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ESTRUCTURA DE TESIS  

 

La presente tesis está conformada por 5 apartados, entre los cuales se incluye introducción 

general, trabajos científicos y conclusión general. Con el objeto de ofrecer una perspectiva 

acerca de su contenido, a continuación, se describen de forma concisa los apartados que 

integran el documento. 

El apartado I presenta de forma general y precisa la relevancia del tema de la 

inmunoestimulación de larvas de peces marinos e inmunidad entrenada, la problemática por 

resolver, las hipótesis y los objetivos del estudio.  

El apartado II muestra la importancia de generar concentrados de Nannochloropsis sp. 

mediante métodos factibles como lo es la dosificación de NaOH, en particular para realizar 

la extracción de compuestos bioactivos como son los β-glucanos. Por lo tanto, se realizó la 

revisión bibliográfica del potencial de Nannochloropsis sp. en la producción de β-glucanos 

y se confirmó con la cuantificación enzimática de β-glucanos en esta microalga.  

El apartado III está basado en el estudio de la ontogenia del sistema inmunológico del pargo 

lunarejo Lutjanus guttatus, ya que es relevante describir los patrones de desarrollo, 

especialmente de la aparición de órganos linfoides e inicio de la producción autóloga de IgM, 

para comprender sus mecanismos tempranos de defensa, y hacer comparaciones con lo 

descrito en otras especies e integrar el conocimiento a la planeación estratégica para 

inmunoestimular larvas. 

El apartado IV se enfoca en la evaluación de la expresión de genes involucrados en la 

respuesta inmunitaria de larvas de Lutjanus guttatus por inmunoestimulación de dos tipos de 

β-glucanos, derivados de Saccharomyces cerevisiae y Nannochloropsis oculata, en términos 

de inmunidad entrenada. Los elementos primordiales que se consideraron para una estrategia 

de este tipo fueron las características moleculares del agente inmunoestimulante y las 

capacidades inmunológicas de los peces en etapa larval, que se tomaron de los apartados 

anteriores.  

El apartado V presenta la conclusión general de la presente tesis. 
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RESUMEN 

 

Poco se sabe sobre las estrategias de inmunización e inmunoestimulación en larvas de peces 

marinos; sin embargo, ambas estrategias tienen el potencial de mejorar la supervivencia 

durante los primeros días del cultivo larvario. La variedad biológica de larvas de peces 

marinos complica la estandarización de la aplicación de estas estrategias. Los experimentos 

de inmunoestimulación realizados con larvas de peces proporcionan evidencia que ayuda a 

entender mejor los mecanismos de la inmunidad entrenada, que se puede utilizar para 

comprender las respuestas a los tratamientos de inmunoestimulación. Por lo tanto, se requiere 

una planificación estratégica para la estandarización de los métodos de inmunoestimulación. 

Un método estandarizado podría mejorar nuestra comprensión de los efectos de los agentes 

inmunoestimulantes en la maduración del sistema inmune en las larvas de peces marinos; 

esta información mejoraría la capacidad de lograr un entrenamiento temprano de la 

inmunidad innata y determinar su potencial para mejorar la supervivencia de las larvas 

cultivadas. Como parte de una planeación estratégica de inmunoestimulación para larvas del 

pargo flamenco Lutjanus guttatus se confirmó que la inmunidad por transferencia materna 

dependiente de IgM es corta, por lo que presenta una ventana de susceptibilidad 

inmunológica larvaria que es cubierta por la respuesta innata. Se describió la aparición y 

maduración funcional de los órganos linfoides, riñón cefálico y bazo que se dio a la primera 

semana post eclosión (dpe, 3.28 ± 0.17 mm), y el esbozo del timo apareció a los 9 dpe (8.9 

mm). La última etapa de la ventana de susceptibilidad inmunológica (producción autóloga 

de IgM, 35-40 dpe, 15-23 mm) puede ser considerada apropiado en la planeación de los 

futuros programas de vacunación para esta especie. Por otra parte, los aspectos relacionados 

al agente inmunoestimulante también son de relevancia. Por ejemplo los β-glucanos, que 

pueden ser obtenidos de microalgas, y se ha propuesto a Nannochloropsis sp. como posibles 

candidatos para la producción de estos compuestos a niveles industriales. Por lo tanto, en el 

presente estudio se evaluó el contenido de β-glucanos en tres cepas de Nannochloropsis y un 

concentrado comercial de N. oculata (Nanno 3600®). El contenido individual de β-glucanos 

es ~1 pg·cel-1, con una productividad volumétrica máxima de 81.55 mg·l-1. Sin embargo, 

aunque se ha demostrado la presencia de β-glucanos en Nannochloropsis sp., todavía no está 

disponible su caracterización molecular. Por lo tanto, se realizó una caracterización parcial 

de este polisacárido. Además se describió que con con 17 mL de NaOH 0,5N por litro de 

cultivo de microalgas se puede lograr una eficiencia de floculación de 94,9 % a pH 9,7 en 

menos de 60 minutos, un método simple, práctico y de bajo costo para producir concentrados 

de Nannochloropsis sp. con fines acuícolas y biotecnológicos como es la producción de β-

glucanos. Por último se evaluó comparativamente la expresión de genes (IL-1β, IL-6, IL-8. 

IL-10, TNF-α, TLR y CD209) involucrados en la respuesta inmunitaria de larvas de L. 

guttatus asociados a la inmunoestimulación por β-glucanos de levadura y N. oculata en 

términos de inmunidad entrenada. Ambos β-glucanos administrados oralmente a larvas de L. 

guttatus activaron el sistema inmune innato, influyendo en la expresión de genes 

relacionados a la producción de citocinas clásicas pro-inflamatorias. La expresión de IL-6 y 

de IL-10 indica una posible respuesta en términos de inmunidad entrenada.   
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Larvas, Inmunoestimulación, Inmunidad Entrenada, Nannochloropsis, Beta Glucanos 
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ABSTRACT 

 

Little is known about immunization and immunostimulation strategies in marine fish larvae; 

however, both strategies have the potential to improve survival during the first days of larval 

culture. The biological variety of marine fish larvae complicates the standardization of the 

application of these strategies. The immunostimulation experiments performed with fish 

larvae provide evidence that helps to better understand the mechanisms of trained immunity, 

which can be used to understand the responses to immunostimulation treatments. Therefore, 

strategic planning is required for the standardization of immunostimulation methods. A 

standardized method could improve our understanding of the effects of immunostimulating 

agents on the maturation of the immune system in marine fish larvae; this information would 

improve the ability to achieve early training of innate immunity and determine its potential 

to improve the survival of cultured larvae. As part of a strategic plan of immunostimulation 

for larvae of the spotted rose snapper Lutjanus guttatus, it was confirmed that IgM-dependent 

maternal immunity is short, so it presents a window of larval immunological susceptibility 

that is covered by the innate response. The appearance and functional maturation of the 

lymphoid organs, cephalic kidney and spleen was described in the first week after hatching 

(dph, 3.28 ± 0.17 mm), and the thymic outline appeared at 9 dph (8.9 mm). The last stage of 

the immunological susceptibility window (autologous production of IgM, 35-40 dph, 15-23 

mm) can be considered appropriate in the fulfillment of future vaccination programs for this 

species. On the other hand, aspects related to the immunostimulating agent are also relevant. 

For example the β-glucans, which can be obtained from microalgae, and have proposed  

Nannochloropsis sp. as possible candidates for the production of these compounds at 

industrial levels. Therefore, in the present study the content of β-glucans was evaluated in 

three strains of Nannochloropsis and a commercial concentrate of N. oculata (Nanno 3600®). 

The individual content of β-glucans is ~1 pg·cel-1, with a maximum volumetric productivity 

of 81.55 mg·l-1. However, although the presence of β-glucans has been demonstrated in 

Nannochloropsis sp., its molecular characterization is not yet available. Therefore, a partial 

characterization of this polysaccharide was carried out. It was also described that with 17 mL 

of 0.5N NaOH per liter of microalgae culture, a flocculation efficiency of 94.9 % at pH 9.7 

can be achieved in less than 60 minutes, a simple, practical and low-cost method to produce 

concentrates of Nannochloropsis sp. for aquaculture and biotechnological purposes such as 

the production of β-glucans. Finally, the expression of genes (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-

α, TLR and CD209) involved in the immune response of L. guttatus larvae associated with 

immunostimulation was evaluated comparatively whit yeast β-glucans and N. oculata in 

terms of trained immunity. Both β-glucans administered orally to larvae of L. guttatus 

activated the innate immune system, influencing the expression of genes related to the 

production of classical pro-inflammatory cytokines. The expression of IL-6 and IL-10 

indicates a possible response in terms of trained immunity. 

