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Resumen

La camaronicultura enfrenta desafios significativos debido a las enfermedades bacterianas,
como la vibriosis, que causan grandes pérdidas econdmicas. Anteriormente, se utilizaban
tratamientos quimicos dafiinos para combatir estos patégenos. Sin embargo, ahora existen
alternativas mas ecoldgicas y beneficiosas para la industria del camarén, como el uso de
macroalgas marinas. Este estudio examina el efecto de los extractos de varias macroalgas en la
actividad bactericida contra las bacterias patdgenas del camar6n y en el crecimiento y
supervivencia de los camarones juveniles. Los resultados muestran que los extractos de algunas
especies, como U. lactuca y G. sclerophyllum, inhibieron méas del 70% de uno de los patdgenos
mas severos, Vibrio parahaemolyticus. Ademas, se demostrd que las concentraciones de extracto
por debajo de 2000 mg/L no eran toxicas para las células de camar6n cultivadas, por lo cual eran
concentraciones inocuas para el camaron. Las pruebas de crecimiento mostraron un aumento de
hasta el 30% en comparacion con las dietas control (alimento estandar), y un aumento en la
supervivencia del 20-58% con dietas suplementadas con U. lactuca, G. sclerophyllum y K.
alvarezii. Estos resultados destacan el potencial de las macroalgas como nutracéuticos para los
camarones, contribuyendo al crecimiento y supervivencia de los camarones alimentados con estas
dietas.

Palabras Clave: Vibrio parahaemolyticus, extractos de macroalgas, juveniles, Penaeus vannamei,

dietas suplementadas.



Abstract

Shrimp farming faces significant challenges due to bacterial diseases, such as vibriosis, that cause
large economic losses. In the past, harmful chemical treatments were used to fight these pathogens.
However, now there are more ecological and beneficial alternatives for the shrimp industry, such
as the use of marine seaweed. This study examines the effect of extracts from various macroalgae
on the bactericidal activity against shrimp pathogenic bacteria and on the growth and survival of
juvenile shrimps. The results show that extracts from some species, such as U. lactuca and G.
sclerophyllum, inhibited more than 70% of one of the most severe pathogens, Vibrio
parahaemolyticus. Moreover, it was shown that extract concentrations below 2000 mg/L were not
toxic to cultured shrimp cells. The growth tests showed an increase of up to 30% compared to
control diets, and an increase in survival of 20-58% with diets supplemented with U. lactuca, G.
sclerophyllum, and K. alvarezii. These results highlight the potential of macroalgae as

nutraceuticals for shrimps, enhancing the growth and survival of shrimps fed with these diets.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, seaweed extracts, juveniles, Penaeus vannamei,

supplemented diets.
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Capitulo 1



1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la camaronicultura en el Ecuador se ha convertido en una de las
actividades de mayor expansion econémica, esto gracias a la tecnificacion en los sistemas de
cultivos. Con una exportacion aproximada de 2 mil millones de libras de camarén blanco, en el
afio 2022 el pais generd ingresos superiores a 6 mil millones de ddlares, posicionandose
nuevamente como el mayor exportador a nivel global, siendo China el principal mercado con una
participacion del 56%. (CNA, 2022) No obstante, existen diversos sucesos disruptivos que ponen
en riesgo al sector camaronero, tales como la aparicion de enfermedades causadas por varios
agentes patogenos.

Dentro de los agentes infecciosos mas comunes, causantes de importantes pérdidas
econdmicas, se encuentran las bacterianas del género Vibrio, principalmente V. parahaemolyticus,
vulnificus, harveyi, alginolyticus, campbellii, entre otros (Reyes Mero, 2021), estimandose solo en
el afio 2019 perdidas a nivel mundial de alrededor de USD 23.6 mil millones (Momin, 2022). Estas
bacterias por lo general colonizan a los huéspedes cuando su sistema inmune esta debilitado a
causa de factores externos que detonan estrés en los sistemas de cultivos, considerandose como
patdgenos oportunistas (Newman, 2022).

Tradicionalmente, las enfermedades de etiologia bacteriana eran tratadas mediante la
aplicacion de antibidticos, ya sea directamente en el agua o dietas. Sin embargo, el manejo
inadecuado de estos productos puede ocasionar el desarrollo de resistencias bacterianas y sus
residuos pueden acumularse tanto en el medio ambiente como en los tejidos del camaroén, poniendo
en riesgo la salud de los consumidores. (Bermudez-Almada et al., 2012) Por ello, en los ultimos
afios se han desarrollado nuevas alternativas tanto de control bioldgico como tratamientos
quimicos, albergando compuestos naturales con propiedades inmunoestimulantes, antibacterianas
y de bajo impacto ambiental tales como probi6ticos, prebioticos, bacteriéfagos, nanoparticulas,

extractos de macroalgas entre otros. (Elias et al., 2023)



Varias investigaciones han sido dedicadas al estudio de macroalgas como fuentes de
moléculas bioactivas con propiedades medicinales capaces de estimular el sistema de defensa de
camarones. Extractos de Padina tetrastromatica y Sargassum ilicifolium han sido probados en P.
monodon logrando incrementar la actividad fenoloxidasa (PO), anidn superdxido y recuento total
de hemocitos, de tal manera que, su sistema inmune se vio fortalecido mejorando asi la tasa de
supervivencia ante V. parahaemolyticus. (AftabUddina et al., 2021) Ademas, extractos de
Acanthophora spicifera se han probado como control de la actividad antibacteriana de V. harveyi
e inhibicion de bioluminiscencia y con un aumento significativo en la supervivencia de
postlarvas de camaron blanco desafiados contra V. harveyi (Beltran & Vega, 2022). Asi mismo,
estudios han determinado que los rangos de inclusion de extractos de macroalgas tanto en peces
como en camarones se situa entre el 5% y 10% de tal manera que se mantienen los beneficios sin
afectar el desarrollo de estos. (Cruz et al., 2022)

Este estudio tiene como objetivo conocer la influencia de extractos obtenidos a partir de
cuatro especies de algas marinas, Kappaphycus alvarezii, Ulva lactuca, Acanthophora spicifera
y Gelidium sclerophyllum, sobre el sistema inmune y crecimiento y supervivencia de juveniles
de camardn blanco P. vannamei desafiados contra V. parahaemolyticus. Para ello, se llevaran a
cabo pruebas de citotoxicidad, actividad antibacteriana, inmunoestimulacion y supervivencias
post desafio. Ademas, se propondra un método de inclusion de estos extractos en el alimento de

camaron.

