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RESUMEN

Este proyecto tiene como propdsito diseiar un protocolo de inclusion de extractos de
macroalgas para el mejoramiento de la supervivencia de postlarvas de camaroén del Pacifico
Penaeus vannamei. Con la finalidad de optimizar el proceso de producciéon mediante la
incorporacion de quimio-tratamientos naturales y de bajo impacto ambiental, que podrian
ayudan a reducir el estrés durante el transporte y acortar el tiempo de aclimatacion. El
desarrollo del proyecto se baso en el analisis y descripcion bibliografica de los métodos mas
utilizados en estudios previos, para la extraccidon de compuestos bioactivos de macroalgas
marinas como: 1) ensayos de citotoxicidad, 2) vias de administracion y 3) técnicas para
determinar la actividad inmunolégica y antimicrobiana de los extractos. Seleccionando los
meétodos mas viables para su implementacion en base a diversos criterios de seleccidn
aplicados en los estudios previos. Es importante destacar que el protocolo va dirigido hacia
un proceso industrial donde es necesario optimizar la tecnologia de produccion de manera
que cause un impacto minimo al medio ambiente, es por eso que; nuestra propuesta
promueve las practicas de acuicultura sustentable, posicionandose los extractos de
macroalgas como nuevos agentes de control en una etapa donde los organismos son mas

susceptibles a los cambios ambientales y malas practicas de manejo.

Palabras clave: Macroalgas, compuestos bioactivos, actividad inmunoldgica, estrés,

camaron.



ABSTRACT

This project aims to design a standard protocol (SP) to include seaweed extracts to improve
the survival of Pacific shrimp postlarvae Penaeus vannamei. To optimize the production
process by incorporating natural and low-impact chemo-treatments that could reduce the
stress during transport and cut the acclimatization time. The SP has based on the analysis
and bibliographic description in previous studies. These methods were used to describe
extract bioactive compounds from marine macroalgae: 1) cytotoxicity tests, 2) administration
routes, and 3) techniques to determine the immunological and antimicrobial activity of these
extracts for selecting the most feasible implementation methods. It is important to highlight,
the protocol was directed towards an industrial process. Where it is necessary to optimize
the production technology to cause minimal impact to the environment, and it is why; our
proposal promotes sustainable aquaculture practices. Positioning the seaweed extracts as
new control agents in a stage where organisms are more susceptible to environmental

changes and poor management practices (transport and acclimation).

Key words: Seaweed, bioactive compounds, immunological activity, stress, shrimp.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La demanda de productos acuicolas ha aumentado de forma significativa, alcanzando el
53% de toda la produccion mundial en 2018 y llegando a convertirse en el sector de mayor
crecimiento dentro de la industria alimentaria (FAO, 2020), lo que pone de manifiesto la
importancia de la acuicultura en funcidn de proporcionar alimentos de buena calidad

nutricional a los miles de millones de consumidores que se benefician.

En Latinoamérica la acuicultura presenta un incremento mayor al de otras regiones (FAO,
2018), a pesar del impacto de enfermedades que han generado caidas en los volumenes
de produccion, ha logrado mantenerse estable con el pasar de los afios. Debido al aporte
alimenticio como proteinas, vitaminas y minerales su demanda se ha incrementado en
paises Latinoamericanos y su exportacion a otros paises consumidores como Estados

Unidos, China, Vietnam, entre otros (Varela Mejias & Varela Moraga, 2019).

Ecuador, en el que el sector acuicola es considerado el mas importante de la region segun
(Anderson, Valderrama, & Jory, 2018) por el impresionante crecimiento del cultivo de
camardn Penaeus vannamei. En el 2019 alcanzo las cifras mas altas con un total de 291.5
millones de libras exportadas, generando ingresos de USD 3 375.4 millones (EI Comercio,

2020) y consolidandose como el segundo producto de exportacién no petrolero del pais.

Es necesario recalcar que, debido a la alta demanda de camardn se ha incrementado el
numero de hectareas de cultivo y paralelamente la demanda de postlarvas (PLs).
Anteriormente la acuicultura dependia de semillas silvestres, pero a partir del aino 2002 la
Subsecretaria de Recursos Pesqueros mediante la expedicion de una normativa prohibié la
captura de PLs del medio natural (Acuerdo Ministerial No. 106, 2002), debido al impacto
causado en los ecosistemas acuaticos que trae como consecuencia la aparicion de nuevas

enfermedades que afectan a la produccion.

El sistema de cultivo actual en Ecuador es el resultado de la mejora tecnoldgica del método

desarrollado en el Laboratorio NMFS Galveston, donde sembraron larvas de camarén en

1



criaderos, con la oportunidad de intensificar y controlar las operaciones (Nash, 2011),

promoviendo la idea de un programa de mejora genética (Piedrahita, 2018).

De acuerdo con Zambrano Mero, et al. (2019) “Las condiciones en las que se desarrollan
las diferentes etapas de estos crustaceos son vitales para el logro de su supervivencia”
(p.130). Por eso los laboratorios se rigen bajo condiciones estrictas de bioseguridad y
buenas practicas de manejo (BPM) para obtener larvas de excelente calidad. Durante el
despacho y transporte se debe asegurar que las larvas se encuentren en las mejores
condiciones, para evitar altos niveles de estrés, por la sobre densidad, acumulacion de
metabolitos, movimiento y variaciones de temperatura que pueden causar mortalidad (Jaime
Ceballos, y otros, 2008); (Jory, 2019).

La resistencia bacteriana es un problema que aqueja a los investigadores y a la acuicultura
en general, se intenta erradicar el uso de antibiéticos actuales y cambiarlos por
antimicrobianos de origen natural (EI Wahidi, y otros, 2015), como las macroalgas; cuya
composicidn es rica en macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y sustancias de

naturaleza estimulante y antibiética (Ferdouse, y otros, 2018).

1.1. Descripcién del problema

Las enfermedades de caracter virico, bacteriano, fungico y parasitarias, se han convertido
en el mayor obstaculo para el desarrollo de la industria camaronera en Ecuador y el mundo,
principalmente en la produccion de larvas donde una serie de variables deben ser
consideradas a lo largo de toda la cadena de produccién, con especial énfasis en el
transporte y aclimatacién donde el control de los parametros ambientales es fundamental,
ademas de la manipulacion y movimiento de los organismos en su camino hacia las

camaroneras.

El incumplimiento de los protocolos de bioseguridad y las buenas practicas de manejo pre

y post siembra causan estrés al pasar los organismos desde un ambiente totalmente

controlado a uno semi controlado, afectando su crecimiento y supervivencia. Por otro lado,

el uso indiscriminado de antibidticos para prevenir y tratar enfermedades representa un

peligro inminente para la industria, debido a la resistencia bacteriana y el dafo

medioambiental, no solo para los organismos de cultivo, sino también para las comunidades
2



acuaticas. Asi mismo, los probidticos son muy utilizados actualmente para mejorar la
respuesta inmunoldgica de los camarones y a pesar de que no existe evidencia cientifica
sobre los efectos negativos que pueden producirse durante el cultivo, su mecanismo de

accién no esta claro (Raja, y otros, 2015).

Al ser pocos los quimioterapéuticos que pueden ser empleados para el control de
mortalidades dentro de los criaderos, segun (EI-Din & EI-Ahwany, 2016) existen compuestos
derivados de las macroalgas que tienen un amplio rango de actividad biolégica con
propiedades antioxidantes promotoras de crecimiento, antiestrés, antibacterianas,
estimulantes del apetito y el sistema inmunologico, convirtiéendolos en candidatos ideales

para hacer frente a esta dificultad.
1.2. Justificacién del problema

La importancia de adquirir larvas de buena calidad, representa una gran probabilidad de
éxito en la obtencién del producto final para las camaroneras, por lo tanto, identificar
procesos que resulten efectivos, rentables y con la menor cantidad de componentes toxicos
como los solventes organicos para la aplicacién de extractos de macroalgas como agentes
quimioterapeéuticos, representaria una gran alternativa para optimizar la tecnologia de

produccion, fortaleciendo y promoviendo una industria mas sustentable.

Siendo el sector camaronero considerado como uno de los mas importantes del pais debido
a la cantidad de ingresos que genera, su enfoque deberia estar dirigido a la obtencién de
un producto cuyo un impacto ambiental sea minimo, ya que se estima que en los proximos
afos las enfermedades bacterianas pueden convertirse en el principal problema para la
produccion de organismos acuicolas, asi como para la salud del ser humano, debido a la
resistencia antimicrobiana emergente (FAO, 2017), por lo tanto, continuar con las practicas
tradicionales como el uso de antibidticos o probiéticos como agentes de control biologico,
implica un gran riesgo para el sector aun cuando ha dado buenos resultados (Parmar, y
otros, 2018).