 

Key words  

Larvae, Lutjanus guttatus, Immunostimulation, Trained Immunity, Nannochloropsis, Beta 

Glucans 
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1.1. Introducción  

Las mortalidades masivas de larvas de peces en la naturaleza pueden ser en parte un 

fenómeno innato y natural; sin embargo, en acuicultura estas pérdidas se atribuyen a 

problemas de alimentación e infecciones (Kjørsvik et al., 2011). Las infecciones son 

provocadas por microorganismos patógenos oportunistas, asociados con el factor estrés que 

se presenta por densidad de confinamiento y manipulación (Bergh, 2000; Knappskog et al., 

1993). Un ejemplo son las bacterias oportunistas patógenas de peces, las cuales son comunes 

en agua de mar, y que en acuicultura toman ventaja de los cambios ambientales que ocurren 

en los cultivos. Los pocos reportes de incidencia de patógenos específicos en acuicultura 

(Frans et al., 2011; Silva et al., 2014), refuerzan la idea de que los patógenos oportunistas 

son la principal causa de mortalidad. 

Por ejemplo, la producción intensiva de peces crea un medio ambiente altamente artificial, 

que promueve crecimiento bacteriano y afecta negativamente la selección bacteriana 

(Vadstein et al., 2013, 1993). El resultado es un pobre crecimiento y mortalidad masiva de 

peces, por lo tanto, las técnicas de cultivo larval deben mejorar para evitar estos problemas 

(Skjermo & Vadstein, 1999a). Por su parte Vadstein (1997) propuso mantener la atención en 

tres factores relevantes para incrementar la probabilidad de obtener larvas viables: a) 

microbiota ambiental, b) factores fisicoquímicos del agua y c) sistema inmune de larvas. Lo 

anterior es de gran interés al momento de planear una estrategia para mejorar la respuesta 

inmunológica e incrementar la supervivencia larvaria. Por lo tanto, las medidas preventivas 

y correctivas durante etapas tempranas de peces, desde la relación agente etiológico 

(bacterias oportunistas) e inmunidad larval (respuesta innata), sólo pueden ser de tipo 

inmunoestimulación (IE) no específica (Bricknell & Dalmo, 2005) y/o por inmunización 

transferida maternalmente (ITM) (Grindstaff et al., 2003). 

La IE consiste en la aplicación de compuestos para estimular y/o aumentar la respuesta 

inmunitaria innata de peces en cultivo; y se define como la estrategia que tiene la finalidad 

de potenciar el sistema inmunológico y aumentar la resistencia del hospedero frente a las 

enfermedades infecciosas (Barman et al., 2013; Bricknell & Dalmo, 2005; Hadden, 1993; 

Vadstein, 1997). El efecto más probado de los inmunoestimulantes en peces es el incremento 

de la función de las células fagocíticas, con cambios en número y/o función de éstas debido 
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al aumento en su actividad bactericida y fungicida (Sakai, 1999), entre otros efectos que se 

estudian actualmente, por ejemplo el efecto sobre el crecimiento (Piaget et al., 2007; Siwicki 

& Korwin-Kossakowski, 1988; Skjermo et al., 2006). Por otra parte, la ITM es una forma de 

protección que de manera general se define como la transferencia de factores inmunes por 

una hembra inmunocompetente a un neonato vulnerable, vía transplacentaria o a través del 

calostro, leche o vitelo (Grindstaff et al., 2003). Con base en lo anterior, se han realizado 

investigaciones con el objetivo de promover una mejor ITM (Swain & Nayak 2009; Zhang 

et al. 2013), y se tiene reportado un incremento significativo de niveles de IgM, y también 

de varios elementos de respuesta inespecífica, en huevos provenientes de hembras 

inmunizadas (Mor & Avtalion, 1990; Sin et al., 1994; Oshima et al., 1996; Hanif et al., 2004; 

Akbary et al., 2015). 

De acuerdo con lo anterior y debido a que la eficiencia de inmunizar e inmunoestimular a 

peces en cultivo depende en gran medida del grado de madurez de su sistema inmunológico 

(Mulero et al. 2007), entonces se pueden diseñar estrategias que funcionen para especies que 

presenten similares patrones de desarrollo. Por ejemplo, se puede agrupar y analizar el 

conocimiento enfocado en peces que desovan huevos pelágicos y presentan ontogenia 

indirecta (tabla 1), considerando que entre especies de este grupo los mecanismos de 

desarrollo ontogénico del sistema inmunológico son similares y no existen amplias 

diferencias en los eventos importantes de desarrollo, así como también los tiempos en que se 

logra una respuesta inmunológica completa. Sin embargo, es necesario realizar trabajos de 

investigación que corroboren estos supuestos, sobre todo con aquellas especies en las que se 

quiere desarrollar su cultivo a escala comercial y requieran enfocar los estudios a la 

descripción de la ontogenia del sistema inmunológico, incremento de ITM e 

inmunoestimulación temprana de larvas. 
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Tabla 1. Peces marinos con desarrollo ontogénico indirecto cultivados en el año 2014 y su 

distribución geográfica (Fishstat. FAO, 2016). 

Especie Área geográfica  

Lutjanus russelli Tropical 

Sparidentex hasta Tropical 

Thunnus maccoyii Tropical 

Acanthopagrus latus Subtropical 

Acanthopagrus schlegeli Subtropical 

Epinephelus coioides Subtropical 

Lutjanus goldiei Subtropical 

Pagrus major Subtropical 

Sebastes schlegeli Subtropical 

Caranx hippos Tropical y subtropical 

Centropristis striata Tropical y subtropical 

Chanos chanos Tropical y subtropical 

Epinephelus akaara Tropical y subtropical 

Epinephelus areolatus Tropical y subtropical 

Epinephelus tauvina Tropical y subtropical 

Evynnis japonica Tropical y subtropical 

Gnathanodon speciosus Tropical y subtropical 

Larimichthys croceus Tropical y subtropical 

Liza vaigiensis Tropical y subtropical 

Lutjanus argentimaculatus Tropical y subtropical 

Micropogonias furnieri Tropical y subtropical 

Morone saxatilis Tropical y subtropical 

Morone saxatilis hibrida Tropical y subtropical 

Mugil cephalus Tropical y subtropical 

Mugil liza Tropical y subtropical 

Paralichthys olivaceus Tropical y subtropical 

Polydactylus sexfilis Tropical y subtropical 
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Psammoperca waigiensis Tropical y subtropical 

Rachycentron canadum Tropical y subtropical 

Seriola dumerili Tropical y subtropical 

Siganus canaliculatus Tropical y subtropical 

Siganus javus Tropical y subtropical 

Thunnus thynnus Tropical y subtropical 

Valamugil seheli Tropical y subtropical 

Centropomus undecimalis Subtropical y zona templada 

Dicentrarchus labrax Subtropical y zona templada 

Epinephelus fuscoguttatus Subtropical y zona templada 

Lates calcarifer Subtropical y zona templada 

Lutjanus johnii Subtropical y zona templada 

Sciaenops ocellatus Subtropical y zona templada 

Seriola quinqueradiata Subtropical y zona templada 

Sparus aurata Subtropical y zona templada 

Acanthopagrus berda Tropical, subtropical y zona templada 

Dentex tumifrons Tropical, subtropical y zona templada 

Eleutheronema tetradactylum Tropical, subtropical y zona templada 

Lutjanus guttatus Tropical, subtropical y zona templada 

Muraenesox cinereus Tropical, subtropical y zona templada 

Pleurogrammus azonus Tropical, subtropical y zona templada 

Pseudocaranx dentex Tropical, subtropical y zona templada 

Thunnus albacares Tropical, subtropical y zona templada 

Trachinotus carolinus Tropical, subtropical y zona templada 
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1.1.1 Inmunoestimulación de larvas y juveniles de peces marinos  

A la fecha, se han descrito tres vías ontogénicas por las cuales un pez se vuelve juvenil 

(Balon, 2002): 1) por desarrollo indirecto, 2) por desarrollo intermedio y 3) por desarrollo 

directo. Sin embargo, es importante recordar que en peces las etapas larvarias son exclusivas 

de especies que presentan desarrollo ontogénico indirecto (tabla 1; Flegler-Balon, 1989), y 

de acuerdo con Balon (1975), el período larval comienza con la nutrición exógena y se 

extiende hasta la pérdida del pliegue de la aleta media y formación del esqueleto axial. Es 

decir, la larva se somete a metamorfosis para convertirse en un juvenil. Lo anterior es 

importante porque, aunque las mortalidades han sido reportadas en todas las etapas de los 

cultivos de peces, la mortalidad máxima en la mayoría de las especies cultivadas se presenta 

en la fase larvaria. Una hipótesis generalizada establece que esto se debe a que las larvas de 

peces no tienen la capacidad de establecer inmunidad adaptativa durante el desarrollo 

temprano (Akbary et al., 2015; Blancheton et al., 2013; Hanif et al., 2004; Swain et al., 2002), 

por lo tanto son más susceptibles a infecciones bacterianas. 