2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Una de las principales limitantes para el desarrollo de la camaronicultura a nivel mundial
es el impacto de las enfermedades emergentes y reemergentes, especialmente las causadas por
bacterias tipo Vibrio. Factores como el aumento de la temperatura a nivel mundial, altas densidades
de cultivo y deficiente calidad de agua a causa de la acumulacion de materia organica (Briones et

al., 2022), detonan la presenciay proliferacion de estos patdgenos, 1o que genera un efecto negativo



sobre el sistema inmunoldgico de los organismos de cultivo volviéndolos mas susceptibles al
desarrollo de enfermedades.

En el Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas CENAIM/ESPOL se lleva
a cabo el proyecto “Desarrollo de la bioeconomia de macroalgas: Estrategia sostenible para mitigar
las enfermedades del camar6n”, con un enfoque en los compuestos bioactivos de algas marinas

como alternativa terapéutica para la prevencion y tratamiento de enfermedades bacterianas.

3. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La presente investigacion pretende medir el efecto antibacteriano de extractos de
macroalgas marinas contra bacterias patdgenas del género Vibrio y medir su influencia en la
respuesta inmunitaria de juveniles de camaron P. vannamei al ser desafiados con V.
parahaemolyticus, con el fin de desarrollar una alternativa de tratamiento preventivo o de control
de enfermedades, amigable con el ambiente y en beneficio a la produccion de camarones

saludables, evitando el desarrollo de resistencias bacterianas.

4. OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la efecto de extractos de macroalgas sobre la resistencia a vibriosis de juveniles de
camardn blanco (Penaeus vannamei) y respuesta inmune
1.4.2 Objetivos especificos
1. Analizar la toxicidad y efecto inmunoldgico de extractos de macroalgas en juveniles de
P. vannamei, asi como su accion bactericida sobre bacterias tipo Vibrio.
2. Evaluar el crecimiento y supervivencia en camarones alimentados con suplementacién a
base de macroalgas al ser desafiados contra V. parahaemolyticus.
3. Disefar un método de inclusion de extractos de macroalgas en dietas de camar6n como

alternativa aplicable en cultivos comerciales.



5. MARCO TEORICO

El camarén blanco del Pacifico, Penaeus vannamei, es una de las especies de crustaceos
mas importantes de la acuicultura con un alto valor comercial, ya que posee caracteristicas
adecuadas para su cultivo en cautiverio como son la tolerancia a amplios rangos de salinidad,
crecimiento répido, altas densidades de cultivo, entre otras. (Z. Wang et al., 2019) Los ciclos de
produccion de esta especie inician con la obtencion de semilla a partir de reproductores, criadero
en laboratorios de larvas y engorde en granjas camaroneras (FAO, 2009). Debido a su creciente
demanda, la produccion de esta especie implica la intensificacion de los cultivos, lo que ocasiona
que sean a mas susceptibles a enfermedades, esto sumado a los efectos del cambio climatico como
son las fluctuaciones drasticas de temperatura (Z. Wang et al., 2019). Entre los patégenos que se
presentan en los cultivos de camaron estan las bacterias, virus, hongos y parésitos (Cuéllar-Anjel,
2008).

Actualmente, las enfermedades de origen bacteriano causan severos problemas en los
cultivos debido a su gran capacidad de virulencia y crecimiento en rangos mas amplios con
respecto a otro tipo de enfermedades. Se conoce que los vibrios son los principales agentes
causales de diversas enfermedades bacterianas en los cultivos de camaron. Estas bacterias
gramnegativas de tipo bacilo, se pueden presentar tanto en la fase larvaria como engorde, por
transmision vertical (padres a hijos) u horizontal (patdgenos presentes en el agua, alimento y
sedimentos). La mayoria de estas bacterias son parte natural de la fauna marina, sin embargo, se
vuelven oportunistas cuando los camarones se encuentran inmunodeprimidos a causa de estrés u
otras enfermedades sistémicas, lo que ha contribuido al incremento de las tasas de mortalidad
dentro de la produccion camaronera alrededor del mundo. Las especies que han sido reportadas en
los cultivos son V. anguillarum, V. mediterranii, V. ordalii, V. pelagicus, V. campbellii, V.

carchariae, V. damsella, V. vulnificus, V. splendidus, V. logei, V. fischeri, V. orientalis, V.



nigripulchritudo, V. harveyi y V, parahaemolyticus, siendo estos dos Gltimos los principales
patdgenos en camarones. (Cuéllar-Anjel, 2013)

Las vias de acceso de estos patdgenos a los organismos de cultivo se dan por laceraciones,
perforaciones o heridas a través de roces constantes como consecuencia de las altas densidades de
siembra; asi como a través de las branquias por su revestimiento de cuticula fina; e intestino donde

ingresan mayoritariamente por la ingesta de alimento, agua y sedimentos. (Cuéllar-Anjel, 2013)
5.1.1 Vibrio parahaemolyticus

Bacteria haldfila de zonas costeras y estuarina, su rango de crecimiento es muy amplio,
crece mejor a temperaturas de 35 — 37 °C y pH 7.5 a 8.6 considerado como organismo anaerébico
facultativo; puesto que puede tolerar el oxigeno. Ademas, suelen fijarse en estructuras quitinosas,
como el exoesqueleto de camarones, aumentando su concentracion por la disponibilidad de
nutrientes. (Zamora & Quirdz, 2005)

Es el principal agente causal de afecciones en P. vannamei, donde cepas de V.
parahaemolitycus con genes productores de toxinas PirA y PirB ocasionan la enfermedad de la
necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND), generando altas tasas de mortalidad (40 - 100%). Los
signos clinicos que muestran aquellos organismos infectados son: letargia, intestino vacio, atrofia

y palidez de hepatopancreas, exoesqueleto blando y musculo blanquecino. (Trujillo, 2016)
5.2 Extractos de macroalgas como inmunoestimulantes en camarones

