5-2: Bacillus tequilensis
(1 x 108UFC ml") y YC3-C Bacillus licheniformis (1 x 108UFC ml'); mez-
cla 2, YC3-B: Bacillus endophyticus (1 x 10 UFC mlI™") y C2-2: Bacillus
endophyticus (1 x 108 UFC ml).

Se utilizo la laminarina (8-1,3 glucano), que se extrajo de la ma-
croalga Laminaria digitata (Hudson) J.V.Lamouroux, como inmunoesti-
mulante comercial (Sigma # Cat. L-9634). Las suspensiones de $-1,3
glucano se mezclaron en 10 L de agua de mar para obtener una con-
centracion final de 0.5 mg ml-.
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Cultivo de juveniles de L. vannamei tratados con inmunoestimu-
lantes comerciales y Debaryomyces hansenii. Se colocaron 5 gru-
pos con 15 camarones cada uno, con peso promedio de 5 = 0.1 g en
tanques de fibra de vidrio con capacidad de 30 L con agua de mar
filtrada a 1 pm con aireacion constante y una temperatura de 28 °C =
0.5. Los 5 tratamientos se agregaron directamente al agua de cultivo
cada 48 h durante 12 dias de cultivo: 1) Control, sin tratamientos; 2)
Laminarina (8-1,3 glucano, 0.5 mg ml"); 3) mezcla 1 (B. tequilensis, 1
x 108UFC ml'; B. licheniformis, 1 x 108 UFC ml"); 4) mezcla 2 (B. en-
dophyticus, 1 x 108UFC ml™"; B. endophyticus, 1 x 106 UFC ml); 5) leva-
dura (D. hansenii, 1 x 108 UFC ml"). Los camarones fueron alimentados
ad libitum con una dieta comercial (Piasa, 35 % de proteina) dos veces
con recambio de agua diario del 60%. Los tratamientos se realizaron
por triplicado y se tomaron al azar 3 camarones de cada grupo, a las
24,48 y 72 h después de la ultima aplicacion de los tratamientos (dia
12), para la cuantificacion de lectinas.

Obtencion de hemolinfa de camarones tratados. A cada camaron
se le extrajo una muestra de aproximadamente 0.2 ml de hemolinfa de
la base del pledpodo del primer segmento abdominal, cerca del poro
genital. Para evitar la coagulacion de la muestra se utilizd una solucion
anticoagulante (SIC-EDTA). El anticoagulante fue disefiado con base
en los valores i6nicos y osmaticos de la hemolinfa del camarén (450
mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA-Na,, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850
mOsm kg™") de acuerdo con la técnica descrita por Vargas-Albores et al.
(1993). Las muestras se centrifugaron a 800 g-rfc por 10 min a 4 °C
para obtener el plasma, el cual se mantuvo en congelacion a -20 °C
hasta su posterior utilizacion.

Determinacion de la concentracion de lectina. La concentracion de
lectina en la hemolinfa del camardn blanco se determin6 por ELISA en
placas de poliestireno, al utilizar anticuerpos monoclonales contra la
lectina de Macrobrachium rosenbergii (MrL) de acuerdo al método des-
crito por Agundis et al. (2000), con algunas modificaciones. En breve, el
plasma de L. vannamei fue diluido 1/10 en 0.1 M de amortiguador de
carbonato (pH 9.5) y se fij6 al fondo de los pozos con una incubacion de
100 pl de amortiguador de carbonato (pH 9.5) a 37 °C durante una hora
y posteriormente a 4 °C toda la noche; después, las placas se lavaron
cuatro veces con PBS adicionado de 0.01% Tween 20 (PBS-T). Los si-
tios de union inespecificos fueron bloqueados con 300 pl de PBS con
5% de leche descremada e incubados 60 min a 37 °C, para luego ser
lavados 4 veces con PBS-T. Después se agregaron 100 pl de anticuer-
pos marcados con peroxidasa en una dilucion de 1:100 y se incubaron
por 90 min a 37 °C. Las placas se lavaron exhaustivamente con PBS-T
y la reaccion fue revelada al afiadir 100 pl de O-fenilendiamina y H,0,
en 100 mM de amortiguador de citratos (pH 5.6). La reaccion se detuvo
al agregar 100 pl de 3N HCl y las muestras se leyeron a 492 nm en un
lector de ELISA. La estandarizacion de la curva se realiz6 mediante lec-
tina MrL y anticuerpos contra la lectina MrL de acuerdo con el método
descrito por Agundis et al. (2000).