Se ha evidenciado en algunos estudios que extractos provenientes de especies como
Caulerpa racemosa, Ulva lactuca, Gracilaria foliifera, entre otras, contienen propiedades

antioxidantes y actuan contra bacterias patdégenas gram-positivas y gram-negativas
3



presentes en el ambiente (Shimma M., Samh. S, & Mostafa M., 2015), por eso que el empleo

de dichos extractos durante el transporte podria promover la supervivencia y acelerar el

crecimiento de las larvas, acortando asi el tiempo de aclimatacion gracias a la reduccion del

estrés.

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

Objetivos

Objetivo General

Disenar un protocolo de inclusion de extractos de macroalgas basado en el
analisis bibliografico de los métodos utilizados en estudios previos para el
mejoramiento de la supervivencia de postlarvas de camarén del Pacifico P.

vannamei durante el transporte.

Objetivos Especificos

Describir los métodos utilizados en la medicion del rango de actividad biologica
de los extractos de macroalgas para la evaluaciéon de su efectividad.
Seleccionar las técnicas de extraccion y administracion mas adecuados para
su aplicacion en la fase post larval del camaron.

Analizar los ensayos de inclusion de los extractos de macroalgas marinas en
el sistema inmune de camarén y la actividad bactericida sobre patdégenos de

impacto para el conocimiento de su efectividad.

Marco Teérico

Condiciones de estrés en Postlarvas de camaréon

Manipulacion y transporte

La calidad de las postlarvas va a depender de diversos factores tales como: las

caracteristicas otorgadas por los parentales, las condiciones medioambientales donde se

desarrollan y especialmente el manejo y control de estas durante toda la fase de produccion.

Se considera que el transporte de larvas hacia las granjas es una de las etapas que produce



mayor cantidad de estrés en los organismos, debido a diversos factores relacionados con

la cosecha, pesaje, empaque, transporte y monitoreo.

En algunos estudios se ha demostrado que la aclimatacion y traslado a bajas salinidades
produce un estrés severo en las larvas, sin embargo, la densidad debe ser considerada
dependiendo del tiempo de transporte, la capacidad del contenedor y los soportes para
brindar estabilidad ante el movimiento producido por el camién, evitando de esta manera
pérdidas que pueden ser de hasta un 100% en caso de que cayeran (Aguirre Vinza & Lopez
Loaiza, 2020).

Cuando se da una reduccion de la temperatura y el pH, la actividad bactericida, fenoloxidasa
(PO) y fagocitosis disminuye, lo que implica que la capacidad inmunoldgica se vea afectada,
ocasionando que las larvas se hagan susceptibles a contraer enfermedades que bajo otras

condiciones nunca le afectarian (Pascual, y otros, 2003).

1.4.1.2. Aclimatacion

Aclimatacion es el proceso de ajuste fisioldgico gradual de las postlarvas, al pasar de
condiciones de laboratorio a la siembra en estanques de engorde. Las variables mas
importantes de aclimatacion son la salinidad y temperatura, sin embargo, también se deben

tomar en cuenta los demas parametros de calidad de agua (Treece, 2001).

Este procedimiento se lo realiza con el fin de reducir la mortalidad de las larvas durante la
siembra, como consecuencia del estrés causado por la manipulacién y el transporte; las
larvas cuando son liberadas a las piscinas de engorde tienen menos probabilidades de
sobrevivir al pasar a un ambiente semi-controlado (Balbi, y otros, 2005); lo que dificulta su
crecimiento inmediato debido al tiempo de adaptacion, al igual que su desarrollo, produccion
y rentabilidad (Jory, 2019).

1.4.1.3. Condiciones de siembra

La siembra de las postlarvas, luego de su respectiva aclimatacion, es necesario que se
realice en las primeras horas del dia (6 a 8 a.m.) ya que en este lapso las temperaturas son

menores y por lo tanto se reduce el estrés (Cuéllar-Anjel, y otros, 2010).



Un punto importante es la calidad del agua, esto dependera de las condiciones de cada
camaronera; el agua de cada piscina o estanque se debe chequear y controlar diariamente,
ademas de realizar analisis fisicos, quimicos y bioldgicos para conocer la calidad y la
cantidad de algas presentes.

Tabla 1.1 Rangos de parametros 6ptimos para el cultivo de camarén blanco P. vannamei.
Fuente: (Garcia Molina, y otros, 2020), (Cuéllar-Anjel, y otros, 2010). Elaborado por: Aguilar,

A. B., 2020
Niveles de tolerancia Penaeus vannamei
Salinidad (ppt) 15-25
Temperatura (°C) 25 - 32
Oxigeno disuelto (mg/L) 5-15
Turbidez Entre 30 y 45
pH 6.5-8.5
Amonio (mg/L) 0.01-0.10

1.4.2. Tratamientos para mejorar la salud en organismos de cultivo

Actualmente existen pocos quimioterapéuticos que pueden ser empleados para el control
de mortalidades dentro de los laboratorios de larvas (Rerver, y otros, 2014). El
descubrimiento y reconocimiento mundial de la eficacia de los antibiéticos revolucioné el
paradigma de la terapéutica; sin embargo, su uso indiscriminado ha promovido la resistencia
antibacteriana, convirtiéndose en la principal amenaza para la salud publica en el siglo XXI.
Dentro de los mas utilizados en acuicultura tenemos: la oxitetraciclina (OTC), florfenicol
(FFC), sarafloxacina (SARA), clortetraciclina, quinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina, acido
oxolinico, perfloxacina, sulfametazina, gentamicina y tiamulina; mayormente usados para
tratar patologias relacionadas a infeccion por Vibrio sp, causante de altas mortalidades y

pérdidas econdomicas en camarones (Espinoza P., Santiago H., & Bermudez A., 2009).

En este sentido se ha generado un nuevo sector cuyos estudios van dirigidos a la busqueda
de nuevas alternativas que permitan solventar los principales problemas del uso de

antibidticos y puedan ser utilizadas en todas las etapas de desarrollo del camaron.

1.4.2.1. Probidticos

Ampliamente utilizados en la actualidad con el objetivo de mejorar la salud de los camarones

a través del equilibrio microbiano, son especificamente de dos tipos: probidticos intestinales

administrados por via oral mediante el alimento y probidticos aplicados en el medio de
6



cultivo (agua). EI mecanismo de funcionamiento no es claro, sin embargo, en algunas
investigaciones se ha demostrado que los probidticos inhiben el crecimiento de posibles
patdogenos causantes de la enfermedad, ademas de generar la estimulacion en el apetito
del individuo (Raja, y otros, 2015).

Desempefan multiples funciones dentro del sistema de cultivo, como, reduccion de
compuestos nitrogenados, aumento de oxigenacion y tasas de crecimiento, mayor
produccion de eritrocitos y leucocitos, mejora la respuesta inmunitaria, entre otras; lo que
va depender especificamente de la cepa anadida, las mayormente usadas son;
Carnobacterium, maltaromaticum B26, Carnobacterium divergens, Lactobacillus plantarum,

Bacilo sp., Lactobacillus rhamnosus, etc. (Raja, y otros, 2015).

A pesar del aislamiento de diversas cepas en P. vannamei, no se han identificado aun la
mayoria de especies presentes en la microbiota intestinal, por esta razén es fundamental
llevar a cabo mas investigaciones basadas en el aislamiento de cepas probidticas en medios
de cultivo mejorados, su secuenciacién para identificar los genes funcionales que
promuevan el desarrollo de nuevos productos enzimaticos por medio de ensayos in vitro 'y

diversos factores que influyan en el comportamiento de dichas bacterias (Xu, y otros, 2018).

llustraciéon 1.1 Probioticos usados actualmente en acuicultura

1.4.2.2. Aceites Esenciales (AE)

Constituyen uno de los grupos de materias primas mas importantes para la industria
alimentaria, de higiene, farmacéutica, perfumeria y otras. Varios estudios demuestran que
ciertos AE, utilizados como anestésicos y/o sedantes, reducen los niveles de cortisol

plasmatico y atenuan la respuesta al estrés (da Cunha, y otros, 2010; Zeppenfeld, y otros,
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2014; Souza, y otros, 2017). Ademas, es importante sefialar que tienen propiedades
lipofilicas y liposolubilidad, lo que contribuye a una rapida dispersion a través de membranas
biolégicas, incluida la barrera hematoencefalica en el sistema nervioso central (SNC),
modulando la funcion cerebral (Zahl, Samuelsen, & Kiessling, 2012; Manayi, y otros, 2016).