Las algas marinas son productores primarios del medio acuatico y se extienden en las zonas
costeras de los mares y océanos del mundo a profundidades de hasta 100 metros. Estas han sido
objeto de estudio debido a sus propiedades fitoquimicas, Gtiles para la elaboracion de productos
destinados a las diferentes industrias. En las costas del Ecuador, se han reportado 4 filos:

Rhodophyta, Chlorophyta, Ochrophyta y Charophyta. (Cuvi & Cornejo, 2021)



5.2.1 Kappaphycus alvarezii

Esta macroalga roja perteneciente al filo de las rodofitas, originaria de Filipinas e
introducida en varios paises con mares tropicales (incluido Ecuador), es ampliamente usada para
la elaboracion de materias primas a partir de uno de sus principales componentes, la carragenina.
Ademaés, contiene otros compuestos de gran importancia para la acuicultura como auxinas,
citoquininas, entre otros metabolitos secundarios con propiedades inmunoestimulantes vy
antioxidantes. (Lema et al., 2023)

Estudios desarrollados en el Ecuador sobre los efectos de esta macroalga, han demostrado
que pueden mejorar la supervivencia de camarones P. vannamei tras ser infectados con V. harveyi,
esto a pesar de no haber tenido influencia en la mejora del crecimiento de los organismos.
Adicionalmente, se observd que los componentes bioactivos como flavonoides, auxinas y radical
DPPH tuvieron una mayor concentracion en la época humeda, mientras que, fenoles totales,
grasas, fibras y radical ABTS se presentaron en menor contenido durante la estacion seca.

(Suantika, 2018)
5.2.2 Ulva lactuca

Esta especie de alga verde, de morfologia variada de acuerdo con condiciones ambientales
y bioldgicas, se puede encontrar en medios marinos, salobres y dulces. Debido a sus atributos
(resistencia a infecciones, acumulacion importante de nutrientes y crecimiento rapido), es una de
las especies mas estudiadas dentro del género Ulva. (Urbano, n.d.) Se ha informado que, sus
compuestos bioactivos de mayor importancia son los polisacaridos, fenoles y pigmentos
fotosintéticos (clorofilas y carotenoides). La concentracion a la que se obtienen varia de acuerdo
con el solvente empleado, es decir, se ha determinado que la solucion etanol/agua es mejor para la

recuperacion de fenoles y carotenoides (Pappou et al., 2022).



5.2.3 Acanthophora spicifera

Rodofita de diferentes matices (marrdn, rosa, amarillo o verde) que puede crecer en medios
con amplios rangos de salinidad. Un reciente estudio determind que extractos de A. spicifera
obtenidos en medio acuoso tuvieron altos porcentajes de inhibicién contra V. harveyi, mientras
que, la accion bactericida sobre V. parahaemolitycus fue bastante baja. De igual manera, cuando
se empled etanol como solvente, a las mismas concentraciones que en el otro medio, la inhibicién

para V. harveyi fue alta y para V. parahaemolitycus baja. (Beltran & Vega, 2022)
5.2.4 Gelidium sclerophyllum

Pequefia planta marina utilizada cominmente para la produccién de agar. Se encuentra
distribuida por las costas del Pacifico creciendo mejor donde hay rapidos movimientos de agua y
a profundidades de 2 a 20 m. Presenta ramificaciones irregulares con produccion de tetrasporas.
(Qin, 2018) Recientes estudios han determinado que extractos de esta alga marina tienen
propiedades inhibitorias (98%) contra V. parahaemolyticus y V. harveyi a concentraciones de 10

mg/ml (Gaona, 2022).
5.3 Pruebas in vivo e in vitro
5.3.1 Actividad antibacteriana

Varias metodologias in vitro se utilizan para evaluar nuevos antimicrobianos, tales como
el método de dilucién en caldo en microplacas que contienen diferentes concentraciones del
extracto vegetal. De esta manera, se logra medir la concentracion minima inhibitoria (MIC) de una
sustancia para que pueda evitar el crecimiento de microorganismos tras 24 horas de incubacion.

(Ramirez & Marin, 2009)



5.3.2 Inmunologia

5.3.2.1 Citotoxicidad

La evaluacion in vitro de la toxicidad de aditivos sobre camarones es fundamental puesto
que su realizacion no requiere de largos periodos de tiempo para la obtencion de resultados, ni
recursos econdmicos significativos, como ocurre con las pruebas in vivo. Por ello, investigadores
de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), han desarrollado un ensayo de viabilidad
celular adaptado a cultivos celulares primarios de hemocitos de camarén el cual se basa en la
reduccion de sales de tetrazolio (MTT) a formazéan. De esta manera se puede determinar las
concentraciones no toxicas de aditivos funcionales previo a la realizacion de pruebas in vivo en
granjas camaroneras. (Rodriguez et al., 2018)
5.3.2.2 Actividad antioxidante

Durante el proceso de defensa en el organismo interno de camarones, se producen
sustancias oxidantes bactericidas, las cuales son perjudiciales para las células del hospedero
cuando la eliminacioén de radicales libres no es rapida y eficaz (Ascencio et al., 2005). La busqueda
de sustancias antioxidantes, encargadas de estabilizar radicales libres por medio de la transferencia
de electrones, es de gran importancia en la prevencién y disminucion del dafio celular y con esto
aumento de la resistencia al estrés ambiental o por enfermedades. Esta capacidad antioxidante
puede ser medida espectrofotométricamente por medio del método de neutralizacién de radical
libre difenilpicrilhidracil (DPPH), compuesto que sera reducido en 2,2-difenil-1-pricril hidrazina
por sustancias con propiedades antioxidantes, provocando el desvanecimiento del color violeta de

este reactivo (Tovar, 2013).
5.3.3 Caracterizacion bioquimica de extractos de macroalgas

5.3.3.1 Fenoles
Los fenoles son compuestos aromaticos derivados de productos vegetales. Estos

compuestos, bastantes solubles en alcohol, presentan propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,



bactericidas, entre otras (Sivagnanavelmurugan et al., 2014). Para determinar su concentracion se
emplea el ensayo Folin-Ciocalteu (F-C), un método sencillo donde los componentes fendlicos
reaccionan con el reactivo F-C, a pH basico, el cual genera una coloracion azul que se determina

por espectrofotometria a una longitud de onda de 765 nm. (Garcia et al., n.d.)