Las larvas de peces marinos tropicales, en general, eclosionan de huevos pequeños con pocas 

reservas vitelinas, por lo cual, su tamaño es reducido al momento de la primera alimentación. 

La etapa larval se caracteriza por presentar propiedades externas transitorias, muy diferentes 

a los juveniles y necesitan de una completa reprogramación para adaptar la forma siguiente 

de vida (Kjørsvik et al., 2011). Esta reprogramación es con frecuencia referida como 

metamorfosis y se define como la suma de cambios de larva a juvenil. La etapa larval es más 

que una vía para volverse juvenil; debido a que se presentan adaptaciones anatómicas para 

su hábitat y alimentación. Sin embargo, es una etapa altamente vulnerable y especializada 

que ha evolucionado para su supervivencia en el hábitat natural, pero que se convierte en un 

desafío en los cultivos (Kjørsvik et al., 2011), ya que al establecer estrategias de 

inmunoestimulación durante la etapa larval, con el objetivo de mejorar la respuesta 

inmunológica ante condiciones adversas de cultivo (brotes de bacterias oportunistas) 

(Vadstein et al., 2013), las larvas tienen capacidades inmunológicas incipientes (Magnadóttir, 

2010) para responder a esta adversidad. 
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Las estrategias de inmunoestimulación están basadas en el uso de agentes 

inmunoestimulantes (AI). Bricknell y Dalmo (2005) propusieron que un inmunoestimulante 

es un componente de origen natural que modula el sistema inmunológico mediante el 

incremento de la resistencia del hospedero contra enfermedades que en la mayoría de las 

circunstancias son causadas por patógenos. Por lo tanto, los AI son patrones moleculares 

abundantes en comunidades microbianas por cual se les ha llamado “patrones moleculares 

asociados a patógenos” (PAMPs) (Dalmo y Bøgwald, 2008), estos juegan un papel como 

moléculas de alarma activando el sistema inmune ya que son reconocidos por “receptores 

específicos que reconocen patrones” (PRRs) que se encuentran en la membrana de células 

del sistema inmune (López et al., 2003). 

Sin embargo, los AI son usados con mayor frecuencia en etapa de engorda y menos en etapa 

de cultivo larvario. Lo anterior se debe a que existen ejemplos de éxito al mejorar las 

condiciones de cultivo de peces, aumentando la resistencia a patógenos, lo que por 

consecuencia genera un aumento en la producción de los cultivos (Bricknell y Dalmo, 2005) 

(tabla 2). Pero a pesar de lo anterior, durante el cultivo larvario de peces múltiples factores 

complican la inmunización y/o inmunoestimulación. Por ejemplo, durante la etapa larval es 

imposible implementar vacunas, debido al poco desarrollo del sistema inmunológico de las 

larvas, a su tamaño pequeño y al gran número de individuos con las que se inicia un cultivo 

larvario (Vadstein, 1997). Respecto a la inmunización y/o inmunoestimulación durante la 

etapa de eleuteroembrion de vida libre, lo más recomendable es usar inmersión. El proceso 

de inmersión es tomado con reservas por varios inconvenientes, tal como lo explican 

Bricknell y Dalmo (2005). Por lo tanto, los estudios inmunológicos han preferido administrar 

AI en la dieta de larvas; comúnmente vía bioencapsulación por el alimento vivo (Skjermo y 

Vadstein, 1999). Los AI comúnmente usados en larvas de peces marinos son: β-glucanos, 

pared celular bacteriana, hongos en la dieta, oligosacáridos de manosa, proteínas del semen 

de bacalao e hidrolizado de proteínas de pescado (tabla 2). 
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Tabla 2.- Inmunoestimulación de larvas de peces marinos con importancia acuícola.  

ZG Especies Fase AI Vía AT Patógeno Efectos Referencias 

Tropicales y 

subtropicales 

Paralichthys 

adspersus 
6 y 15 DPE 

β-glucanos y 

oligosacaridos de 

mannosa 

Immersión --- ---  
Piaget et al., 

2007 

Sparus aurata 
Larvas y 

juveniles 

β-glucanos de 

levaduras y hongos 
Oral 

Alimento 

balanceado 

Photobacterium 

damselae 

Protección dosis 

dependiente. 

Incremento en 

fagocitosis y 

explosion 

respiratoria 

Couso et al., 

2003 

Centropomus 

undecimalis 
Larva 

Pared celular de 

bacterias 
Immersión --- ---  

Kennedy et 

al., 1998 

Dentex dentex Larva β-glucanos 1-3/1-6   ---  
Efthimiou, 

1996 

Templadas 

Scophthalmus 

maximuys 

12 DPE A-RAM Oral Rotiferos --- 
Rotación proteica, 

alta viabilidad larval 

Conceição et 

al., 2001 

Larva y 

macrofagos 

in vitro 

A-RAM y β-

glucanos 
Oral 

Rotiferos y 

Artemia 

Vibrio 

anguillarum 
 

Skjermo et 

al., 2002. 

40 DPE A-RAM Oral Artemia 
Vibrio 

anguillarum 
Protección 

Skjermo et 

al., 1995 

Godus morhua 

0 DPE 

Proteina de 

pescado 

hidrolizada 

Oral 
Rotiferos  y 

Artemia 
---  

Johannsdotir 

et al., 2013 

27 y 18-30 

DPE 

β-glucanos 1-3/1-6 

y A-RAM 
Oral 

Rotiferos y 

alimento 

balanceado 

---  
Skjermo et 

al., 2006. 

Larva 
Proteína de semen 

de bacalao 
  ---  

Pedersen et 

al., 2004 

Larva con 

saco vitelino 
A-RAM Immersión --- ---  

Vadstein et 

al., 1993 

Hippoglossus 

hippoglossus 

7 a 43 

DPPAE 
A-RAM Oral Artemia 

Vibrio 

anguillarum O2 
Protección 

Skjermo y 

Bergh, 2004 

Larva con 

saco vitelino 

Laminarin, 

β(1,3)-glucano 

Immersión --- --- 

Acumulación de 

laminarin en piel y 

epitelio intestinal 

Strand y 

Dalmo, 1997 

Larva con 

saco vitelino 
A-RAM Immersión --- 

 

--- 

 

 
Vadstein et 

al., 1993 
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AI= Agente inmunoestimulante  

AT= Agente transportante 

DPE= Días post eclosión  

DPPAE= Días post primera alimentación exógena 

A-RAM= Alginato rico en ácido manurónico  

Vía= Vía de administración 

ZG= Zona geográfica 

 

El grupo más prometedor de inmunoestimulantes para larvicultura de peces son los β-1,3/1,6 

glucanos, ya que han sido ampliamente estudiados en diferentes especies de vertebrados e 

invertebrados (Vetvicka et al., 2013); gracias a que cuentan con una estructura química bien 

definida y su modo de acción genera efectos benéficos a los organismos (Dalmo y Bøgwald, 

2008; Meena et al., 2013; Novák yVetvicka, 2009; Sakai, 1999; Skjermo et al., 2006). 

Además, por su grado de inocuidad han sido reconocidos como productos generalmente 

seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) por la agencia de drogas y alimentos de EUA (FDA, 

por sus siglas en inglés (Veverka et al., 2014). 

Por otra parte, la forma de hacer llegar estos AI a nivel sistémico de larvas ha sido mediante 

bioencapsulación por alimento vivo. Skjermo et al. (2006) describieron un método para 

enriquecer rotíferos con β-glucanos de microalgas y levaduras. Los resultados mostraron 

incremento de supervivencia y crecimiento en larvas del bacalao del atlántico (G. morhua) 

al adicionar rotíferos enriquecidos con β-1,3/1,6 glucanos aislados de diatomeas (0.5 g l-1) 

durante la primera alimentación, en comparación a larvas alimentadas con rotíferos 

enriquecidos con β-1,3/1,6 glucanos extraídos de levadura. De acuerdo con los autores, los 

resultados obtenidos con β-glucanos extraídos de diatomeas pudieron deberse al bajo peso 

molecular y el alto grado de ramificación de los β-glucanos microalgales, los cuales pudieron 

generar una mejor respuesta inmunológica en larvas. 

El proceso de inmunoestimulación con β-glucanos se inicia con la respuesta de defensa, a 

través de la unión del AI a sus receptores específicos (Dectina-1 y TLR2) en la superficie 

celular de leucocitos (Gantner et al., 2003), que activan la transducción de señales 

intracelulares y factores de transcripción (SyK/NF-κB). Este fenómeno es decisivo para la 

transcripción de genes, provocando síntesis y liberación de citocinas pro-inflamatorias (IL-

1, IL-8, TNF-α e IL-12), así como activación de diferentes respuestas inmunológicas 

asociadas a la presencia de patógenos. Por ejemplo, respuesta epitelial que induce expresión 
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de moléculas de adhesión en endotelio vascular para mejorar la diapédesis de leucocitos 

(Bricknell y Dalmo, 2005). Sin embargo, aún existen muchas interrogantes sobre los 

mecanismos por los cuales los β-glucanos pueden prevenir o reducir las infecciones (Dalmo 

y Bøgwald, 2008). 