Un ejemplo es, Melaleuca alternifolia, capaz de prevenir la inhibicién de las actividades de
la creatina quinasa esplénica y piruvato quinasa causadas por enfermedades (Baldissera, y
otros, 2017), demostrando la posibilidad de ser utilizado como reductor de estrés. Ademas,
la anestesia profunda con Cymbopogon nardus promueve una depresion notoria en el poder
de contraccion muscular con pérdida de tono muscular y depresion cardiorrespiratoria
transitoria (Barbas, y otros, 2017). Haciendo evidente el uso de estos AE en la industria

acuicola como potenciales estimulantes que ayudan a reducir el uso de antibidticos.

1.4.2.3. Uso de macroalgas marinas

Las algas marinas y de agua dulce poseen varios compuestos que tienen caracteristicas
farmacolodgicas intrinsecas, cuyos campos de aplicacién se han extendido debido a su
rapido crecimiento y adaptabilidad; lo que las hace candidatas ideales para la formulacion

de antibacterianos e inmunoestimulantes de alta eficacia.

Durante el metabolismo, las algas producen una serie de moléculas como: polifenoles,
alcaloides, terpenos, polisacaridos, acidos grasos, esteroles, lactonas, proteinas, péptidos
y hormonas, los mismos que tienen una actividad biolégica significativa (Kinghorn &
Balandrin, 1993; Konig & Wright, 1993).

—— - —

llustracion 1.2 Sargassum sp. Tomado por: Liz Yongue, Monroe County Extension
Coordinator
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En los ultimos anos se han estudiado varias especies de algas marinas, cuyos extractos
juegan un papel imperativo en la prevencion de enfermedades (Dashtiannasb & Yeganeh,
2016; Sakthivel, y otros, 2015) informé que los nauplios de artemia enriquecidos con pasta
de algas rojas, mejora el crecimiento y resistencia del camaron contra el estrés por salinidad
e infeccion por Vibrio. El polisacarido Fucoidan extraido de Sargassum wightii, favorece el
crecimiento y la resistencia inmune en P. monodon, frente a cepas de V. parahaemolyticus
(Sivagnanavelmurugan, y otros, 2015). Extractos de Chaetomorpha antennina dosificados
en el agua de cultivo de P. monodon infectados con V. parahaemolyticus, promueven la
resistencia especifica contra este patéogeno (Thanigaivel, y otros, 2016). La adicion de
Undaria pinnatifida como aditivo en el alimento incrementa la respuesta inmutaria y
especifica de P. vannamei frente a Vibrio spp., mientras que Sargassum filipendula estimula

la tolerancia contra variaciones térmicas (Schleder D. D., y otros, 2017).

llustracion 1.3. Extractos de macroalgas a diferentes concentraciones. Tomada por: Msc.
Adrian Marquez (CENAIM)



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

El disefio del protocolo se basé en una recoleccién bibliografica referente a ensayos con
diversas especies de macroalgas (rojas, verdes y pardas) utilizadas para medir la
estimulacion del sistema inmune de los camarones (P. vannamei) ante estrés y patdgenos
especificos especialmente del género Vibrio sp., causante de altas mortalidades. En la
primera parte se realizdé una propuesta de los métodos de cuantificacién de los compuestos
bioactivos de macroalgas de mayor importancia, pruebas de citotoxicidad, ademas de
técnicas de extraccion; asi como vias de administracion. Finalmente, la descripcion de los
métodos mas utilizados para determinar el rango de actividad bioldgica, (actividad
inmunoldgica y antimicrobiana), junto con una sintesis de los resultados mas prometedores
de un grupo de estudios analizados, en base a los cuales se determinaron los criterios de

seleccion de los métodos mas apropiados para el disefio del protocolo.

2.1. Bioactividad de macroalgas

De forma general todas las macroalgas extraidas del mar fueron limpiadas para remover los
restos de arena, epibiontes y otras especies de macroalgas, luego congeladas a -20 °C
hasta el momento del analisis, cuando son molidas y procesadas para la extraccion. Cabe
recalcar que todos los métodos descritos a continuacion, seran medidos

espectrofotométricamente.

2.1.1. Actividad antioxidante

Este método se utiliza para determinar la capacidad antioxidante de los extractos, mediante
la reaccién del compuesto DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) que es un radical libre, mismo
que reacciona con los compuestos antioxidantes generando un cambio de color medido en
absorbancia, expresando el % de la actividad antioxidante de la muestra en comparacion

con diferentes concentraciones de Trolox como estandar (Murray, y otros, 2004).
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2.1.2. Fenoles totales

Los fenoles totales de cada muestra de macroalgas se determinan de acuerdo con el
meétodo propuesto por (Tanna, Choudhary, & Mishra, 2018); los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, dando lugar a una coloracion azul
que es determinada a 765 nm, donde la absorbancia producto de la reaccion representa la
concentracion de la muestra en equivalentes de acido galico usado como estandar (ug/ml)

del extracto.

2.1.3. Auxinas totales (hormonas)

Para determinar el contenido de auxinas totales, el extracto se analiza mediante la reaccion
con el reactivo de Salkowski que permite la oxidacién de los compuestos inddlicos
(Glickmann & Dessaux, 1995), en el cual la absorbancia resultante es comparada con un
estandar (Indol-3-acético) obteniendo la concentracion de las auxinas totales en ug /ml de

extracto.

2.1.4. Fucoidans

Se emplea el método de (Dische & Shettles, 1948), obteniendo las lecturas de absorbancia
396 nm — Abs 427 nm para corregir la presencia de hexosas. Los valores de absorbancia
comparados con un fucoidan crudo de F. vesiculosus (Sigma-Aldrich), que se preparo de la
misma manera que las muestras experimentales y sirvio como estandar, dando los

resultados en mg/ml.

2.2. Citotoxicidad de los extractos

Segun (Pagano & Faggio, 2015), las pruebas de citotoxicidad son técnicas aplicadas en la
evaluacion del dafio biolégico provocado por diversas sustancias que afectan a los
organismos. Es importante determinar la concentracién en la cual las macroalgas se vuelven
téxicas para los organismos, mucho antes de ser incluidas en el agua de cultivo o en las

dietas (Ayaz, y otros, 2016); (Genovese, y otros, 2012).

11



2.2.1. Ensayo de citotoxicidad por aislamiento de células

La citotoxicidad puede ser determinada mediante la memoria plasmatica que define el efecto
causado por agente quimico, fisico o biolégico capaz de provocar dafo a las células
(Pagano & Faggio, 2015).

Las células provenientes del cultivo celular, se suspenden en solucion salina fisioldgica y
son expuestas al extracto; posteriormente se mide el dano celular mediante el método de
azul de triptan o formazan (Marino, y otros, 2016); se debe llevar un control positivo (sin
tratar) para realizar la lectura de microplaca de 620 nm usando la siguiente férmula

Dominguez, Chalén, & Rodriguez, 2018):

% Viabilidad celular (OD) = (OD células e"””esms) x100  (2.1)

0D células control

Se espera que el % de viabilidad celular sea mayor al 70%, lo que demuestra que la

toxicidad del extracto no compromete la salud del organismo.

Hemocytes exposed
to product (120 min)

Read absorbance FOl'malfl.l cr?'stals Add MTT (10 pL)
at (620 um) Solubilization

llustracion 2.1. Ensayo para determinar la citotoxicidad. Fuente: (Dominguez-Borbor, Chalén-
Alvarado, & Rodriguez, 2018)
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2.2.2. Ensayo de letalidad con Artemia salina

Se lleva a cabo un bioensayo de letalidad del camardn de salmuera usando nauplios de
Artemia salina (Caldwell, Bentley, & Olive, 2003). Los quistes se incuban para que a los dos
dias de su eclosion alcancen la madurez (Yuvaraj & Arul, 2014; Neethu, Suthindhiran, &
Jayasri, 2017).

El ensayo de toxicidad se trabaja con placas donde se colocan los nauplios desafiados bajo
diferentes concentraciones de los extractos (Neethu, Suthindhiran, & Jayasri, 2017) y

posteriormente se cuenta la cantidad de nauplios muertos.