5.3.3.2 Pigmentos fotosintéticos

Pigmentos como la clorofila cumplen la funcion de depurar el intestino de camarones, asi
COMO promover su crecimiento e inmunocompetencia. Los carotenoides, ademas de ayudar en el
transporte oxigeno en las células, actian como precursores de vitaminas y tienen propiedades
antioxidantes (Carvajal, 2015). De igual manera, las ficobiliproteinas mejoran el crecimiento de

los organismos de cultivo y resistencia a enfermedades. (Jimenez et al., 2023)
5.4 Meétodos de inclusion de extractos en dietas

Para la aplicaciéon de biocompuestos en dietas se puede aplicar dos métodos, recubriendo
el pellet o mezclando los extractos durante la elaboracion del alimento balanceado. Para el primer
método se debe emplear aglutinantes con el fin de darle estabilidad y obtener una mejor eficacia,
sin embargo, las perdidas por lixiviacion son considerables. Por otro lado, la inclusion de
medicamentos durante la elaboracion de alimentos se presenta como una mejor alternativa puesto
que las pérdidas son menores, esto a pesar de que el tiempo y costos en la reelaboracion del pellet
sean mayores. (Aur6 & Ocampo, 2006). Para la dosificacion de los extractos se tomaron las
recomendaciones de Linner et al 2009 donde se determind que para la formulacion intra-pellets de
dietas enriquecidas, era necesario incorporar entre 5y 10 veces la dosis objetivo, debido a las

distintas perdidas de extracto en el proceso de reconstruccion del pellets.
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2. METODOLOGIA
2.1 Pruebas in vitro
2.1.1 Recoleccion de macroalgas

Las macroalgas, G. sclerophylum y U. lactuca fueron recolectadas en tanques de cultivos
de CENAIM/ESPOL, ubicado en la comuna de San Pedro en la provincia de Santa Elena; mientras
que, K. alvarezii fue colectada de los sistemas de cultivo instalados en la comuna de palmar y la

macroalga A. spicifera se cosechd en el periodo de bajamar en la costa de la zona de “Palmar”.
2.1.2 Obtencion de extractos

Todas las muestras de macroalgas se limpiaron mediante lavados constantes con agua
destilada. Se trituraron y colocaron 6 gramos de algas en tubos Falcon de 50ml donde y se afiadio6
40ml de cada solvente (etanol, etanol/agua MilliQ 1:1 y agua MilliQ) para cada muestra, donde la
extraccion hidroetanolica fue secuencial, es decir, primero se coloc6 agua y al dia siguiente etanol.
Una vez afadidos cada uno de los solventes, se vortizd y congeld los tubos durante 24 horas,
debidamente cubiertos con aluminio. Asi mismo, se descongel6 y congelo en repetidas ocasiones
durante 4 dias consecutivos y se centrifugd a 3500 rpm durante 20 minutos a 8°C. Se recolecto el
sobrenadante y se repitid el proceso de centrifugacion. Finalmente, las muestras fueron

almacenadas en refrigeracidn con su respectiva rotulacion y cubiertas hasta su uso (Hende, 2012).
2.1.3 Actividad antibacteriana

La determinacién de la inhibicion bacteriana de extractos de macroalgas a distintas
concentraciones se llevé a cabo mediante la prueba de Concentracién Minima Inhibitoria (MIC).
Para ello se empled la cepa bacteriana V. parahaemolyticus (BA) perteneciente al banco de cepas
de CENAIM/ESPOL, la cual se encontraban criopreservada a -80°C por lo que fue activadas
mediante rayado por agotamiento en medio de cultivo Luria Bertani (LB), suplementado al 2.5%

de NaCl+BactoAgar con incubacion a 30°C. Posteriormente se prepararon inoculos bacterianos en



tubos de ensayo con medio LB al 2.5% de NaCl, midiendo por densidad éptica donde se obtuvo
una concentracion adecuada, de la cual se realizaron diluciones hasta alcanzar 107 y 10° UFC/m.
Paralelamente, se realizaron diluciones de las concentraciones dadas (300, 1000, 2000, 3000 y
5000mg/L) de los extractos de las macroalgas a evaluar, en una solucion de 50% agua MilliQ +
50% etanol al 95%, con una concentracion inicial de 15000 mg/L.

Todas las soluciones previamente preparadas fueron colocadas en placas microelisa. Estas
microplacas fueron divididas en 4 secciones: Tratamientos, 2 Controles y Blanco. Para los
tratamientos se colocaron 180pl de medio con extracto + 20ul de suspension bacteriana, mientras
que para el Blanco 200l de medio puro. En cuanto a los controles, el Control 1 contuvo 180ul de
medio + antibidtico florfenicol y el Control 2 180ul medio puro + 20ul bacteria 108. Las placas
fueron incubadas a 28+2°C y posteriormente se tomaron lecturas en el equipo lector de microplacas

ELISA, Varioskan Lux, cada dos horas durante 12 horas y al finalizar las 24 horas.
2.1.4 Inmunologia

2.1.4.1 Citotoxicidad

Para la realizacion de este ensayo se siguié el método de (Dominguez et al., 2022), para
lo cual se extrajo la hemolinfa de juveniles P. vannamei, la cual fue conservada en una solucién
anticoagulante de citrato de sodio (10%) en una proporcién de 1:1. Se coloco la hemolinfa en
placas microelisa y se realizaron lavados con solucién salina de Hanks (HBSS). Se adiciond el
reactivo MTT y se expusieron los cultivos celulares a los extractos a distintas concentraciones.
Se realizd la lectura de las microplacas a una absorbancia de 620 nm.
2.1.4.2 Actividad antioxidante

Para medir la actividad antioxidante, se baso al protocolo de (Murray et al., 2004). Este
inicié con la exposicion de los extractos al DPPH en placas microelisa con su respectivo blanco y

control. Se cubrio con papel aluminio y posterior a los 12min de reaccion se leyd en el equipo



Varioskan Lux a una longitud de onda de 517 nm. Se compard con la curva de calibracion en base

a Trolox.
2.1.5 Caracterizacion bioquimica

2.1.5.1 Fenoles totales
Los fenoles totales para cada muestra de extractos se determinaron por medio del método
espectrofotométrico basado en (Zhong et al., 2020) con algunas modificaciones de acuerdo con
el siguiente procedimiento:
1. Se coloco 25 pl de muestra en una placa microelisa, con 2 réplicas por cada
macroalga.
2. Se afiadio 25 pl de solucion F-C al 25% y una solucion de agua y etanol con una
relacion 1:1. Despues de 5 min.
3. Seagreg6 25 pl de la solucion de carbonato de sodio al 10%.
4. Se cubri6 la placa con papel aluminio y se dejé reposar por una hora (Figura 4).
Finalmente, se colocd la placa microelisa en el VVarioskan Lux y configurd a una

longitud de onda 765nm para su lectura.