Por otra parte, tenemos que las dosis aplicadas pueden tener diferentes resultados. Por 

ejemplo la aplicación por inmersión de 5 mg L-1 de βG MOS (manano-oligosacáridos) 

aumentó significativamente supervivencia y crecimiento de larvas de Paralichthys 

adspersus, mientras que concentraciones de 15 mg L-1 βG MOS suprimieron estas mismas 

variables. La aplicación de βG MOS a la primera alimentación (alimento vivo) aumentó la 

supervivencia y crecimiento en comparación con los tratamientos que se administraron 

después de diez días de alimentarse con presas. De acuerdo con la conclusión de los autores 

la edad de las larvas de P. adspersus al momento que se aplicó βG MOS influyó en los 

resultados obtenidos (Piaget et al., 2007). 

Algunos de estos AI ya han sido ubicados a nivel sistémico en etapas tempranas de peces, 

por ejemplo Strand y Dalmo (1997) reportaron que laminarin (β-glucano de algas pardas) se 

localizó y acumuló en el epitelio intestinal y epitelio de la piel de eleuteroembriones de 

Hippoglossus hippoglossus. Por otra parte, en juveniles de salmón del atlántico (Salmo salar, 

100 gr de peso promedio) se encontró que la laminarina es absorbida por el intestino posterior 

y se acumula en órganos y/o tejidos inmunológicamente importantes (Dalmo, 1995, 1994).  

En general, los efectos por AI son: influencia positiva en crecimiento, supervivencia, 

resistencia a enfermedades y estrés, y en el equilibrio dinámico de la síntesis y degradación 

de proteínas (tabla 2). En la mayoría de los casos la aplicación de AI confiere protección ante 

patógenos, por ejemplo; Skjermo et al. (1995) demostraron como A-RAM (alginato rico en 

ácido manurónico) fue administrado a larvas de Scophthalmus maximus a través del alimento 

vivo y brindó protección contra Vibrio anguillarum, disminuyendo 39% la mortalidad con 

respecto al control. Además, Skjermo y Bergh (2004) reportaron que la administración A-

RAM en Artemia para H. hippoglossus por periodos cortos de tiempo incrementa la 

resistencia contra vibriosis. Además, los estudios realizados in vitro en macrófagos de peces 

adultos han confirmado que el incremento en la producción de superóxido y actividad 

fagocítica, es estimulada por A-RAM, y por lo tanto los efectos positivos en etapa larval y 
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juvenil se pueden atribuir a la estimulación del sistema inmune no específico (Strand y 

Dalmo, 1997). Por otra parte, la administración oral de β-glucanos indujeron resistencia en 

larvas de Sparus aurata ante pasteurolisis, debido a que incrementa la actividad fagocitaria 

y explosión respiratoria en fagocitos. La dosis óptima de β-glucanos dependió del periodo de 

administración, las dosis fueron del orden de 10 g kg-1 de alimento por un periodo corto de 

tiempo (2 semanas) y de 1 g kg-1 cuando se administra en periodos largos (Couso et al., 2003).  

Por lo tanto, sabemos que los peces dependen fuertemente de su respuesta innata (Whyte, 

2007), la cual presenta ventajas en comparación con la respuesta adaptativa. La respuesta 

inmune innata en contraste con la respuesta adquirida no requiere una exposición previa a un 

antígeno y se compone de barreras tales como la piel y escamas; así como de componentes 

humorales como son las enzimas líticas, inhibidores del crecimiento y componentes del 

complemento; además de las células fagocíticas como macrófagos, dendrítricas y neutrófilos. 

La respuesta inmune no específica también se considera que es la primera línea de defensa 

contra la invasión de microorganismos patógenos (Magnadóttir, 2006). La inmunidad 

adquirida sólo reconoce un antígeno o patógeno en particular, en cambio, cada componente 

de la respuesta no específica puede combatir una amplia gama de agentes extraños. Por lo 

tanto, se ha planteado la hipótesis de que los peces son más dependientes de la respuesta 

inmune no específica (Dixon et al., 2016; Magnadóttir, 2010). Por estas razones, gran parte 

de la investigación sobre inmunoestimulación se ha centrado en la regulación de la respuesta 

inmune no específica de los organismos, llegando a establecer que los fagocitos 

mononucleares o macrófagos juegan un papel central en la parte celular del mecanismo de 

defensa no específico de los peces teleósteos (Magnadóttir, 2010; Sahoo, 2007) y vertebrados 

en general (Hodgkinson et al., 2015). También es bien conocido que las respuestas inmunes 

no específicas tales como la fagocitosis y la producción de radicales oxidantes se activan 

rápidamente por los inmunoestimulantes y ayudan a proteger al huésped frente a un amplio 

espectro de patógenos (Anderson, 1992; Bricknell y Dalmo, 2005; Uribe et al., 2011; 

Vetvicka et al., 2013). 

Pero algunos estudios no coinciden completamente con lo anterior, por ejemplo, en carpa 

(Cyprinus carpio) la aplicación de levamisol estimuló el crecimiento de larvas pero sin 

efectos en supervivencia y tasa de desarrollo (Siwicki y Korwin-Kossakowski, 1988). Ante 
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estos casos, se ha señalado que los elementos de los protocolos de inmunoestimulación 

[período de administración, tipo y dosis de AI (Couso et al., 2003)] y de desafíos [especies 

de peces y patógenos (Robertsen et al., 1990)] varían en gran medida en cada experimento, 

y esto podría explicar, al menos en parte, las diferencias en resultados. Por lo tanto, se puede 

considerar que los aspectos de mayor relevancia en el establecimiento de un protocolo de 

inmunoestimulación es elegir un AI bien definido (características moleculares del PAMP) y 

su célula diana del sistema inmunológico (PRR y su vía de señalización) para predecir su 

probable respuesta. Sin embargo, se tienen que tomar precauciones con respecto a los efectos 

no deseados tales como inducción a tolerancia e inmunosupresión; ocasionados por utilizar 

dosis demasiado altas de AI o por un uso prolongado (Bricknell y Dalmo, 2005). 

Otro aspecto importante a considerar cuando se quieren realizar comparaciones en los 

resultados experimentales de inmunoestimulación, es tener presente que las especies de peces 

marinos de importancia acuícola con ontogenia indirecta presentan un desarrollo 

mayormente generalista (tabla 1) con respecto a las especies de peces modelo de 

investigación científica con ontogenia indirecta que son mayormente especialistas (además 

algunos presentan ontogenia directa) y que con frecuencia son objeto de estudio en 

inmunología comparativa. Como son por ejemplo, pez cebra (Danio rerio), medaka (Oryzias 

latipes), fugu (Fugu rubripes), carpa (Cyprinus carpio) y trucha (Oncorhynchus mykiss). 

Aunque los mecanismos básicos del desarrollo de los teleósteos son similares, hay 

diferencias con respecto a la sincronización de eventos del desarrollo (Falk-Petersen, 2005). 

Esto implica que al momento de la eclosión pueden existir diferencias en los niveles de 

desarrollo entre especies que se deseen comparar, lo anterior se conoce como heterocronía; 

de tal manera que el desarrollo es mayormente avanzado en generalistas con respecto a 

especialistas al momento de la eclosión, además los umbrales y tasas de desarrollo 

comprenden intervalos de tiempo diferentes, que complican las comparaciones debido a que 

los procesos de cambio son más cortos en especies especialistas que en generalistas (Haeckel, 

1866). Aunque no se puede definir un patrón de desarrollo ontogénico en los peces, si se 

puede inferir que las especies de peces marinos en cultivo presenten estrechas similitudes en 

el desarrollo ontogénico, particularmente en lo que concierne al sistema inmunológico. Por 
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lo tanto, al considerar esta similitud se pueden construir bases para estandarizar protocolos 

de evaluación de efectos inmunoestimulantes por diferentes agentes. 