La mortalidad se calcula mediante la férmula:

Tasa de mortalidad % = -genaupliosmuertos , 4, (2.2)

N° de auplios totales

Mortalidad menor al 50% se considera no toxica, entre 50-75% levemente téxica y

mortalidad por encima del 75% altamente toxica (Yuvaraj & Arul, 2014).

2.3. Inclusion de los extractos

2.3.1. Extraccion

Las muestras de macroalgas recolectadas deben pasar por todo un proceso y requieren del
uso de ciertos disolventes, que pueden influir en la composicién, actividad y mecanismos
de accion de los extractos. Debido a la gran diversidad de especies y sus compuestos los
solventes organicos mas utilizados son: metanol, etanol, acetona o sus mezclas
(cloroformo), solventes inorganicos como agua caliente o extraccion asistida por enzimas y
ultrasonido (Torres, Flérez, & Dominguez, 2019).

Tabla 2.1 Ejemplos de extraccion de bioactivos de algas rojas. Fuente: (Torres, Florez, &
Dominguez, 2019).

Solvente Alga vannamei Actividad
Gracilaria changii, Antioxidante
Etanol (70-80%), Metanol (80%), Gelidium amansii, g o
’ .. Regulacion de la absorcion de

Acetona, Acetato de etilo, Kappaphycus alvarezii, lucosa. Antidiabético
Cloroformo: metanol (2:1) (80%), Osmundea pinnatifida, 9 N ’ ’

L o o 3 europrotector,

Dimetilsulféxido (80%) Codium tomentosum,
Gastroprotector

Gracilaria lemaneiformis
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Enzimas asistidas (proteasas,

; Parmaria palmate Antioxidante
carbohidratos)

Buffer fosfato Gelidium amansii Antitumoral

Ultrasonido asistido Laurencia obtusa Antioxidante

Gloiopeltis tenax,
Gracilaria mammillaris
Enzimas y alta presion Palmaria palmate,

hidrostatica Solieria chordalis

CO2 supercritico Antioxidante, antimicrobiano

Antioxidante

Los métodos no solo difieren en la seleccion del solvente, sino también en el procesamiento
pre-post extraccion y el tiempo de exposicion con el solvente (8 — 72 horas) (EI-Din & EI-
Ahwany, 2016; ElI Wahidi, y otros, 2015) se puede realizar a partir de congelacion,
liofilizacidn o secado de las algas para luego mezclarlas con etanol o metanol como sugieren
(Marino, y otros, 2016; Esquer-Miranda, y otros, 2016), ademas, se pueden evaluar otros
solventes como cloroformo, acetona o éter di etilo para hacer una comparacion en la
actividad de los extractos siguiendo la metodologia de (EI-Din & EI-Ahwany, 2016; El Shafay,
Ali, & EI-Sheekh, 2016) como se observa en la Tabla 2.

llustracion 2.2. Extractos de macroalgas verdes y pardas con diferentes tipos de solventes.
Tomado por: MSc. Adrian Marquez (CENAIM)

2.4. Vias de administracion

Una vez realizada la extraccion y evaluacion de la toxicidad, se identificaron tres vias de
administracién por medio de las cuales pueden ser evaluada la efectividad de los extractos:

inmersion, inyeccién y dieta.
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2.41. Inmersion

Los extractos son diluidos en 1 L de agua destilada y luego mezclada con agua de mar,
utilizando concentraciones de 0.5 a 600 mg/L, luego son colocados en los tanques donde
se encuentran los animales y se corre diferentes tiempos de exposicion que van desde 0.5
a 5 horas; ademas de las réplicas se debe tener un control positivo y uno negativo (Esquer-

Miranda, y otros, 2016; Giang Huynh, y otros, 2011).

é

]
é

llustracion 2.3. Ejemplo de camarones desafiados bajo la prueba de inmersion. Elaborado
por: Aguilar, M. P., 2021

2.4.2. Inyeccion

Se inyecta individualmente en el seno ventral del camaron el extracto a una concentracion
de 2-3 mg/ml de solucién, es decir 20 ml por cada 10 gr de peso y luego para la prueba de
desafio se inyecta la solucion bacteriana a razén de 1 x 108ufc/ml, siguiendo la metodologia

descrita por (Fu, y otros, 2007; Wen-Ying & Jiann-Chu, 2005).
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llustracion 2.4. Ejemplo de camarones desafiados bajo la prueba de inyeccion. Elaborado
por: Aguilar, M. P., 2021

2.4.3. Dietas

Las dietas se preparan por medio de la molienda a diferentes concentraciones del extracto
(0.1-0.3 %) junto con 0.2 % de celulosa o quitosano, posteriormente son filtradas en una
malla y mezcladas con aceite de pescado, para finalmente peletizar la masa y conservar el

alimento (Sinurat, y otros, 2016; Immanuel, y otros, 2012).

L3

bJ [ o4
X " "')'Q’"
¢

. g% 4

LN ; 0"

llustracién 2.5. Ejemplo de camarones desafiados bajo la prueba de alimentaciéon con
dietas. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

2.5. Evaluacion de Actividad Inmunolégica

Para determinar la actividad inmunolégica que los extractos producen en el individuo, se

evaluan diversos parametros antes y después del evento con diferentes cepas patdgenas,
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especialmente del género Vibrio sp., causante de altas mortalidades en el cultivo de

camaron.

2.5.1. Recuento de Hemocitos

Se debe hacer un recuento antes y después de que los animales hayan sido desafiados, asi
como expuestos unicamente al extracto. Una vez que la hemolinfa sea extraida, es colocada
en un tubo de centrifuga y luego en un hemocitometro bajo un microscopio de contraste de
fase invertido (Giang Huynh, y otros, 2011) o microscopio éptico con aumento de 400 X
(Sinurat, y otros, 2016) para diferenciar células hialinas, células granulares, semigranulares

y recuento total de hemocitos (THC) (hemocitos totales/mm?®) (Johansson, y otros, 2000).

Hemocito
ot | Hemocito Granuloso

Hialino ¥

Y =
LY
R

10 um

-

Granulocito

en formacion \

» '

llustracion 2.6. Diferentes tipos de hemocitos que produce el camarén P. vannamei para
combatir las enfermedades que los atacan. Tomado por: M. Roman, Alltech

2.5.2. Actividad Fenoloxidasa (PO)

La fenoloxidasa se encuentra dentro de los hemocitos como una enzima inactiva (proPO),
cumpliendo un papel fundamental en la reparacion de heridas y endurecimiento de la
cuticula del camardn; se activa en presencia de un estimulo (bacterias), catalizando la
reaccion dependiente de oxigeno que transforma difenoles en quinonas y a su vez en

melanina, acelerando la remocion de bacterias (Carcamo-Aréchiga, y otros, 2016).

Una vez aislados los hemocitos, para determinarla se utiliza un método espectofotométrico,

donde se registra la absorbancia del dopacromo a 490 nm contra un blanco que contiene
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200 ml de TBS y 60 ml de L- dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (Immanuel, y otros, 2012; Fu, y
otros, 2007).
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llustracién 2.7. Liberacion de diferentes efectores inmunolégicos (proPO) después de la
activacion de hemocitos por patégenos. Fuente: (Azafiero Diaz & Jara Campos, 2014)

2.5.3. Actividad Superéxido Dismutasa (SOD)

El superoxido dismutasa es una enzima utilizada como un indicador del estrés oxidativo y
dependiendo del ion metalico que posea actua en la reparacion celular, reduciendo el dafio
de los superédxidos o destruyendo parasitos ingeridos en la explosion respiratoria generada

durante la fagocitosis (Campa, y otros, 2005).

Se mide por su capacidad para inhibir reacciones dependientes de radicales superoxido
utilizando el kit Ransod y siguiendo los métodos descritos por (Immanuel, y otros, 2012;
Misra & Fridovich, 1972), donde una unidad de SOD se define como la cantidad necesaria

para inhibir la tasa de reduccion de xantina en un 50% y se expresa como unidad SOD/ml.

2.5.4. Actividad Anion Superoéxido

Los aniones super 6xido tanto como los radicales hidroxilos durante la generacion de las
quinoides tienen un papel importante como antimicrobianos (Carcamo, y otros, 2016) y al

estar relacionado con todos los parametros anteriores, es importante conocer su actividad.
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Para su medicion se utiliza un lector de microplacas, expresado como reduccion de NBT en

10 ml de hemolinfa, siguiendo la metodologia de (Immanuel, y otros, 2012).