2.1.5.2 Auxinas totales

Para la cuantificacion de auxinas se utilizo el método colorimétrico de Salkowski propuesto
por (Glickmann & Deasaux, 1995). Para la curva de calibracion se utilizé el estandar acido indol-
3-acético para lo cual se prepararon las diluciones como se muestra en la Tabla 1. Posteriormente,
se coloco 100ul de solucion madre de cada dilucion realizada en microplacas ELISA, se afiadio la
solucion de Salkowski (200ul) y se esper6 30 min de reaccion. Se leyé en el equipo Varioskan Lux
a 530 nm.

La medicion de auxinas para los respectivos extractos se realizd colocando 100ul en
microplacas y se afiadio 200ul de la solucién de Salkowski, cada uno con dos replicas. Luego de

30min se procedio a leer en el equipo Varioskan Lux a 530nm.



Tabla 1

Diluciones del estandar acido indol-3-acético

Concentracion  Solucion estandar (mg)  Etanol (ul)

Solucion Madre 1000 1000
D1 0.5 500
D2 0.25 500
D3 0.125 500
D4 0.0625 500
D5 0.0312 500
D6 0.0156 500
D7 0.007 500
D8 0.004 500
D9 0.002 500

2.1.5.3 Clorofilay carotenoides
Para la cuantificacion total de clorofila a (Chla) y carotenoides, se aplico el método
descrito por (Lichtenthaler, 1989):
1. Se coloc6 3ml del blanco (etanol) en la celda y se ley6 en el espectrofotémetro
empleando el software UV-Vis Analyst.
2. Se colocaron 3ml de extracto etandlico para cada especie de macroalga.
3. Setomo lecturas en longitudes de onda de 666, 667 y 750nm.
4. Se retiro la celda y agreg6 100ul de HCI y se realizo mediciones para carotenoides
a longitudes de onda de 664.1, 648.6 y 470nm.
5. Se limpio la celda con agua destilada y repitio el mismo proceso para el resto de

las muestras.



2.2 Pruebas in vivo
2.2.1 Inclusién de extractos en dietas

El alimento balanceado estandar fue adquirido por CENAIM-ESPOL. Este fue molido y
se le incluy6 la concentracion que tuvo los mejores resultados de efectos inmunoestimulantes y
bactericidas, pero no toxicos. De acuerdo con (Q. Wang et al., 1999), durante la inclusion intra-
pellet de algln aditivo, existen pérdidas durante su reelaboracion y por lixiviacién en el agua, por
lo que estas deben ser compensadas afiadiendo un 10% del mismo cuando las condiciones no son
controladas (produccion). Por tal motivo, a la concentracién de extracto seleccionada se le
adiciond un 5% mas de la concentracién seleccionada (2.000 mg/L), por lo que se obtuvo una

concentracion final de 10.000 mg/L.
2.2.2 Aclimatacion de juveniles

Se cosecharon juveniles de 2.0+ 0,3 g producidos en condiciones de cultivo extensivo (8
org/m?) en la estacion experimental CENAIM-ESPOL. Estos fueron trasladados en tanques con
aireacion a los laboratorios de CENAIM, donde previo a su aclimatacion en tanques de 500L,
fuerdn sometidos a chequeos visuales y de diagnéstico molecular, garantizando el dptimo estado
de salud del lote. Posteriormente, los organismos se sembraron en los tanques a una densidad de
90 animales/tanque con biomasa de 180 g/tanque.

La aclimatacion tuvo una duracion de 4 dias. Durante este proceso se les administrd
diariamente alimento comercial estandar al 5% de la biomasa seca de los organismos en biomasa
de alimento. Ademaés, una vez obtenidos los resultados de las pruebas MIC y MTT, se prepararon
las dietas suplementadas. Para ello se molid, para cada tratamiento, 100g de alimento estandar y
se agreg6 80ml de extracto a una determinada concentracion. Estas dietas fueron suministradas al

quinto dia. Adicionalmente, se realizaron biometrias para conocer la tasa de crecimiento.



2.2.3 Prueba de desafio con V. parahaemolyticus

Previo a la transferencia de camarones al area de cuarentena, esta fue desinfectada y
organizada de tal manera que, se emplearon 40 acuarios de fibra de vidrio con capacidad de 50L
con sus respectivas mallas y mangueras difusoras. Cabe mencionar que estos acuarios se
sumergieron en recipientes que contenian agua dulce con el fin de regular la temperatura del agua
salada, la cual se mantuvo a 31 °C. El &rea de trabajo fue dividida en dos grupos, Grupol:
tratamientos con infeccion + controles positivos y Grupo2: tratamientos sin infeccion + controles
negativos. Cada tratamiento conté con 3 replicas (colocados aleatoriamente) y un control positivo
(Figura 1). De igual manera, el Grupo2 se colocd en el mismo orden que el otro grupo. Una vez
preparada la zona de cuarentena, se procedio a trasferir los camarones de 2.88 g a sus respectivos
acuarios y se aclimataron durante 48 h sin alimentacion.