Otro aspecto importante a considerar son las zonas geográficas a la cual pertenecen las 

especies en estudio, porque la tasa de desarrollo de larvas de peces marinos tropicales y 

subtropicales es más rápida que la presentada por larvas de peces marinos de zonas 

templadas, debido a que los peces son organismos poiquilotermos y sus tasas metabólicas 

son fuertemente influenciadas por la temperatura de su medio ambiente (Dixon et al., 2016; 

Whyte, 2007). Además, el 97% de los peces marinos de aguas templadas y aguas tropicales 

producen larvas planctónicas, las cuales son fuertemente sensibles a los cambios de 

temperatura (Kjørsvik et al., 2011). Lo anterior es muy importante para estandarizar 

protocolos de inmunoestimulación debido a que el desarrollo temprano del sistema 

inmunológico depende más de la talla que de la edad (Mulero et al. 2007), y por tanto pueden 

variar los tiempos en los cambios de administración de los tipos de alimento vivo 

enriquecidos con AI. Por lo tanto, aunque no se requiere ser puntual, si es necesario marcar 

generalidades como por ejemplo que la primera alimentación sea enriquecida con AI y al 

igual el suministro de metanauplios de Artemia. Además, también se puede coincidir con 

mayor probabilidad en la aparición y maduración funcional de los órganos del sistema 

inmunológico en larvas de especies de iguales zonas geográficas. Por tales razones, lo más 

recomendado es que se realicen dos líneas de investigación para la estandarización de 

protocolos de inmunoestimulación para larvas de peces marinos, una para especies de zonas 

tropicales y subtropicales, y otra para especies de zonas templadas (tabla 1). 

 

1.1.2 Anti inmunoestimulación en larvas de peces marinos 

Naturalmente, existe un riesgo en el uso de vacunas y/o inmunoestimulantes en acuicultura, 

lo cual puede causar problemas imprevistos. Es conocido que los procesos de tolerancia 

suelen ser la contraindicación en las terapias de inmunoestimulación (Bricknell y Dalmo, 

2005), mientras que la inmunosupresión es provocada por múltiples factores ambientales, 

aunque también son resultado de la exposición a fármacos, como son las vacunas (Kahan, 

2003). 
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La tolerancia ha sido reportada en algunas especies de peces (Bricknell y Dalmo, 2005), y en 

investigación, se entiende como la hipo-respuesta del sistema inmunológico a un segundo 

tratamiento de inmunoestimulación posterior a una primera exposición con dosis subletales 

(Novoa et al., 2009). Este efecto secundario no deseado en acuicultura, es ocasionado por la 

utilización de altas dosis de inmunoestimulantes o por un uso prolongado de estos 

compuestos (Bricknell y Dalmo, 2005; Ringø et al., 2011). Por otra parte, el sistema 

inmunológico cuenta con un mecanismo natural de tolerancia, se le conoce como el estado 

en el cual el sistema inmunitario, de forma activa, regula negativamente la respuesta efectora 

frente a antígenos específicos (Arboleda et al., 2011).  

Por otra parte, Novoa et al. (2009) reportaron tolerancia en larvas (2, 5 y 10 DPF) de pez 

cebra a lipopolisacáridos (LPS), peces previamente tratados con una concentración subletal 

de LPS no murieron después de la exposición a una concentración letal del mismo; además 

demostraron que en este estado, la producción de IL-1 disminuye, concordante con la 

inhibición de la expresión de TNF-α, IL-1β, IL-6 y IL-12 para casos clásicos de tolerancia. 

Adicionalmente, reportaron que con larvas Odysseus mutantes al gen CXCR4 (receptor de 

quimiocina), y en larvas silvestres tratadas con un inhibidor farmacéutico específico de 

CXCR4 expuestas a LPS, se obtenía una respuesta inflamatoria aguda y una reversión de 

tolerancia a LPS, por lo que infirieron que el receptor CXCR4 es parte funcional del complejo 

sensible a LPS y pudiese tener un papel en la inhibición de la cascada de señalización iniciada 

por Toll-like receptor (TLR4). 

Aunado a lo anterior, uno de los principales mecanismos implicados en inducción y 

mantenimiento de tolerancia inmunológica es la anergia, en la cual se da un estado de débil 

respuesta específica a un antígeno, pero con respuesta normal frente a otros antígenos. 

Durante la anergia es de fundamental importancia la interrupción de la sinapsis entre células 

presentadoras de antígeno, en especial células dendríticas y células T; pues durante el 

contacto de estas dos células se dictan las señales para una adecuada activación de células T 

o para el inicio de un estado de débil respuesta de estas mismas con respecto a un antígeno 

específico (Morelli y Thomson, 2007).  

Por otra parte, la inmunosupresión es una condición caracterizada por disfunción inmune, ya 

sea celular o humoral (Auphan et al., 1995). Los niveles celulares defectuosos incluyen 
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alteraciones en neutrófilos, monocitos/macrófagos y células asesinas naturales (NK), 

(inmunidad innata), o alteraciones en linfocitos B o T (inmunidad adaptativa). La disfunción 

inmune a nivel humoral es en gran parte debida a alteración de factores solubles mediados 

por complemento o quimiocinas de inmunidad innata o a la alteración en los anticuerpos o 

citocinas de inmunidad adaptativa. La mayoría de estas alteraciones son congénitas en la 

naturaleza, como se evidencia en pacientes con enfermedades de inmunodeficiencia primaria. 

El comportamiento defectuoso del sistema inmune determina la tendencia de los patógenos 

invasores y la infección contraída generalmente se difunde (Elfaki et al., 2012).  

La descripción de los mecanismos relacionados con tolerancia y/o inmunosupresión en peces 

inmunológicamente maduros, son abordados con frecuencia para generar opciones que 

permitan evitar sus efectos negativos. Lo que aún no queda claro es el impacto que tienen los 

agentes inmnoestimulantes o vacunas en el desarrollo del sistema inmune en etapas 

tempranas de desarrollo de los peces. Algunos investigadores consideran que el efecto es 

mínimo y que los AI se pueden incluir al alimentar larvas vía el alimento vivo (tabla 2) o tan 

pronto como el juvenil pueda ser destetado con una dieta balanceada (Bricknell y Dalmo, 

2005). Otros mencionan que el riesgo de inducir tolerancia en lugar de una respuesta inmune 

por vacunación se puede incrementar en peces inmaduros (Van Loon et al., 1982). También 

se señala que cuando se inmuniza o estimula a un pez antes de su capacidad para generar una 

respuesta inmune humoral, se induce a tolerancia y se demuestra por la falta de respuesta a 

la estimulación posterior (Bowden et al., 2005; Magnadóttir et al., 2005; Petrie-Hanson y 

Ainsworth, 2001; Rombout et al., 1993; Zapata et al., 1997). 

Lo anterior pudo haber marcado las pautas para el nacimiento de la escuela del pensamiento 

anti-inmunomodulación (EPAI), la cual considera que es perjudicial la administración de un 

compuesto inmunomodulador potencialmente poderoso a un pez que todavía necesita 

someterse a los principales eventos de desarrollo, que permiten la maduración del sistema 

inmune, tales como la maduración del timo (Bowden et al., 2005). Esta hipótesis, que aún no 

ha sido comprobada; se basa en la suposición de que las larvas de peces tienen un número 

finito de células inmunológicas maduras o potencialmente maduras, y que el encuentro con 

una molécula que engaña al sistema inmunitario en el montaje de una respuesta inmune 

impactará negativamente a estas poblaciones de células ya sea por el sesgo del sistema 
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inmune en desarrollo, posiblemente de manera irreversible, para responder a estos estímulos 

o para regular a la baja si se induce tolerancia (Bricknell y Dalmo, 2005). Sin embargo, lo 

anterior parece estar más relacionado con efectos no deseados por inmunización, que por 

inmunoestimualción.  

En inmunización temprana de teleósteos, la dificultad se encuentra en que la madurez 

inmunológica no se alcanza por igual entre especies, y el consenso señala que su aparición 

depende principalmente del grado de desarrollo del organismo y no de su edad (Mulero et al. 

2007). Por otro lado, se ha establecido que la secuencia general de aparición de órganos 

linfoides en peces marinos es riñón, bazo y timo (Mulero et al., 2007). Sin embargo, 

funcionalmente, el timo es el primer órgano en volverse linfoide seguido por el riñón y bazo 

(Bowden et al., 2005; Scapigliati et al., 1999). Es importante mencionar que la respuesta 

inmune adaptativa en teleósteos es filogenética y ontogenéticamente conservada (Mulero et 

al., 2007). Sin embargo, la capacidad de desarrollar una respuesta de anticuerpos no se 

correlaciona necesariamente con la primera detección de células IgM positivas. Aunque lo 

anterior, no se ha estudiado en muchas especies, en general se observa un lapso de tiempo 

entre la detección de IgM celular y la capacidad inmunológica completa tanto en especies de 

agua dulce como marinas (Magnadóttir et al., 2005; Petrie-Hanson y Ainsworth, 2001).  

Por otra parte, la definición de inmunocompetencia ha sido referida como la capacidad de 

montar una respuesta inmune completa, por aparición de linfocitos funcionales más que por 

la existencia de órganos linfoides (Zapata et al., 1997). Aunque es importante mencionar que 

en etapas anteriores al estado de completa madurez de la respuesta inmune de teleósteos que 

contemplan estadios tempranos (días post eclosión), la parte innata del sistema inmune puede 

ser suficiente defensa, o definirse como inmunocompetente, ya que es provista de los 

elementos suficientes para montar una respuesta que puede ser exitosa ante patógenos 

(Magnadóttir, 2010), por lo tanto el término inmunocompetencia debe ser usado para ambos 

casos y no exclusivo de la respuesta inmune completa. 