2.5.5. Actividad de Lizosima

Las lizosimas son parte de las células que se activan para fagocitar las bacterias o
invasiones que llegan a las células (bacterias), si existe un incremento en la actividad
lizosomal, incrementara la actividad inmunologica. Ademas, es considerada como una de
las proteinas antibacterianas mas importantes dentro del inmunidad innata del camardn

(Carcamo, y otros, 2016).

El ensayo se basa en la lisis de bacterias gram positivas sensibles a la lisozima y se puede
medir de dos maneras: turbidimétricamente o en placas de agarosa, donde la cuantificacion

se realiza siguiendo los procedimientos de Ellis (Stolen, y otros, 1990).

2.5.6. Actividad Fagocitica

La fagocitosis forma parte del sistema de inmunidad innata activado para eliminar los
organismos, cuya actividad esta relacionada con la SOD extracelular, de manera que
coopera en la destruccion de parasitos encapsulados durante la explosion respiratoria

(Carcamo, y otros, 2016).

Para medir la actividad fagocitica se pueden utilizar dos métodos, el descrito por (Immanuel,
y otros, 2012) donde se utilizan perlas latex para conocer cuantos hemocitos las digieren y
el descrito por (Fu, y otros, 2007) donde se inyecta una muestra de suspensién bacteriana;

ambas utilizan la misma férmula para calcular el % de fagocitosis.

N° de células que inieren perlas

% de fagocitosis = x 100 (2.3)

N°de células observadas
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2.6. Evaluacion Bactericida - Bacteriostatica

2.6.1. Desafio con Vibrio spp.

2.6.1.1. Desafio In vitro:

e Actividad antibacteriana

Se deben probar diferentes cepas de Vibrios patdgenos incubadas en caldo de soja
tripticasa (TSA). Los ensayos de actividad antibacteriana se realizan en microplacas con
diferentes concentraciones de extractos agregados en pocillos donde se prueban frente al

in6culo bacteriano usando antibiéticos como control (Esquer-Miranda, y otros, 2016).

2.6.1.2. Desafio In vivo:
¢ Resistencia antibacteriana

Esta prueba se puede llevar a cabo mediante la inyeccidn, inmersion o alimentacion con
extractos de macroalgas a ejemplares de P. vannamei. Posteriormente se coloca la
suspension bacteriana al momento de comenzar la prueba, estos ensayos pueden durar
entre 2 y 12 dias, donde se evalua la supervivencia y el crecimiento como mediciones
indirectas de la efectividad de los extractos. Por otro lado, un grupo de camarones se
mantendra sin recibir la suspension bacteriana (control negativo) y otro tratamiento con los
extractos (control positivo) (Fu, y otros, 2007; Esquer-Miranda, y otros, 2016). Las vias de
administracién varian entre si (inmersion, inyeccion o dieta), sin embargo, el analisis es el

mismo siendo los organismos expuestos al patégeno en el medio.

2.7. Seleccion de métodos

2.7.1. Extraccion

Para el método de extraccion se hizo un analisis de 11 estudios y se cuantific6 de manera
porcentual el solvente mas utilizado en cada uno de ellos. Adicionalmente, se considerd qué
extractos eran los menos toxicos para las larvas y se eligieron dos métodos para su

aplicacién en el protocolo.
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2.7.2. Vias de administracion

Se utilizaron 3 criterios de seleccién con una valoracion maxima de 5 puntos y minima de 0

para cada indicador, haciendo un total de 15.

Invasividad: Referente al dano o estrés que produce esa via de administracion al

organismo. No invasivo (5), medianamente invasivo (3), muy invasivo (1).

1) Escala de aplicacion: Se hace énfasis en el volumen del extracto que se debe
utilizar en cada via y el costo que implicaria a gran escala. Mas dificil (5),

medianamente dificil (3), muy dificil (1).
2) Dificultad: Se dividié en 2 subcriterios:

e Preparacion del extracto para determinada via. Menor dificultad (5), dificultad

intermedia (3), mayor dificultad (1).

e Manera de administrar el extracto por determinada via. Menor dificultad (5),

dificultad intermedia (3), mayor dificultad (1).

2.7.3. Actividad inmunolégica

Se utilizaron 3 criterios de seleccién con una valoracion maxima de 5 puntos y minima de 0

para cada indicador, haciendo un total de 15.

1) Mas utilizado: Método mas repetido (5), haciendo una comparaciéon en el Grafico
2.1 donde se hace un resumen de 6 estudios.

2) Menor dificultad PL15 — PL29: Para extraer la muestra de los organismos
(hemolinfa) usando un método adicional al descrito. Si ese método es aplicable para
medir determinado parametro (5) si no es aplicable (0).

3) Menos dificultad > PL30: Para extraer la muestra de los organismos (hemolinfa)
usando el método convencional descrito. Si ese método es aplicable para medir

determinado parametro (5) si no es aplicable (0).
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Grafico 2.1 Sintesis de los métodos para medir la actividad inmunolégica en distintos ensayos con
macroalgas. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

2.7.4. Evaluacién del efecto de los extractos de macroalgas

Se realiz6 una sintesis de 8 ensayos para conocer la actividad inmunolégica potenciada por

los extractos. Los ensayos fueron seleccionados en base al interés de la especie, siendo P.

vannamei parte de nuestro objetivo de estudio, y las especies de macroalgas con las que

se han realizado mayor cantidad de investigaciones.

La cuantificacion se basé en el numero de veces en que cada parametro de la actividad

inmunoldgica fue eficiente en cada ensayo.



Tabla 2.2 Sintesis del efecto producido por diferentes especies de macroalgas en varias
especies de camarén y ante diversos patégenos. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021.

Extracto
(Macroalga)

Polvo y extracto
de Sargassum
hemiphyllum var.
chinense

Sargassum
wightii (Fucoidan)

Fucoidans
derivados de
Algas Pardas

(diferentes pesos
moleculares y
puresa)

Extracto de agua
caliente de
Gracilaria
tenuistipitata

Extracto de agua
caliente de
Gelidium amansii

Extracto de
Gracilaria fisheri

Sargassum
wightii (Fucoidan)

Extractode de
Caulerpa
sertularoides y
Ulva Latuca

Camaron -
Fase de
crecimiento

P. Vannamei

10-12 gr

P. Monoddon

6-9 gr

P. Vannamei

PL 30

P. Vannamei

8-12gr

P. Vannamei
8-13 gr
P. Monoddon

10-15 gr

P. Monoddon

PL 30

P. Vannamei

0.75gr

Patégeno

Vibrio
alginolyticus y
WSSV

Vibrio
parahaemolyticus

WSSV

Vibrio
alginolyticus

Vibrio
alginolyticus

Vibrio Harveyi

WSSV

Vibrio
alginolyticus,
Vibrio
parahaemolyticus
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El nivel transcripcional
del gen PO
mejorar el sistema de
defensa del camarén.

Proliferacion de
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SOD y facil eliminacién
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la resistencia.
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hemocitos, aumenta la
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Proliferaciéon de
hemocitos, aumenta
actividad de PO
explosion respiratoria,
SOD, actividad
fagocitica.
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actividad fagocitica
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& Chen, 2006)

(Kanjana, y otros,
2011)

(Immanuel, y
otros, 2012)

(Esquer-Miranda,
y otros, 2016)



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

Basados en los métodos revisados en el capitulo 2 y segun los criterios seleccionados para
su evaluacion, seleccién y aplicacién se ha propuesto un protocolo de inclusién de extractos
de macroalgas en el cultivo de camardn blanco del pacifico Penaeus vanammei, siguiendo

el orden propuesto en el Grafico 3.1.