Para la infeccion, se realiz6 un recambio del 50 % en cada unidad experimental y se
proporciond alimento (2.5% de biomasa de camaron) infectado con V. parahaemolyticus a una
concentracion de 2x108 UFC/g. Durante el ensayo se control6 la mortalidad de los camarones cada
dos horas durante 48 h. La alimentacion para el Grupol se continud con la dieta suplementada con
extractos, a excepcion de los controles positivos, mientras que, para el Grupo 2 con dieta sin

suplemento. La supervivencia se cuantifico al finalizar el desafio.
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Figura 1Esquema de designacion aleatoria de tratamientos en acuarios en el area de

cuarentena
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3. RESULTADOS Y ANALISIS
3.1 Pruebas in vitro
3.1.1 Actividad antibacteriana (MIC)

Al analizar la actividad antibacteriana se pudo observar que existe una importante
inhibicion en el crecimiento de bacterias al ser expuestas a los extractos de las macroalgas U.
lactuca A. spicifera y K. alvarezii a concentraciones de 5.000 mg/L con inhibiciones de 79.9%,
76%, 70% respectivamente (Fig. 2,4 y 5), mientas que; G. sclerophyllum (Fig. 2), obtuvo el mejor
resultado con 81% de inhibicién a partir de 3.000 mg/L. Es posible observar entre los principales
resultados que las concentraciones en lineas generales que mejor inhibicion mostraron a menor
concentracion fueron las probadas con 2000 mg/L. De forma general existieron diferencias
significativas (P<0,005) entre las concentraciones usadas en las diferentes macroalgas, con una
clara tendencia de inhibiciones bajas por debajo de 2000 mg/L con la excepcidn de A. spicifera la
cual mostro inhibiciones de 60% a partir de 1000 mg/L. Mostrando una tendencia general para
todas las macroalgas, que concentraciones entre 2000 y 5000 mg/L resultaron no ser diferentes
estadisticamente para todas las especies de macroalgas, dejando en evidencia que la mejor
concentracion para la dosificacion de dietas suplementadas para juveniles de camaron resulta ser

2000 mg/L, ya que es la menor concentracion con la mayor inhibicion.,
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Figura 2 Porcentaje de inhibicion de 5 concentraciones extracto acuoso de U. lactuca frente a
V. parahaemolyticus
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Figura 3 Porcentaje de inhibicidn de 5 concentraciones de extracto acuoso de G. sclerophyllum
frente a V. parahaemolyticus
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Figura 4 Porcentaje de inhibicién de 5 concentraciones de extracto acuoso de A. spicifera frente

a V. parahaemolyticus
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Figura 5 Porcentaje de inhibicion de 5 concentraciones de extracto acuoso de K. alvarezii frente

a V. parahaemolyticus
3.2 Inmunologia
3.2.1 Citotoxicidad (MTT)

La citotoxicidad es una medida de que tan toxico resulta ser un compuesto, por lo que la
figura 6 muestra la viabilidad de los extractos midiendo que tan poco dafio pueden generar en los
hemocitos de camardn basados en el método del MTT, donde se consideraron 3 niveles de
evaluacion: 1 valores superiores al 75% alta viabilidad, 2 por debajo de 75 - 50% media viabilidad
y 3 valores por debajo del 50% resultan ser bajos en viabilidad. Los resultados de citotoxicidad
mostraron que, a concentraciones de 1.000 y 2.000 mg/L la viabilidad celular fue alta para todas
las especies de macroalgas. Sin embargo, es posible observar que las concentraciones de 5000
mg/L en adelante la viabilidad es media para U. lactuca, G. sclerophyllum y K. alvarezii, Inclusive
llegando a alcanzar baja viabilidad a concentraciones de 10000 mg/L para U. lactuca. Resulta
importante resaltar que A. spicifera no resulto ser toxica a ninguna de las concentraciones probadas
y siendo el alga con mayor viabilidad de las 4 probadas. En base a estos resultados se identificé la

concentracion de 2000 mg/L como la concentracion en la cual todas las macroalgas presentan una



alta viabilidad, que junto con su alta actividad biol6gica contra bacterias patdgenas resulto en la

concentracion seleccionada para las pruebas in vivo.
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Figura 6 Viabilidad celular de hemocitos de juveniles P. vannamei al ser expuestos a

extractos de macroalgas a distintas concentraciones
3.2.2 Actividad antioxidante (DPPH)

Los resultados para la actividad antioxidante potencial evaluada para las diferentes
macroalgas por medio de la prueba DPPH, mostraron que G. sclerophyllum y U. lactuca tienen la
mayor actividad antioxidante, seguido de K. alvarezii y A. spicifera. Se pudo identificar diferencias
significativas entre la actividad antioxidante siendo G. sclerophyllum y U. lactuca (Fig. 6)
similares en el rango superior de actividad y las otras 2 especies diferentes formando otros 2
grupos. La actividad antioxidante esta fuertemente relacionada con la accion estimulante de los
compuestos activos contenidos en las macroalgas, es por esto; que la relacion entre la actividad
antioxidante nos permite identificar su potencial como inmunoestimulante de juveniles de

camaron.
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Figura 7 Actividad antioxidante de extractos de macroalgas a través del método DPPH
3.2.3 Composicion bioquimica de las macroalgas

La composicion bioquimica de las macroalgas refleja las condiciones de las macroalgas en
el momento de cosecha y bajo las condiciones ambientales predominantes, por lo cual; son una
referencia en cuanto a la época y su bioactividad. El contenido de fenoles totales para todos los
extractos analizados fue similar (60%) y sin diferencias significativas entre las 4 especies de
macroalgas. Para las auxinas totales las especies con mayor contenido fueron G. sclerophyllum y
K. alvarezii con hasta un 30% mas que las otras 2 especies analizadas. Presentando diferencias
significativas entre la composicidn de las 4 especies para este andlisis (Fig. 8 ay b). En cuanto a
los pigmentos fotosintéticos analizados, se observd un mayor contenido de clorofila a y
carotenoides totales para A. spicifera, y G. sclerophyllum los cuales también resultaron ser
similares. Para las especies de U. lactuca y K. alvarezii también se observa una tendencia similar
a la mostrada en ambos componentes (Clorofila a y carotenoides) de ser significativamente

menores (Fig. 9ay b).
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Figura 9 Contenido de a) Contenido de clorofila a” y b) carotenoides de extractos de macroalga