Sin embargo, de acuerdo a Zapata et al., (1997) es importante vacunar a los peces tan pronto 

como sea posible ya que esto proporciona una protección prematura contra enfermedades 

que afectan en etapas tempranas. Por otra parte, es posible que en general, la edad más 

temprana a la cual un pez puede ser vacunado con eficacia difiere entre especies y entre 
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vacunas (Mulero et al., 2007; Sakai, 1999; Zapata et al., 1997). Respecto a la 

inmunoestimulación en etapas tempranas de peces, existen menos restricciones, ya que 

pueden ser sumergidas en una solución de AI (Piaget et al., 2007; Strand y Dalmo, 1997; 

Vadstein y Skjemo, 1993) o se pueden incorporar en su dieta (Skjermo et al., 2002; Størseth 

et al., 2006) para proporcionar una mejor protección a través de los períodos de crisis como 

lo es el final del saco vitelino/primera alimentación o metamorfosis (Bricknell y Dalmo, 

2005). 

 

1.1.3 Entrenamiento temprano de la inmunidad en larvicultura de peces marinos 

Los AI aumentan la resistencia de los peces a las enfermedades infecciosas, no por mejorar 

su respuesta inmune específica, sino por la mejora de los mecanismos de defensa no 

específicos. No obstante, se ha considerado que no existe un componente de memoria (Sakai, 

1999) y que la respuesta es probable sea de corta duración (Bricknell y Dalmo, 2005). Sin 

embargo, en los últimos años se ha propuesto que existe un tipo de memoria no específica. 

Netea et al. (2011) enfatizan que la definición de memoria utilizada en el contexto de 

respuesta no específica es diferente a la memoria inmunológica adaptativa clásica, la cual 

implica un alto grado de especificidad y amplificación. Por consiguiente, la memoria no 

específica la definen como una respuesta aumentada a una infección secundaria que se puede 

ejercer tanto hacia el mismo microorganismo como a otro diferente (protección cruzada). 

Este tipo de respuesta inmune no puede definirse como innata (ya que se induce 

secundariamente en los hospedadores que han encontrado previamente una infección 

primaria) o adaptativa (ya que esto implica la especificidad dada por la diversificación 

somática, por ejemplo, en respuestas de células T/B). Por lo tanto, Netea et al. (2011) 

propusieron el término "Inmunidad Entrenada" (Trained Immunity) para describir este tipo 

de reacción inmune cuando se produce una segunda infección. 

La inmunidad entrenada se origina como consecuencia de que la respuesta innata puede 

variar ante diferentes agentes infecciosos dependiendo del tipo de interacción PAMP-PRR, 

(Takeda y Akira, 2004). En inmunología de plantas, es un hecho aceptado que las respuestas 

inmunes innatas muestran características de memoria después del primer encuentro con un 

patógeno (efecto de entrenamiento) y se sugiere fuertemente que también exista en 
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invertebrados (Arala-Chaves y Sequeira, 2000). Aunque esta suposición todavía está por 

establecerse en inmunología de los vertebrados, observaciones bien documentadas 

proporcionan pistas de que tal vez sea el caso (Netea et al., 2011). En el revisado de Kurtz 

(2005) se presenta un número creciente de estudios que demuestran una mayor resistencia a 

las infecciones secundarias inducidas por un primer encuentro con un patógeno, sin embargo, 

un conjunto aún más intrigante de estudios demuestran una clara especificidad para el tipo 

de infección para la que se confiere la protección. Por ejemplo en el revisado de Petit y 

Wiegertjes (2016) mencionan que los β-glucanos son potentes inductores de inmunidad 

entrenada en monocitos de mamíferos, y al examinar literatura encontraron indicios de este 

fenómeno en peces; reportaron que los efectos de β-glucanos en peces inmunológicamente 

maduros cumplen con al menos uno de los tres criterios básicos de inmunidad entrenada y 

que es posible que los efectos por estos AI sean de larga duración. 

La inmunidad entrenada tiene una serie de características distintivas (Netea et al., 2011), que 

pueden ser evaluadas en larvas de peces para entender los mecanismos que permiten 

inmunidad entrenada, y su importancia en el salto evolutivo del sistema inmunológico en 

vertebrados: 

1. Se induce después de una infección primaria o vacunación y confiere protección contra 

infección secundaria a través de mecanismos independientes de respuestas adaptativas de 

células T/B: las larvas de peces pueden ser un modelo potencial para el estudio de 

mecanismos del fenómeno de inmunidad entrenada, debido a que todas sus respuestas contra 

infecciones son independientes de respuestas adaptativas; desarrollar una respuesta 

inmunológica completa significa un periodo de larvicultura de dos a tres meses post eclosión 

(Magnadóttir, 2006). 

2. Aumenta la resistencia del huésped a reinfección, pero es menos específica que la 

inmunidad adaptativa y por lo tanto puede proporcionar protección cruzada a otras 

infecciones: como los problemas microbianos en larvicultura son debido más probablemente 

a bacterias oportunistas en lugar de patógenos específicos (Vadstein, 1997; Vadstein et al., 

2013), la protección cruzada por efecto de inmunidad entrenada tendría mayores 

posibilidades de éxito al brindar protección en un entorno de cultivo larvario, donde el agente 

etiológico no suele ser específico y las larvas sólo cuentan con respuesta inmune inespecífica. 
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3. Los mecanismos que median el estado de activación aumentando la inmunidad entrenada 

implican células tales como macrófagos y células NK, e implican un mejor reconocimiento 

de patógenos por los PRRs y una respuesta inflamatoria protectora mejorada: Este punto es 

concordante, porque las células clave del sistema inmune innato de peces son las células 

fagocíticas [granulocitos (neutrófilos), monocitos/macrófagos] y las células citotóxicas no 

específicas (Frøystad et al., 1998; Neumann et al., 2001). Curiosamente, una aparición 

temprana de los macrófagos se ha descrito en tres especies marinas: Seriola quinqueradiata, 

Pagrus major y Paralichthys olivaceus (Chantanachookhin et al., 1991). Aunque también las 

células epiteliales y dendríticas participan en la defensa innata de los peces (Magnadóttir, 

2006). 

Con base en lo anterior, se propone que los peces marinos, en especial durante las etapas 

tempranas, pueden ser idóneas para incrementar las evidencias sobre el fenómeno de 

inmunidad entrenada en vertebrados. Por lo tanto, se puede usar el término de Entrenamiento 

Temprano de la Inmunidad (ETI); para hacer referencias a las estrategias que se basen en el 

entrenamiento de la inmunidad durante las etapas iniciales de la ontogenia de vertebrados, 

para nuestro caso peces. 

Por otra parte, las bases moleculares de inmunidad entrenada han sido descritas por van der 

Meer et al. (2015) quienes reportaron que tanto por vacuna BCG (a través de la señalización 

NOD2) como por α/β glucano (vía Dectina-1) se logra inducir reprogramación epigenética 

en monocitos y macrófagos; en particular generando cambios estables en la trimetilación de 

histonas en H3K4. Estos cambios epigenéticos conducen a la activación celular, producción 

mejorada de citocinas y a un cambio en la ruta metabólico celular cambiando de fosforilación 

oxidativa a glicólisis aeróbica. Lo último es para proporcionar la energía necesaria para 

funcionar correctamente, ya que los procesos metabólicos de las células del sistema 

inmunológico están regulados con precisión, pasan de un estado de reposo a recuperar su 

energía a través de cambios en su mecanismo metabólico (efecto Warburg) cuando se 

exponen a estímulos inflamatorios (O’Neill et al., 2013). Este cambio se asocia con una 

reducción de la tasa de respiración basal, aumento del consumo de glucosa, producción de 

lactato y un aumento de la proporción de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD) a su 

forma reducida (NADH) (van der Meer et al., 2015).  
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Nuevas evidencias han demostrado que después de la infección o la vacunación, las células 

inmunes innatas prototípicas (tales como monocitos, macrófagos o células agresoras 

naturales) muestran cambios a largo plazo en sus programas funcionales (Netea, 2013; Netea 

et al., 2016, 2011; Petit y Wiegertjes, 2016; van der Meer et al., 2015). Estos cambios 

conducen a una mayor capacidad de respuesta a la estimulación secundaria por patógenos 

microbianos, al aumentar la producción de mediadores inflamatorios y a una mayor 

capacidad para eliminar la infección. También, es probable que la inmunidad entrenada 

juegue un papel importante en la ontogenia, permitiendo la maduración del sistema inmune 

innato del recién nacido, un proceso en el cual la microbiota juega un papel importante (Netea 

et al., 2016). 