Para confirmar que los anticuerpos monoclonales de MrL recono-
cen ala lectina de L. vannamei se realizd un Western blot. La lectina de
L. vannamei fue separada electroforéticamente en un gel de poliacrila-
mida con urea al 10%, de acuerdo con el método descrito por Bollag et
al. (1996); después fue transferida a una membrana de nitrocelulosa,
como indica el método descrito por Towbin et al. (1979), por medio de
un aparato de transferencia semi-seca (Bio-Rad) a 25 mV por 1.5 h. Los
sitios de union inespecificos fueron bloqueados con PBS-leche toda la
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noche a 4 °C y posteriormente se lavaron con PBS-T varias veces. La
membrana se incubd con anticuerpos contra la lectina de MrL en una
dilucion de 1:100 por 2 h y se lavo con PBS-T. La reaccion fue revelada
al agregar una solucion de 3-3 diaminobenzidina y H,0, en PBS.

Analisis estadisticos. Se realizd la prueba de Kolmogdrov-Smirnov
para verificar la normalidad de la distribucion de los datos, y la prueba
de homoscedasticidad de Bartlett para corroborar la homogenidad de
distribucion de varianzas. Se efectto la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA) de una via para determinar si hubo diferencias significativas
en la concentracion de lectinas en el plasma entre los camarones ex-
puestos a diferentes inmunoestimulantes y el control. Cuando se en-
contraron diferencias, se realizd un analisis posterior de Tukey. Los
calculos estadisticos se realizaron con el programa Statistics v9.

RESULTADOS

Purificacion de lectina. A partir de hemolinfa de L. vannamei se pu-
rificd una lectina mediante cromatografia de afinidad en una columna
de estroma de eritrocitos de rata. La fraccion no retenida no mostrd
aglutinacion de eritrocitos de conejo ni de rata en solucion salina-calcio
al 2 %. En contraparte, la fraccion retenida presentd actividad hema-
glutinante en eritrocitos de conejo y rata, 640 y 320 UHA (unidades
hemaglutinantes por ml de muestra), respectivamente.

205kba —>»

116kDa —
97 kDa
80 kDa

66 kDa
55 kDa

45 kDa

Ll

30 kDa

21 kDa
14 kDa

L
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Se determind el peso molecular de la lectina por electroforesis en
gel de poliacrilamida con urea y tefiido con plata, y se obtuvieron 4 frac-
ciones proteicas de 80 kDa, 61 kDa, 48 kDa, y 33 kDa (Fig. 1). El suero
de camaron aglutind eritrocitos de diferentes especies, en especial eri-
trocitos de raton, que fueron 8 veces mas que los eritrocitos de las otras
especies probadas (conejo, rata, cuyo, hamster y humano). La actividad
aglutinante aumento en presencia de CaCl,, de eritrocitos tratados con
tripisina y algunos tratados con sialidasa (conejo, hamster y humano).

La especificidad se determind al comparar la actividad inhibitoria
de 9 carbohidratos (200 mM) en la hemaglutinacion de eritrocitos de
conejo al 2 %. La D-glucosamina fue el mayor inhibidor de aglutinacion
con un 96.8%, seguido de fucosa con 87.5%, galactosa y glucosa con
75%. Los 5 monosacaridos restantes, N-acetil-glucosamina, galacto-
samina, N-acetil-galactosamina, manosa y manosamina, no inhibieron
la aglutinacion.

Se realizd un Western blot utilizando agregados de la lectina puri-
ficada de camardn blanco y anticuerpos monoclonales contra la lectina
de M. rosenbergiia una dilucion de 1:40, lo cual reveld que los anticuer-
pos monoclonales contra la lectina de MrL reconocen 3 (80, 61 y 48
kDa) de las 4 fracciones purificadas de la lectina de L. vannamei (Fig. 2).