Bioactividad de - : . Vias de
las macroalgas Extraccion Citotoxicidad administracion
PROTOCOLO DE
APLICACION DE Evaluacion del Actividad
ETRACTOS efecto de los Bactericida- Actividad
DURANTE EL extractos de Bacteriostatica Inmunoldgica
TRANSPORTE DE macroalgas
LARVAS

Grafico 3.1 Proceso desarrollado para la elaboracién del protocolo. Elaborado por: Aguilar,
M. P., 2021

3.1. Bioactividad de las macroalgas

De acuerdo con (Esquer-Miranda, y otros, 2016) es posible la obtencion a partir de las
macroalgas marinas de diversos compuestos bioactivos como antioxidantes, fucoidans,
fenoles y auxinas de gran interés debido a sus propiedades antimicrobianas y terapéuticas.
Thanigaivel, y otros en el 2014, estudiaron el efecto de una macroalga verde (Chetomorpha
antennina) considerada como una fuente potencial de antioxidantes naturales, encontraron
que concentraciones de 50 mg/ml tienen una accion estimulante que promueve la

resistencia en camarones desafiados con Vibrio parahaemolyticus. Otros compuestos como
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los fucoidans de las macroalgas Sargassum wightii y Sargassum duplicatum suministrados
en concentraciones bajas (0,1-0,3% de la biomasa seca del alimento) mostraron una
eficacia en la estimulacion del sistema inmune de camarones, asi como un aumento en la
resistencia antibacteriana al ser desafiados con Vibrio parahaemolyticus, consiguiendo una
correlacion positiva con la concentracion de fucoidans dentro del alimento
(Sivagnanavelmurugan, y otros, 2015). Otros ensayos han mostrado la efectividad de
enriquecer nauplios de artemia con fucoidans evidenciando ventajas al promover un

aumento en el peso de los camarones, incluso en concentraciones bajas (100 mg/l).

Los fenoles ademas de cumplir roles biologicos fundamentales se encuentran en
concentraciones altas dentro de las macroalgas (Thanigaivel, y otros en el 2014),
especialmente altos en algas rojas. Por otra parte, las auxinas son un grupo de hormonas
presentes en plantas entre ellas las macroalgas, donde el indol representa cerca del 80%
de ellas. Se ha demostrado que es una molécula de sefializacién entre especies y entre
reinos, jugando un papel importante en la patogénesis bacteriana y la inmunidad eucariota
(Lee, Wood, & Lee, 2015). Ademas, el indol y sus derivados se consideran compuestos
inhibidores del Quérum Sensing y la produccidn de factores de virulencia contra patégenos
resistentes a los antibidticos (Defoirdt, y otros, 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que
en Vibrio harveyi y Vibrio campelli el indol proveniente de macroalgas puede inhibir
significativamente la motilidad, formacién de biopeliculas, exopolisacaridos y

bioluminiscencia en concentraciones de 50, 100 y 200 uM (Yang, y otros, 2017).

La bioactividad de los extractos de macroalgas puede ser la suma de los efectos
relacionados a la supervivencia y crecimiento de organismos de cultivo (Schleder D. D., y
otros, 2017). En las diversas investigaciones realizadas se ha comprobado su eficacia
puesto que gran parte de estos compuestos pueden ser utilizados para mejorar la calidad
del alimento y actuar como agentes potenciadores de la actividad antimicrobiana y el

sistema inmune.

3.2. Citotoxicidad

De acuerdo con (Genovese, y otros, 2012; Marino, y otros, 2016) existe un porcentaje de

viabilidad celular muy alto (entre el 92 al 100%), esto indica que el alga Asparagopsis
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taxiformis no causa toxicidad en sus diferentes concentraciones a lo largo de todo el tiempo

de exposicion.

Para las algas rojas, la toxicidad se mide en rangos de LCso, donde se reportan valores de
0-80 pg/ml, 80-250 pg/ml y 250 pg/ml considerados altamente, moderadamente y
débilmente téxico. El extracto de Gracilaria fisheri tiene un LCso a concentracion de 4,3
mg/ml, considerado no toxico en el experimento realizado por (Kanjana, y otros, 2011),
donde se demostré6 que alimentando postlarvas (PL15) con artemia enriquecida e
inyectando directamente a juveniles de P. monodon no produce ningun efecto negativo; sin
embargo, el extracto de Hypnea flagelliformis y Gracilaria salicornia resultaron toxicas por
tener un LCso de 3 y 4 pg/ml respectivamente (Saeidnia, y otros, 2009), por lo que la
toxicidad depende de la especie y el método de extraccién que se utilice (Kanjana, y otros,
2011; Mian, y otros, 2003).

En cuanto a las algas pardas, se ha reportado que estas son mas toxicas en comparaciéon
con las algas rojas, puesto que a concentraciones de 500 pug/ml causan mortalidad completa
(Yuvaraj & Arul, 2014); Dictyopteryis australis, Sargassum marginatum, Spatoglossum
variable y Spatoglossum aspermum a 100 pg/ml son altamente citotoxicas después de 18

horas de exposicion (Vinayak, Sabu, & Chatterji, 2011).
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3.3. Extraccion
1.5. 3.2.1 Solventes mas utilizados

HEtanol M Metanol mAgua mCloroformo MAcetona M Dietileter

Grafico 3.2 Representaciéon porcentual de los solventes mas utilizados para la extraccion.
Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

De 11 estudios analizados se obtuvo que el solvente de mayor recurrencia fue el etanol
seguido del metanol, siendo el agua y el cloroformo iguales (27,14%), finalmente los menos

utilizados son la acetona y el dietiléter (9,5%).

A pesar de que el etanol y metanol fueron los solventes mas utilizados en los ensayos, los
métodos que mas se recomiendan segun la bibliografia son etanol y agua, considerados
como los de menor toxicidad (Fu, Hou, Yeh, Li, & Chen, 2007). Por esta razon el método de
extraccion para el protocolo va dirigido hacia las dos alternativas mencionadas y esta

relacionado con los propuestos por (Wen-Ying & Jiann-Chu, 2005; Kanjana, y otros, 2011).

3.4. Vias de administracion
Tabla 3.1 Factibilidad de la via de administraciéon. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

Indicador
Escala de Dificultad
Via de Invasividad aplicacion (Promedio)
Administracion (Volumen- .. ... Valoracion Resultado (%)
Preparacion Aplicacion
Costo)
Inmersién 5 3 5 5 13/15 0,86 86%
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Inyeccion 1 3 3 1 6/15 0,40 40%

Dieta 5 5 1 5 13/15 0,86 86%

Valoracién de 1-5 viene descrito de la siguiente manera, Invasividad: No invasivo (5), medianamente invasivo (3), muy
invasivo (1). Escala de aplicacion: Mas dificil (5), medianamente dificil (3), muy dificil (1). Dificultad: a) Preparacion del
extracto para determinada via: Menor dificultad (5), dificultad intermedia (3), mayor dificultad (1); b) Manera de administrar
el extracto por determinada via. Menor dificultad (5), dificultad intermedia (3), mayor dificultad (1).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

86 86

40

% Porcentaje

Inmersion Inyeccion Dieta

Vias de administracion de los extractos

Inmersion Inyeccién Dieta

Grafico 3.3 Representacion porcentual de la via de administracion mas utilizados para los
extractos. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

Las vias de administracion de los extractos mejor valoradas son la inmersion y dieta por
encima de la inyeccion segun los criterios establecidos. Se puede observar que la dieta e
inmersion alcanzaron la misma valoracion de acuerdo a los criterios de seleccion (86%), sin
embargo, haciendo referencia a la etapa a la que va dirigido el protocolo (transporte y
aclimatacion), la inmersién de los organismos resulta la mas favorable, ya que en lineas
generales son expuestos a concentraciones de 0,1 %-0,5% del volumen total del agua de
mar, lo que equivaldria a 100-500 mg/L a diferencia de la inyeccion (500 -20 000 mg/L) y la
dieta (500 — 2000 mg/kg) donde se utilizan concentraciones mas altas (Fu, y otros, 2007;
Kanjana, y otros, 2011; Wen-Ying & Jiann-Chu, 2005).