En acuicultura, un efecto similar a inmunidad entrenada se ha reportado en la aplicación de 

β-glucanos en larvas de peces (tabla 2) y post larvas de Macrobrachium rosenbergii, 

mostrando un incremento en crecimiento y resistencia contra Vibrio alginolyticus (Cheng et 

al., 2005). El potencial de los AI como son los β-glucanos parece estar en su capacidad para 

mejorar el cultivo de larvas, mediante entrenamiento temprano de la inmunidad, antes de que 

el sistema inmune específico madure y los organismos puedan ser vacunados, siendo estos 

capaces de mejorar la función inmune no específica contra un amplio espectro de patógenos 

(Barman et al., 2013). 
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2.1 Floculación de Nannochloropsis sp. inducida por hidróxido de sodio: eficiencia de 

floculación, efecto sobre la viabilidad microalgal y su uso como alimento para 

rotíferos 

 

 

2.1.1 Introducción  

Por su alto valor nutricional, las microalgas han sido ampliamente usadas en acuicultura 

como alimento de moluscos, zooplancton y larvas de crustáceos y peces (Hemaiswarja et al., 

2011). Nannochloropsis (Eustigmatophyceae) es uno de los géneros de microalgas 

extensamente utilizados en la industria acuícola (Apt y Behrens, 1999). Este grupo 

taxonómico está constituido por especies unicelulares, cocoides, con diámetros menores a 5 

μm, que habitan sistemas marinos y dulceacuícolas (Fawley y Fawley, 2007). Crecen en 

amplios intervalos de salinidad (Boussiba et al., 1987) y presentan alto contenido de proteínas 

y ácidos grasos poliinsaturados, especialmente ácido eicosapentaeinoico (Tonon et al., 2002). 

En los sistemas de producción de larvas de peces marinos, Nannochloropsis sp. se usa 

tradicionalmente en el protocolo de cultivo denominado “agua verde” (Skiftesvik et al., 2003) 

y como alimento de rotíferos (Dhert et al., 2001; Hagiwara et al., 2001; Lubzens et al., 2001). 

Los costos operativos del cultivo de microalgas en los sistemas de producción de larvas de 

peces marinos pueden representar el 30% (Coutteau y Sorgeloos, 1992). Debido a lo anterior, 

el uso de concentrados microalgales comerciales puede ser una opción técnica más eficiente 

(Heasman et al., 2000), especialmente para laboratorios en localidades remotas, donde no sea 

posible instalar sistemas de producción masivo de microalgas in situ (Knuckey et al., 2006). 

No obstante, los altos costos de importación en países en subdesarrollo provocan que el uso 

de concentrados microalgales sea económicamente inviable. Tal situación ha impulsado a 

que los laboratorios de producción (moluscos, peces y crustáceos) generen su propio 

concentrado de microalgas. Entre los beneficios obtenidos por esta estrategia se encuentran: 

a) producción de concentrados durante periodos improductivos de la temporada, b) mejor 

administración para cubrir las necesidades de microalgas, y c) reducción de los costos de 

producción (Knuckey et al., 2006).  

A la fecha se han empleado distintos métodos para producir concentrados de microalgas: 

centrifugación (Molina et al., 2003), biopolímeros floculantes (Singh et al., 2000), electro-

floculación (Vandamme et al., 2011), flotación (Wiley et al., 2009) y filtración (Molina et 
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al., 2003). Sin embargo, se ha demostrado que con la floculación producida por agentes 

alcalinos (e.g., Ca(OH)2, Mg(OH)2 y NaOH), aplicada en la producción de concentrados 

microalgales, se obtiene mayor eficiencia, menor costo y garantiza la inocuidad (Folkman y 

Wachs, 1973; Horiuchi et al., 2003; Schlesinger et al., 2012; Besson y Guiraud, 2013). 

Además, el alto pH de este método reduce eficazmente la carga bacteriana de la biomasa de 

microalgas y del agua del proceso (Huo et al., 2014). El proceso de floculación de células 

microalgales ocurre cuando cambios de pH provocados por agentes altamente alcalinos, 

desestabilizan la carga superficial de las células (debida a grupos funcionales amino, 

carboxílico protón-activo, fosfórico, fosfodiéster e hidroxilo), permitiendo que éstas se 

adhieran unas a otras y formen aglomeraciones que floculan (Bratby, 2006; Henderson et al., 

2008; Hadjoudja et al., 2010). Como consecuencia de lo anterior, la cantidad de floculante 

alcalino requerido es una función logarítmica de la densidad celular (Schlesinger et al., 2012). 

Así, las cosechas más densas requieren menos agente floculante que las cosechas de baja 

densidad y por consiguiente, la floculación ocurre a un pH menor.  

El hidróxido de sodio es uno de los agentes alcalinos más ampliamente usados en la 

floculación de microalgas (Schlesinger et al., 2012). No obstante, es usual que sea aplicado 

junto con polisacáridos (Pestan®; Lee et al., 1998), almidón catiónico (Vandamme et al., 

2010), quitosano (Guevara et al., 2011), polielectrolitos (Magnafloc®; Knuckey et al., 2006; 

Harith et al., 2009), polímeros orgánicos (Flopam®; Sales y Abreu, 2015); sulfato de aluminio 

(Shen et al., 2013) y cloruro férrico (Knuckey et al., 2006). La combinación con alguno de 

estos compuestos incrementa el pH y mejora el proceso de floculación. Sin embargo, poco 

se ha documentado sobre el uso de NaOH como agente único de floculación para la microalga 

Nannochloropsis sp. (Nava-Gómez, 2014).  

Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo fueron evaluar la eficiencia del NaOH 0.5N 

como floculante y determinar la cantidad que se requiere para lograr el punto isoeléctrico o 

pH óptimo de floculación de la microalga Nannochloropsis sp., cosechada al inicio de la fase 

estacionaria (>50x106 cel mL-1) generada en un sistema por lotes. Los resultados de este 

trabajo permiten obtener concentrados microalgales adecuados para aplicaciones en 

larvicultura (técnica de “agua verde”), en el cultivo de rotíferos (Brachionus rotundiformis) 

y como inóculos de microalgas. 
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2.1.2 Hipótesis  

 

Debido a que la dosis requerida de hidróxido de sodio está en función del logaritmo de la 

densidad celular, entonces a menor dosis de la concentración de NaOH 0.5N (17, 25.5 y 34 

ml L-1) mayor eficiencia de floculación para biomasa de Nannochloropsis sp. poscosecha en 

fase estacionaria desde un sistema por lotes. 

 

 

2.1.3 Objetivos 

 

 

Objetivo general  

 

Evaluar la eficiencia de floculación del hidróxido de sodio al 0.5N (17, 25.5 y 34 ml L-1) para 

biomasa en fase estacionaria de la microalga marina de importancia acuícola 

Nannochloropsis sp. cultivada en sistema por lotes. 

 

 

Objetivos particulares 

 

I. Establecer el tiempo y dosis requerida de hidróxido de sodio 0.5N (17, 25.5 y 34 

ml L-1) para flocular biomasa de Nannochloropsis sp. a alta densidad celular 

II. Determinar la eficiencia de floculación de una dosis determinada de hidróxido de 

sodio 0.5N en biomasa de la especie Nannochloropsis sp. 

III. Evaluar las condiciones de la biomasa que se produce al aplicar el floculante y el 

uso del sobrenadante como inóculo.  

IV. Evaluar la disociación del floculado de biomasa de microalga y su aplicación en 

el cultivo de rotíferos   
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2.1.4 Materiales y métodos 

 

 

Cultivo de microalgas 

 

Este estudio se realizó en el Laboratorio de Microalgas del Centro de Investigación en 

Alimentación y Desarrollo, A.C. Unidad Mazatlán. Se utilizó la cepa NN-X-1 obtenida de la 

colección de microalgas del Centro de Investigación Científica y de Educación Superior de 

Ensenada, en Baja California, México. Se realizaron cultivos por lotes en envases de 

policarbonato de 16 L. Se empleó el medio de cultivo F/2 (Guillard y Ryther, 1962), 

preparado con agua de mar (salinidad 35), filtrada (1 μ) y desinfectada por cloración. Las 

condiciones de cultivo fueron: 20 ± 2°C, 4000 lux y aireación continua (Helm et al., 2004). 

Los cultivos de microalgas fueron cosechados al inicio de la fase de crecimiento estacionario, 

cuando se obtuvo una densidad celular mayor que 50x106 cél mL-1. La concentración celular 

se determinó diariamente con un hematocitómetro (0.1 mm de profundidad, con reglilla de 

Neubauer mejorada, Brighline Optik Labor) y un microscopio compuesto (Leica modelo 

CME) de acuerdo con Guillard y Sieracki (2005). 