Concentracion de la lectina en plasma de camaron expuesto a
inmunoestimulantes. En la Figura 3 se observan diferencias signifi-
cativas (p <0.05) en los camarones tratados con laminarina respecto

4— 88kDa

«— 64.01kDa
«— 46.16 kDa

4— 33.29kDa

Figuras 1a-b. Electroforesis en gel de poliacrilamida con urea de lectina purificada en la columna de estroma de rata. Carril (a): marcadores moleculares. Carril (b):

lectina purificada de camaron Litopenaeus vannamei (Boone, 1931).
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al grupo control, a las 24 h posteriores a la ultima administracion de
los tratamientos. A las 48 h posteriores a la exposicion de los inmu-
noestimulantes no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)
respecto al control. Los juveniles expuestos a la mezcla 1 (B. tequilen-
sis + B. licheniformis) y mezcla 2 (B. endophyticus + B. endophyticus)
registraron un aumento significativo en la concentracion de lectina a
las 72 h respecto al grupo control. La concentracion de lectina no se
modificé significativamente en los juveniles tratados con la levadura D.
hansenii respecto al grupo control (Fig. 3).

DISCUSION

Los invertebrados poseen lectinas que son proteinas ampliamente
distribuidas en la naturaleza y tienen la capacidad de reconocer de
manera especifica carbohidratos en la superficie celular, desencade-
nando diferentes mecanismos de defensa (Wang & Wang, 2013; Li &
Xiang, 2013). Asimismo, se ha sugerido que las lectinas podrian ser
los precursores funcionales de los anticuerpos en vertebrados, ya que
muestran una gran especificidad por ciertos carbohidratos y porque
estan involucradas en el reconocimiento y eliminacion de patdgenos
(Wei et al., 2012; Li et al., 2014; Xu et al., 2014ab; Wang et al., 2014;
Li etal., 2015).

En este trabajo se utilizaron anticuerpos monoclonales contra la
lectina de M. rosenbergii (MrL) para determinar la concentracion de
lectina en plasma de L. vannamei. Los anticuerpos monoclonales tienen
una alta especificidad; sin embargo, algunos anticuerpos monoclonales
de gran afinidad presentan reactividad cruzada. En una investigacion
realizada por Pereyra et al. (2009), se demostrd que los anticuerpos
monoclonales anti MrL presentan reactividad cruzada con proteinas
presentes en la hemolinfa de Procambarus clarkii (Girard, 1852); Pro-
cambarus americanus (H. Milne-Edwards, 1837); Litopenaeus setiferus
(Linnaeus, 1767) y Pseudothelphusa americana (Saussure, 1857). Sus
resultados sugieren que los anticuerpos reconocen regiones conserva-
das en las moléculas de lectina de estas especies. En la inmunoelectro-
transferencia se identificd que los anticuerpos pueden reconocer 3 (80,
61, 48 kDa) de las 4 fracciones de lectina purificada de L. vannamei,
lo cual implica un reconocimiento del 75% de lectina presente en la
hemolinfa. Es probable que la lectina de M. rosenbergii y L. vanna-
mei compartan epitopes comunes, debido a que las lectinas de estos
crustaceos se consideran evolutivamente bien conservadas (Pereyra et
al., 2009; Luo et al., 2011; Denis et al., 2016). Adicionalmente, en un
estudio realizado por Pereyra et al. (2012), anticuerpos monoclonales
anti MrL de M. rosenbergii detectaron dos subunidades de lectina (42.7
y 66.2 kDa) de Macrobrachium americanum (Bate, 1868), de las 3 su-
bunidades previamente purificadas (86.6, 42.7 y 66.2 kDa), lo cual de-
muestra que el anticuerpo reconoce epitopes conservados en lectinas
de ambas especies.