3.2.4 Crecimiento y Supervivencia

Todos los organismos fueron alimentados durante 15 dias y divididos en tratamientos
segun la suplementacion recibida con las diferentes macroalgas (A. spicifera, G. sclerophyllum, U.
lactuca y K. alvarezii) en concentraciones de 2000mg/L, mas el control que fue el grupo que solo
recibi6 alimento estandar. La talla inicial de los organismos fue de 2 g y al final del experimento
se pudieron observar diferencias ligeras pero significativas entre las diferentes dietas, teniendo que
masas finales segun el tratamiento suministrado U. lactuca (4.01 g) y G. sclerophyllum (3.88 g),
K. alvarezii (3.71 g) y A. spicifera (3.76 g) los cuales al contrastar con el tratamiento control ( 3.2
g) resulta notorio la mejora en el crecimiento para los primeros 3 tratamientos antes mencionados
(Fig. 10 a). Con hasta un 30% de incremento sobre el tratamiento control el cual fue obtenido por

el tratamiento con U. lactuca (Fig. 10 b). Siendo importante que resaltar que aun cuando no fue



un objetivo del trabajo, por observacién directa se pudo evidenciar que los tratamientos
suplementados con macroalgas en especial U. lactuca y G. sclerophyllum no presentaban sobrantes
de alimento al cabo de 15 minutos y era notorio un menor tiempo en el cual los camarones

comenzaban a alimentarse del alimento suministrado en comparacion con el control y el

tratamiento de A. spicifera.
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Figura 10 a) Crecimiento inicial (aclimatacién) y final (post-desafio) de juveniles de camaron

P. vannamei y b) Porcentaje de peso ganado de camarones sobre el control

La supervivencia post-infeccion (48 horas de desafio, con verificacion cada 2 horas) de
juveniles de Penaeus vannamei infectados mediante el alimento preparado con concentraciones
de 108 UFC de V. parahaemolyticus, se pudo medir las siguientes supervivencias totales segun los
tratamientos, donde U. lactuca y G. sclerophyllum tuvieron las supervivencias mas altas con 97.5

y 85% respectivamente, seguido de K. alvarezii con 62.5% y A. spicifera 33.7%. El tratamiento



sin suplementacion (control) obtuvo una supervivencia de 55%. Se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos suministrados, donde se formaron 3 grupos, el primero
formado por las macroalgas que presentaron la mayor supervivencia (U. lactuca y G.
sclerophyllum) un segundo grupo entre K. alvarezii y el tratamiento control y finalmente A.
spicifera que fue inclusive su supervivencia inferior al control. Para cada uno de los tratamientos
compuestos por 3 replicas infectados existieron 3 replicas no infectadas como tratamientos
positivos, los cuales obtuvieron una supervivencia final del 100% dejando en evidencia el impacto

de la enfermedad sobre los organismos en ensayo.
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Figura 11 Supervivencia de juveniles alimentados con dietas suplementadas y desafiados con V.

parahaemolyticus

3.3 Protocolo de inclusion de extractos de macroalgas marinas intrapellets para alimento de

camaron.



Figura 12 Proceso de desarrollo de alimento suplementado a base de extracto de macroalgas

Par el protocolo de inclusion de extractos intra-pellets, se realizo un protocolo implementado en 5
pasos:

1 Preparacion de los extractos, para esto las macroalgas fueron colectadas (sistemas de cultivo y
ambiente) trasladasds en contenedores isotermicos y procesadas en fresco. Para esto las
macroalgas son lavadas, molidas y expuestas durante 24 horas a solvente de extraccion en este
caso agua, la cual se congelo a—4 °C y se realizo un proceso de congelamiento y descongelamiento
para favorecer la ruptura celular y obtencion de todos los biocompuestos de interes (Pigmentos,
fenoles y antioxidantes). Una vez obtenido el extracto segln la concentracion obtenida se realiza

la dosuficacion por cada kg de alimento necesario en la preparacion. Siendo importante destacar



que para obtener una concentracion estandar del extracto en el alimento es necesario incorporar
entre 5y 10 veces la concentracion final durante el proceso de mezcla con el alimento.

2 Una vez obtenido el volumen necesario del extracto para alcanzar la concentracion deseada
(2000 mg/L) se adiciono el extracto al alimento de camaron estandar previamente molido
finanmente.

3 Durante este paso a mezclar el alimento previamente macerado con los se mezcla hasta
homogenizar la maxcla de extracto con el alimento, obteniendo una masa moldeable de
consistencia firme, necesaria para poder pasar al siguiente paso.

4 La mezcla de alimento con extractos homogenizada se para por una peletizadora con la cual se
establece el largo y grueso del pellets a producir segun la talla objetivo de camaron.

5 Una vez reconstituido el pellets el quinto paso se procede a colocar el alimento en bandejas de
aluminio y llevado a la estufa a una temperatura constante de 60 °C , para evitar la
desnaturalizacion de los compuestos bioactivos labiles de los extractos y garantizar el secado del
alimento. Al finalizar se coloca el alimento suplementado en tubos Falcon esteriles de 50 ml

previamente rotulados y mantenidos en refrigeracion 4 °C hasta su uso .
3.3 Andlisis de Costos

Para el desarrollo del proyecto, se estimé determinado presupuesto referencial de aquellos
costos generales necesarios que incluyen reactivos, pruebas, aditivos u otros. En la Tabla 2, se
puntualiza los precios de cada material y prueba usada, referenciada como costos fijos, resultando
en un precio de inversion de $3.520 dolares americanos. Por otro lado, CENAIM-ESPOL autorizd
de manera gratuita diversas areas de trabajo designadas para cada etapa del proyecto como area de
cuarentena (desafio), area de climatizacion (Levantamiento), Laboratorio Ambiental (pruebas
bioquimicas), Microbiologia, Biologia molecular, Probidticos, Inmunologia, asi como materiales
dentro de ellas. Ademas, la cepa de V. parahaemolyticus se obtuvo del banco de cepas de CENAIM

para la elaboracion de cada prueba respectiva.



Los materiales para la preparacion de alimento suplementado, como el alimento estandar,
maquina peletizadora, refrigeradora, celdas para espectrofotdmetro, alcohol 70%, placas
microelisa, estufa y balanza analitica portétil fueron financiados por el Programa de Bioeconomia

de macroalgas INEDITA.