Entre los resultados encontrados podemos observar que existen 2 maneras de inmersion:
1) Exposicién por tiempo definido, previo al periodo de trasporte y aclimatacién de entre 0,5
y 5 horas (Fu, y otros, 2007; Giang Huynh, y otros, 2011) y 2) Exposicion prolongada durante

28



el transporte. Es importante denotar que las concentraciones mas altas de extractos
observadas (0,3-0,5%) reportan mayor actividad inmunoldgica y supervivencia en los
organismos después de ser sometidos a estrés o desafiados con bacterias patdégenas

(Giang Huynh, y otros, 2011; Immanuel, y otros, 2012).

llustracion 3.1 Método de administraciéon del extracto escogido para el protocolo. Elaborado
por: Aguilar, M. P., 2021

3.5. Actividad Inmunolégica

Tabla 3.2 Factibilidad del método para evaluacion de la Actividad Inmunolégica. Elaborado
por: Aguilar, M. P., 2021

Indicador
Menor Menor
. Actlwdlac{ _IYIas dificultad Dificultad Valoracién Resultado Porcentaje
inmunolégica  utilizadas PL 15-PL (%)
> PL30
29
THC 5 0 5 10/15 0,66 66%
Actividad PO 5 5 10/15 0,66 66%
Anion 3 5 5 13/15 0,86 86%
superoxido
Actividad SOD 4 0 5 9/15 0,60 60%
Actividad 1 5 5 11/15 0,73 73%
Lizosima
Actividad 3 0 5 8/15 0,53 53%
Fagocitica

Valoracién de 1-5 viene descrito de la siguiente manera, Mas utilizado: Método mas repetido (5). Menor dificultad PL15
— PL29: Para extraer hemolinfa de los organismos usando un método adicional al descrito, si el método es aplicable (5) si
no es aplicable (0). Menor dificultad > PL30: Para extraer hemolinfa de los organismos usando un método descrito, si el
método es aplicable (5) si no es aplicable (0).
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Grafico 3.4 Representacion porcentual de la factibilidad del método para evaluacién de la
Actividad Inmunolégica. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

La actividad SOD vy lisozima son los métodos que alcanzaron mayor porcentaje de
valoracion (86% y 73% respectivamente), debido a que ambos pueden realizarse tanto en
postlarvas (a partir de PL15) como en juveniles y adultos, (Huang, Zhou, & Zhang, 2006)
mencionan que sus métodos no dependen del uso de la hemolinfa para analizar estos
parametros inmunoldgicos. Por otro lado, la valoracion de la actividad PO, THC, SOD y
Anidn superoéxido reflejan un menor porcentaje, debido a que estas técnicas involucran la
extraccion de hemolinfa que es imposible obtener del celoma de postlarvas menores a PL

30, pero si resultan viables para etapas posteriores.

3.6. Actividad Bactericida - Bacteriostatica

Los extractos de macroalgas son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias, en este
caso diferentes especies de Vibrio sp. (Yeh, Lee, & Chen, 2006; Manilal, Selvin, & George,
2012; Thanigaivel, y otros, 2014). Muchas de las especies de macroalgas marinas
analizadas en diferentes condiciones vs. diferentes bacterias patdgenas, mostraron
respuesta en la inhibicién de su crecimiento, aumentando la supervivencia en los camarones

desafiados, como se puede demostrar en la Tabla 3.3.

Por ejemplo, la inmersién en el extracto de C. sertularioides a concentracion de 300 mg/L

probada por (Esquer-Miranda, y otros, 2016) demostrd que los camarones desafiados con
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V. parahaemolyticus, tuvieron una disminucion significativa en su mortalidad (20-25%)
mientras que aquellos camarones infectados y sin tratar con el extracto presentaron un
100% de mortalidad después de 12 horas de infeccion; asimismo, el extracto de Sargassum
duplicatum en concentracion de 300 y 500 mg/L mostré una disminucién en la mortalidad
del 20-30% después de haber sido desafiados con V. alginolyticus (Yeh, Lee, & Chen, 2006).

Concentraciones altas de pienso complementado con extracto de Asparagopsis sp. (850 y
1150 mg/Kg) lograron inhibir significativamente a V. alginolyticus y V. parahaemolyticus,
mostrando una mortalidad menor al 20% (infeccién leve), a diferencia de V. harveyi que
caus6 una mortalidad de 31% tras la infeccion a las 12 horas; todos los tratamientos control
(sin extractos), reportaron entre 60-100% de mortalidad (Yeh, Lee, & Chen, 2006). De igual
manera, las macroalgas Ulva fasciata, Corallina elongata y Sargassum vulgare tuvieron
efectos inhibidores fuertes contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, con zonas de
inhibicion de 24.66, 19.86 y 15.66 mm respectivamente (Osman, Abushady, & Elshobary,
2010).
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Tabla 3.3 Recopilacion de estudios donde se demuestra la actividad antimicrobiana de los

Extracto
(Macroalga)
Caulerpa
sertularioides y
Ulva lactuca

Gracilaria fisheri

Laurencia brandenii

Sargassum
duplicatum

Halimeda opuntia y
Sarconema filiforme

Asparagopsis sp.

Gelidium amansii

Sargassum sp.

Sargassum
oligocystum

Asparagopsis
taxiformis

Chaetomorpha
antennina

Patégeno

Vibrio parahaemolyticus y
Vibrio alginolyticus

Vibrio harveyi

- Gram-positivas:
Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis.

- Gram-negativas:
Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa.
Vibrio cholerae y
Streptococcus pneumoniae

Vibrio alginolyticus

Saccharomyces cerevisiaeis,
Staphylococcus aureus

Vibrio harveyi,

Vibrio alginolyticus,
Vibrio parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus

Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y Escherichia
coli.

Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus,
Vibrio vulnificus y
Aeromonas salmonicida

Vibrio parahaemolyticus

Actividad Bactericida

- Reduce |la mortalidad de P.
vannamei.
- Protege contra la vibriosis.

Potencia la actividad
antibacteriana.

- Mayor
actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram-

positivas que contra
bacterias Gram-negativas.
- Potencia la actividad
bactericida contra Vibrio.

Aumenta la resistencia
contra infecciones
bacterianas y vibriosis.

Exhiben propiedades
antibacterianas.

Reduce la prevalencia de
infecciones contra Vibrio.

Presentan resistencia contra
infeccion por patégenos.

Potencia la actividad
antimicrobiana contra
bacterias gramnegativas y
grampositivas.

Potencia la Inmunidad innata
contra patégenos
oportunistas.

Potencia la actividad
antibacteriana.

Presenta buena actividad
antibacteriana.
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3.7. Evaluacion del efecto de los extractos de macroalgas
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Actividad Inmunoldgica
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Actividad SOD Actividad fagocitica. Actividad Lizosima

Grafico 3.5 Resultados de la actividad inmunolégica. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

El hecho de que la actividad fagocitica (50%) y lizosima (12%) presentan la valoracion mas
baja (con respecto al criterio del método de mayor uso), no quiere decir que el extracto no
tuvo efecto en esos dos parametros, simplemente que fueron evaluados en un numero
limitado de articulos, sin embargo, se comprobd en todos los ensayos de la Tabla 2.1 que
se potenciaban dicha actividad. Con respecto a la actividad PO, SOD, explosion respiratoria
y proliferaciéon de hemocitos, los extractos de macroalgas evaluados en diversos estudios

tienen una respuesta positiva en el organismo de los camarones.

3.8. Diseio y contenido del protocolo
El disefio del protocolo se realizd a partir de la revision bibliografica, de manera que los
criterios condicionaron la seleccién de los métodos mas recomendables, basados en los

mejores resultados obtenidos en los estudios.

Su estructura consta de 6 secciones, donde se explica a detalle las técnicas para la
obtencion de los compuestos bioactivos, evaluacidn de la citotoxicidad, extraccién y la via
de administracion por inmersion. Adicionalmente se resumen las pruebas para medir la
actividad bioldgica (inmunoldgica, antimicrobiana) de los extractos una vez realizada la

aplicacion.
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Grafico 3.6 Estructura del contenido del protocolo. Elaborado por: Aguilar, M. P., 2021

COMPUESTOS BIOACTIVOS

Antioxidantes por Fucoidans por Fenoles por Auxinas por
(Murray, y otros, (Dische & (Vinayak, Sabu, & (Glickmann &
2004). Shettles, 1948). Chatter;ji, 2011) Dessaux, 1995).
CITOTOXICIDAD
Aislamiento de células por Ensayo con artemia salina por (Yuvaraj
(Dominguez, y otros, 2018). & Arul, 2014)

EXTRACCION

Solvente: Agua caliente por (Wen-Ying  Solvente: Etanol por (Kanjana, y otros,
& Jiann-Chu, 2005) 2011)

A 4

Via inmserion por: por: (Fu, y otros, 2007)

ACTIVIDAD INMUNOLOGICA

* PL 15 - PL 29: Actividad Lizosima y fagocitica por (Lin,y otros, 2010)
* > PL 30 (hemolinfa): THC, actividad PO, Anién superéxido, SOD, fagocitica
por (Immanuel, y otros, 2012).