La administracion de glucanos en la dieta pueden estimular el sis-
tema profenoloxidasa y la aglutinacion de patégenos mediada por lec-
tinas (Sivakamavalli & Vaseeharan, 2014; Sivakamavalli et al., 2015),
las cuales se incrementan después de un reto infeccioso en el camaron
(Bae et al., 2012). Pais et al. (2008) trataron durante 1 h via inmersion a
juveniles de Penaeus monodon (Fabricius, 1798) con 3-glucanos extrai-
dos de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Meyen Ex E.C. Hansen)
a una concentracion de 0.15 mg ml, y observaron un aumento a las
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24 h de postinmersion en los niveles de hemaglutinacion de eritrocitos
de raton al ser expuestos al suero del camardn. De forma similar, en
este estudio los camarones expuestos via inmersion al B-glucano del
inmunoestimulante comercial (laminarina, 0.5 mg ml™") incrementaron
la concentracion de lectina en hemolinfa a las 24 h posteriores al tra-
tamiento.

MWM

Lectina

—

205

116

97
84

- ¢—380kDa

66
95

- 4+—61kDa

15 - ¢—48 kDa

Figura 2. Western blot de lectina de camardn Litopenaeus vannamei (Boone,
1931) y anticuerpos monoclonales contra MrL.
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Figura 3. Concentracion de lectinas en plasma de juveniles de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) durante las 72 h posteriores a la dltima aplicacion de los trata-
mientos (dia 12). Barras verticales indican desviacion estandar. * Diferencia significativa (p < 0.05) respecto al control.

En estudios previos se ha reportado la importancia en la frecuen-
cia de administracion de los inmunoestimulantes, ya sea via inmersion
0 incluidos en el alimento, para que el camarén mantenga un mejor
estado inmunolégico durante su cultivo (Pacheco-Marges et al., 2012;
Chen et al., 2016). En este estudio, la frecuencia de administracion de
los inmunoestimulantes se realizd cada tercer dia, y se encontré que
en los camarones tratados via inmersion con laminarina se indujo un
incremento en la concentracion de lectinas a las 24 h posteriores a
la dltima aplicacion de los tratamientos, seguida a las 72 h por las
mezclas 1 (B. tequilensis y B. licheniformis) y 2 (cepas YC3-B y C2-2
de B. endophyticus). Sung et al. (1994) demostraron que la superviven-
cia de Penaeus monodon puede incrementarse si los camarones se
inmunoestimulan hasta 18 dias antes de un reto con Vibrio vulnificus.
Campa-Cordova et al. (2002) reportaron que no es necesario aplicar
inmunoestimulantes diariamente a juveniles de L. vannamei, ya que
una sola aplicacion incrementa la respuesta inmune de los camarones
durante 7 dias. Campa-Cérdova et al. (2005) utilizaron concentraciones
subletales de Vibrio penaeicida para activar la respuesta inmune en ju-
veniles de L. vannamei, y encontraron que los camarones previamente
expuestos a X-glucano, lipopolisacarido y fucoidan mantuvieron una
respuesta inmune superior al control hasta 10 dias posteriores a la apli-
cacion de los inmunoestimulantes.

Al tratar a los camarones con D. hansenii (1 x 108 UFC ml") no se
detectd un incremento en la concentracion de lectina respecto al grupo
control, lo que sugiere como posible causa una dosis insuficiente de
levadura. En este sentido, Chai et al. (2016) observaron que la suple-

mentacion de Bacillus sp. a concentraciones mas altas de 1 x 107 y
1 x 10° UFC mI" aumentd la expresion del gen de la lectina tipo C en
hemocitos de camardn blanco L. vannamei.

En este estudio se encontrd que la concentracion de lectina en
plasma de L. vannamei se incrementa al exponer a los camarones a in-
munoestimulantes de origen microbiano o comercial, por lo que podria
ser utilizada como herramienta bioindicadora de inmunoestimulacion
en camardn. Se recomienda realizar mas estudios con patégenos de
camaron para determinar si el incremento de lectinas activado por ex-
posicion a inmunoestimulantes es suficiente para inducir resistencia a
enfermedades de origen bacteriano o viral en los cultivos.
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