Tabla 2

Costos de experimentacion

Cantidad Descripcion Costo Costo
Unitario Total

1 Materiales Pruebas de laboratorio $571,23 $571,23
1 Materiales Prueba Desafio $1.578,00 $1.578,00
- Cepa de V. parahaemolyticus - -
1 Pruebas M.1.C (4 muestras) $31,00 $31,00
1 Prueba M.T.T (4 muestras) $55,00 $55,00
1 Maquina Peletizadora $150,00 $150

Alquiler del area de Cuarentena - -
- Alquiler del Laboratorio - -

Alquiler del Varioskan Lux - -
- Alquiler de Espectofometro - -
Alquiler de area de probidticos - -

1 Reactivos Pruebas Bioquimicas $1.131,72 $1.131,72
2 Alimento Balanceado estandar (Kg) $1,33 $2,66
TOTAL $3.520

Posteriormente, se realiz6 una proyeccion de costo de inversion inicial para la elaboracién
de 1 kg de alimento suplementado con la inclusion extractos de macroalgas, los cuales obtuvieron
buenos resultados en la supervivencia de los juveniles de P. vannamei desafiados V.

parahaemolyticus. Estos son: U. lactuca, G. sclerophyllum. y K. alvarezii.

Tabla 3
Evaluacion produccién de 1kg de alimento suplementado con extracto

macroalga U. lactuca

Materiales Costo Total

Para 1kg de alimento se necesitan 69,71g alga $0,17
Alimento estandar (1kg) $1,33




Total 1 kg Alimento suplementado $1,50

Tabla 4
Evaluacidn de produccion de 1kg de alimento con extracto de macroalga G.

sclerophyllum.

Materiales Costo Total
Para 1kg de alimento se necesitan 69,71g alga $0,17
Alimento estandar (1kg) $1,33

Total 1 kg Alimento suplementado $1,50
Tabla 5

Evaluacidon de produccién de 1kg de alimento con extracto de macroalga K.

alvarezii

Materiales Costo
Para 1kg de alimento se necesitan 69,71g alga $0,25
Alimento estandar (1kg) $1,33

Total 1 kg de alimento suplementado $1,58

Las tablas 3 y 4 muestran que para los dos primeros extractos se necesitan $1.50 ctvs. para
la produccién de 1 kg de alimentos suplementado, lo cual corresponde a un 11.33% adicional al
alimento estandar. En cambio, en la Tabla 5 se calcul6 que se necesita $1.58 ctvs. con un valor
agregado del 15.86%, lo que generara un alto impacto comercial. Se conoce que estos precios estan
dentro del rubro del mercado ecuatoriano y que el kg de masa seca de U. lactuca y G.
sclerophyllum. estd a $2.50 ctvs., mientras que K. alvarezii a $3.50 ctvs., por lo que estos precios
pueden disminuir a la medida que la tecnologia de produccion de macroalgas se masifique o genere
demanda en el Ecuador.

La presentacion de 1 kg alimento balanceado con macroalgas, es competitiva con otros
productos comerciales con propiedades similares que contienen acidos organicos, probioticos,

aceites esenciales, etc., debido a que sus precios oscilan entre $ 2,88 ctvs. a $3,70 ctvs. por 1kg.



Por lo tanto, el alimento con macroalgas se considera como una de muchas alternativas econémica

y viable.



Capitulo 4



4. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demostraron que, las macroalgas probadas generan un
porcentaje de inhibicion bacteriana mayor al 50% al usar concentraciones por debajo de 5000 mg/L
y superior a una concentracion de 2000 mg/L, valores en los cuales la viabilidad celular es bastante
alta por lo que no habria dafio celular de los hemocitos de camardn cuando estos son alimentados
con las dietas suplementadas. Ademas, las pruebas inmunolégicas DPPH determinaron que los
extractos las especies U. lactuca y G. sclerophyllum tienen mejor efecto en la inmunoestimulacion
y eliminacion de radicales libres.

Los organismos alimentados con suplemento a base de extractos de macroalgas y
desafiados contra V. parahaemolyticus presentaron mejores supervivencias para los tratamientos
con de U. lactuca (97.5%), G. sclerophyllum (85%) y K. alvarezii (62.5%) en comparacion al
tratamiento sin dieta suplementada. En cambio, los valores de mortalidad de los juveniles del
tratamiento con A. spicifera (66.7%) fueron significativamente iguales al control (55%). Ademas,
como han indicado otros estudios, la composicion bioguimica tiene influencia nutricional,
inmunoestimulante y antimicrobiana, lo cual se puede constatar en los resultados obtenidos en las
concentraciones de compuestos bioactivos, donde los extractos de U. lactuca y G. sclerophyllum
mostraron un mayor contenido de algunos fitoquimicos estudiados.

El modelo de inclusién intra-pellets de dieta funcional a base de macroalgas, basado en la
molienda de alimento, inclusién de los extractos y reconstruccion de pellets, resulté ser una
alternativa econémica, viable, funcional y de muy bajo impacto para el medio ambiente, lo cual
promueve la produccién de biomasa de macroalgas, con fines de diversificacion de la acuicultura
y uso de quimio-tratamientos naturales que mejoran la produccion de camardn,
reduciendo perdidas y mejorando la eficiencia con costos de inversidn bajos. De esta manera nos

acercamos a una Acuicultura sustentable y responsable con el planeta.



5. RECOMENDACIONES

Debido a que los contenidos bioquimicos de las macroalgas pueden variar de acuerdo con
diversos factores, se recomienda trabajar con macroalgas recolectadas de un mismo sitio, ya sea
medios de cultivo o0 medio ambiente, para asi poder desarrollar alimentos suplementados con una
composicion bioquimica mas estable.

Se sugiere también que antes de iniciar el periodo de desafio, se tenga animales adicionales
de reposicion, ya que en el periodo de aclimatacion existen mortalidades de camarones a causa del
estrés generado durante traslado y manipulacion de los organismos desde la camaronera hasta su
destino. Ademas, se recomienda que antes de la etapa de desafio se tenga organismos con tallas
homogéneas para poder realizar los célculos respectivos de las dosis de alimentacion y asi evitar
tener datos atipicos en cuanto a tallas y pesos.

Por ultimo, es recomendable que el alimento suplementado con macroalgas sea probado
frente a otros tipos de alimentos comerciales que comparten propiedades similares (suplementados
con compuestos naturales), es decir, que contengan dentro de su estructura acidos organicos,

probidticos, aceites esenciales entre otros.
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