Como anexo del protocolo contamos con una lista de algas con alto potencial biotecnoldgico
entre las que destacan Asparagopsis sp., Codium sp, Hynea sp. y Padina sp., cuyo estudio
es llevado a cabo por el proyecto Seaweed-based Innovations for a REsilieNt Aquaculture
and Agriculture (SIRENA) financiado por VLIR-USO vy llevado a cabo por la Universidad de
Gante Bélgica) y ESPOL. Ademas, una lista de especies de Vibrios identificados como
patdbgenos de importancia para la acuicultura, misma que fue otorgada por CENAIM-
ESPOL.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se obtuvo el prototipo de un protocolo de inclusidon de extractos de macroalgas que
va dirigido a optimizar la tecnologia existente en la produccién de camaron blanco
del Pacifico P. vannamei, mejorando la supervivencia de postlarvas para ser usado
durante el transporte. Es importante destacar que este prototipo va dirigido hacia un
proceso industrial de produccion de postlarvas de camaron, que para Ecuador
representa un volumen de 6000 millones de PL al mes, por lo que es necesario
garantizar su estado y calidad al momento de llegar a las camaroneras, tomando en
cuenta que en estudios previos camaroneros han evidenciado mortalidades (1-20%)
en sus granjas en un estudio realizado por Aguirre Vinza & Lopez Loaiza, 2020. Sin
embargo, la estructura del protocolo al estar basada en fuentes bibliograficas debe
ser probado in vivo durante el transporte para lograr medir el alcance real de los
métodos propuestos.

Gracias a la descripcion de los métodos utilizados, en la medicién del rango de
actividad biolégica de los extractos, se logré seleccionar aquellos mas convenientes
para las diferentes etapas de crecimiento del camarén, cuyo procedimiento facilita la
obtencién de resultados donde se compruebe su efectividad.

El ensayo de citotoxicidad por artemia se ha propuesto por ser un método facil, rapido
y de bajo costo, por medio de este se puede conocer que los extractos en dosis muy
altas no so6lo son toxicos para las larvas, sino que también se usan como un monitor
para detectar componentes bioactivos/naturales que favorecen la actividad
inmunoldgica y antimicrobiana. Es por esto que se considera a las macroalgas como
la nueva alternativa que beneficiara la produccién acuicola, cuyo éxito debe ser
comprobado en mas experimentaciones in vivo.

Los métodos de extraccion seleccionados para el protocolo, se basaron en el uso de

solventes organicos como el etanol y agua caliente, porque sus bajos niveles de
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toxicidad no repercuten perjudicialmente en el organismo, ademas se considera que
el costo al emplear otros compuestos como la acetona, eter-dietilico, metanol o
cloroformo resulta elevado. En cuanto a las vias de administracion la inmersion
necesita un gran volumen para ser disuelto en el agua que contenga las larvas de
camaron al momento del envio, no obstante; la concentracion del extracto es mucho
menor al de las otras vias, su preparacion no conlleva un proceso de molienda en
comparacion a la dieta (resultando mas simple), adicionalmente es el método menos
invasivo.

La mayoria de parametros evaluados en los estudios tuvieron efectos significativos
en cuanto a la actividad inmunoldgica y bacteriostatica, sin embargo; se determino
que los resultados dependian de la especie utilizada, los compuestos bioactivos y la
concentracion del extracto.

Finalmente podemos decir que nuestro protocolo impulsa las practicas sustentables
al ser amigable con el medio ambiente puesto que los extractos de macroalgas son
una alternativa natural como quimio tratamiento para las infecciones bacterianas en

granjas de acuicultura, gracias a sus compuestos bioactivos.

Recomendaciones

Gracias a la disponibilidad de artemia en los laboratorios se recomienda llevar a cabo
el ensayo de citotdxicas con estos organismos, debido a que su enriquecimiento con
el extracto facilita la evaluacion de su efectividad, ademas de no involucrar
directamente a las larvas en caso de que los resultados no fueran favorables.

El protocolo puede ser utilizado tanto por el comprador para exigir una mejora en las
condiciones del organismo cuando llegan a la camaronera, o por el vendedor como
parte del protocolo para mejorar la calidad de las larvas cuando salen del laboratorio.
Es importante contar con buenas condiciones para el almacenamiento y extraccion
ya que de eso va a depender la calidad de los extractos, otro parametro importante
que se debe considerar es el secado correcto de las macroalgas, sin embargo, los
pretratamientos deben definirse segun la especie y temporada de recoleccion.

Consideramos que la mejor manera de realizar la aplicacién es darles una ducha a

las larvas antes del envio, ya que la segunda opcion de enviarlas con el extracto en
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el agua depende del tiempo de exposicion al agente estimulante, debido a que el
desgaste fisioloégico que las larvas pueden llegar experimentar podria tener
repercusiones en su crecimiento, a pesar de ser mas resistentes a la enfermedad.
Esta teoria debe ser comprobada con estudios mas profundos para conocer
realmente la manera en que actuan los extractos en ensayos in vivo durante el

transporte.
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Apéndice 1 Portada del protocolo para la inclusion de extractos de macroalgas. Elaborado
por: Aguilar, A. B. & Aguilar, M. P., 2021



6. EXTRACCION

Se describen dos métodos de extraccion con el uso de dos diferentes solventes considerados como lo:
de menor toxicidad y costo: 1) Agua caliente y 2) Etanol.

Agua caliente (Wen-Ying & Jiann-Chu, 2005).

1 PaR—————— 2 3 - B
§ Las frondas de las algas | < 7 “\‘v‘ i La suspension se filtra a través’
se lavan con agua de Se pesan 10 gramos de | | de una malla de nailon y se

mar y secadas a las algas molidas y se ;' l concentra a presion reducida,
temperatura ambiente, anade 300 ml de agua {1 | finalmente el extracto de agua |
luego son sometidas a desionizada, se hierve | iE caliente se prepara con una
un proceso de durante 3 h. “ ' solucién tampén fosfato (PBS)
! liofilizacion y molienda. } % LAY ;(: para hacer 2 y 3 mg /ml. )

Etanol (Kanjana, y otros, 2011).

Las macroalgas son lavadas con agua de mar limpia y secadas a temperatura ambiente, luego
son pulverizadas y expuestas al solvente de la siguiente manera: para 30 gr de biomasa se
utilizan 500 ml de etanol utilizando un equipo Soxhlet durante 24 horas, luego el disolvente se
evapora al vacio (rotavapor) a 60 C hasta que se extrae el residuo seco (extracto). Los extractos
se almacenaron a 20 °C.

Apéndice 2 Parte de los métodos usados en el protocolo para el proceso de extraccion.
Elaborado por: Aguilar, A. B. & Aguilar, M. P., 2021



ALGAS EN ECUADOR

A continuacién se presentard una lista de algunas especies de macroalgas, cuyo género es el mismo al de las

Género

Ulva

Caulerpa

Codium

Especies en
_Ecuador

Ulva dactylifera

i Ulva latuca
Ulva lobata
Caulerpa peltata

C. racemosa v. occidentalis |

Especies
_Estudiadas

Ulva latuca

Caulerpa sertularoides

Caulerpa racemosa v. uvifera] C@ ulerpa racemosa v.

Caulerpa vickersiae

Codium cervicorne
Codium dichotomum
Codium foveolatum
Codium isabelae

Codium santamariae

Asparagopsis

Corallina

uvifera

Codium fragile

Aspagaropsis sanfordiana
Aspagaropsis taxiformis
Aspagaropsis svedellii

Aspagaropsis taxiformis

Corallina officinalis

Corallona pinnatifolia

Corallina mediterranea

especies utilizadas en estudios previos, mismos que fueron clave para el desarrollo de este protocolo.

Caulerpa peltata

Codium cervicorne

Corallina officinalis

Apéndice 3 Principales especies de algas presentes en Ecuador que se han usado en
estudios previos. Elaborado por: Aguilar, A. B. & Aguilar, M. P., 2021



11. VIBRIOS EN ECUADOR

En Ecuador existen varias especies de vibrios causantes de grandes problemas en la producciéon de camarén
blanco, algunos oportunistas debido a las malas condiciones del medio y otros con un alto grado de virulencia, a
continuacién mostraremos una lista otorgada por CENAIM, sobre las especies mds comunes, de mas alta
patogenicidad en el cultivo de camarén en Ecuador y los mas utilizados con extractos de macroalgas en estudios

previos.

Especies en Especies
Ecuador Estudiadas
V. parahaemoyticus V. parahaemolyticus
Cepa 1 positiva para AHPND
Cepa 2 Patégena V. cholerae
V. vulnificus V. vulnificus
V. harveyi V. harveyi,
V. campbellii V. alginolyticus

Apéndice 4 Principales especies de Vibrios presentes en Ecuador. Elaborado por: Aguilar,
A. B. & Aguilar, M. P., 2021