 

Efecto del NaOH sobre la floculación microalgal 

 

Las microalgas cosechadas se colocaron en conos Imhoff graduados de 1 L. Como 

tratamientos se aplicaron en una sola ocasión, alícuotas de 34; 25.5 y 17 mL de NaOH 0.5N 

por cada litro del cultivo de microalgas; 0.5N de NaOH que es la concentración mínima 

recomendada por Nava-Gómez (2014) para obtener mejores tiempos y porcentajes de 

floculación con Nannochloropsis sp. Los tratamientos se realizaron en triplicado. Cada 10 

minutos, durante 2.5 horas, se midió el pH (potenciómetro Hanna, modelo HI98127) y el 

porcentaje del volumen floculado. Después de las 2.5 horas, se evaluó la concentración 

celular en el sobrenadante y en el precipitado como se mencionó en el apartado anterior. La 

tasa de floculación se calculó con la siguiente ecuación: 
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𝑇𝐹 =

𝑉𝐹𝑖 − 𝑉𝐹𝑓
𝑉𝐹𝑖  ∗  100

𝑡
 

 

donde TF es la tasa de floculación (%); VFi es el volumen del flóculo inicial; VFf es el 

volumen del flóculo final; y t es el tiempo post-tratamiento en minutos. 

 

Eficiencia de floculación 

 

Con base en los resultados obtenidos en el experimento anterior, se seleccionó el tratamiento 

de 17 mL de NaOH 0.5N para evaluar la eficiencia de floculación en una cosecha con alta 

densidad microalgal. Se usó el mismo procedimiento descrito en el apartado anterior. Se 

midió el pH y la concentración celular antes de aplicar el tratamiento; luego se realizaron las 

mismas determinaciones en el sobrenadante y el precipitado cada 10 minutos, durante 1 hora. 

Adicionalmente, se tomaron muestras de la biomasa de microalgas antes y después de la 

aplicación del tratamiento para determinar el peso seco, mediante el método propuesto por 

Sorokin (1973). Para calcular la eficiencia de floculación se utilizó la ecuación propuesta por 

Harith et al. (2009): 

 

𝐸𝐹 =
𝐶𝑖 − 𝐶𝑓

𝐶𝑖
 𝑥 100 

 

donde EF es la eficiencia de floculación en porcentaje; Cf es la concentración final de células 

en suspensión; Ci es la concentración de células en suspensión antes del tratamiento. 

 

Viabilidad de las microalgas contenidas en el sobrenadante 

 

Después de efectuarse el proceso de floculación, se recuperó el sobrenadante y se sembró en 

matraces de vidrio de 5 L por triplicado. Se emplearon los métodos de cultivo y de 

determinación del crecimiento de microalgas descritos con anterioridad. La tasa de 

crecimiento específico (incremento del número de células por día) se usó como indicador 

para evaluar la viabilidad de los cultivos, calculada con la siguiente ecuación (Odum y 

Barrett, 2006): 
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𝑇𝐶𝐸 =
ln 𝑁𝑡 − ln 𝑁0

𝑡
 

donde TCE es la tasa de crecimiento específico; ln Nt es el logaritmo natural del número de 

células a un tiempo t; ln N0 es el logaritmo natural del número de células al tiempo 0 

(inoculación); t es la edad del cultivo en días. 

 

 

Cultivo de rotíferos con el concentrado microalgal 

 

Se usó un concentrado de Nannochloropsis sp. producido mediante la floculación inducida 

con 17 mL de NaOH 0.5N por litro de cultivo de microalga. Para neutralizar el pH y disgregar 

los flóculos microalgales, se inyectó CO2 a un flujo 5 L min-1 durante 1.5 minutos (Nava-

Gómez, 2014). Antes de utilizarse como alimento en el cultivo de rotíferos, el concentrado 

se refrigeró por tres semanas a 2.5 ± 1.5 °C. El inóculo de una cepa local del rotífero 

Brachionus rotundiformis (tipo S, 140 y 110 μm, de largo y ancho de lórica), se obtuvo del 

Laboratorio de Alimento Vivo del CIAD-Mazatlán. Esta cepa fue aislada de la eclosión de 

huevos en diapausa presentes en el sedimento de los estanques de una granja de camarón al 

sur de Sinaloa, México (23° 9' 10.54” N, 106° 18' 22.84” W); con el método descrito por 

Román-Reyes et al. (2014). Para el cultivo de rotíferos se aplicó la técnica por lotes (Hirata, 

1980; Lubzens, 1987), que se realizó por triplicado en envases de 15 L a 29 °C y 35 ups de 

salinidad. La densidad inicial fue de 100 rotíferos mL-1. Diariamente se determinó la densidad 

de rotíferos mediante conteos con una cámara Sedgwick-Rafter de 1 mL y un microscopio 

compuesto (Leica modelo CME). Además, se contaron los rotíferos con huevos para calcular 

el porcentaje de fertilidad diario de la población. La alimentación fue a saciedad, con la 

aplicación de 6x106 cel mL-1 por día, por cada 100 rotíferos mL-1 (Hino et al., 1997). La 

ración de alimentación diaria se determinó mediante la siguiente fórmula: 

 

 

𝑅𝐷𝐴 =
𝑇𝑂 𝑥 𝑉

𝐷𝐶
 

 

donde RDA es la ración diaria de alimento (mL del concentrado); TO es la tasa óptima para 

100 rotíferos mL-1 (6x106 cel mL-1); V es el volumen del cultivo (15 L); DC es la densidad 

celular del concentrado microalgal. 
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Análisis estadísticos 

 

Para comparar las tasas de floculación obtenidas en los tres tratamientos de hidróxido de 

sodio en cada tiempo de exposición, los porcentajes del volumen de floculación se 

transformaron mediante la función raíz arcoseno (Steel y Torrie, 1980). Posteriormente, se 

probó la homogeneidad de varianzas y normalidad mediante las técnicas de Levine y 

Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. Debido a que los datos no fueron homocedásticos, 

se aplicó la prueba por rangos de Kruskall-Wallis y de comparaciones múltiples de Dunn 

(Zar, 2010). Los análisis estadísticos y las funciones de crecimiento se realizaron con el 

programa SigmaPlot v11. 

 

 

2.1.5 Resultados 

 

 

Evaluación del efecto de NaOH como floculante 

 

Los tratamientos de 17 y 34 mL de NaOH 0.5N presentaron diferencias significativas entre 

sí en las tasas de floculación desde los primeros 10 minutos posteriores a la aplicación del 

floculante (Figura 1). No obstante, ambos tratamientos no presentaron diferencias 

significativas con el de 25.5 mL de NaOH 0.5N. El pH incrementó de 7.6 (en los tres 

tratamientos) a 9.9 ± 0.1; 9.8 ± 0.2 y 9.6 ± 0.2; para los tratamientos de 17; 25.5 y 34 mL 

NaOH 0.5N, respectivamente (P < 0.05). Todos los tratamientos presentaron alta eficiencia 

de floculación (80 a 90%) al cumplirse 2.5 h de ser aplicado el floculante. En todos los casos, 

los porcentajes de floculación se ajustaron al modelo logarítmico (17 mL NaOH 0.5N: y = 

8.7362 ln (x) + 50.688, r² = 0.8; 25.5 mL NaOH 0.5N: y = 10.631 ln (x) + 35.143, r² = 0.9; 

34 mL NaOH 0.5N: y = 12.983 ln (x) + 17.468, r² = 0.9). Las densidades finales de los 

flóculos fueron 582.6 ± 44.1; 387.3 ± 68.3 y 220.8 ± 13.8 x106 cel mL-1, para los tratamientos 

de 17, 25.5 y 34 mL de NaOH 0.5N, respectivamente. Sin embargo, durante los primeros 60 

minutos se acumuló más del 70% de la biomasa floculada para los tres tratamientos. No 

obstante, en el tratamiento de 17 mL de NaOH 0,5N se registró la mayor eficiencia de 

floculación durante el periodo de observación (91 ± 1%). 
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Figura 1. Tasa de floculación (promedio ± DE) de Nannochloropsis sp. por efecto de tres 

tratamientos de NaOH 0.5N en diferentes tiempos de exposición. 

 

 

 

Eficiencia de floculación del tratamiento de 17 mL de NaOH 0.5N 

 

La eficiencia de floculación presentó una tendencia lineal con respecto al tiempo (y = 1.3256x 

+ 86.873, r2 = 0.9) (Figura 2). En los primeros 10 minutos floculó el 87.4% (densidad del 

flóculo: 235.5 ± 9.29x106 cel mL-1) y a los 60 minutos se obtuvo el 94.9% (528.1 ± 19.17x106 

cel mL-1). Después de los primeros 10 minutos posteriores a la aplicación del floculante, se 

incrementó el pH hasta 9.7 y la temperatura a 23.3°C. Durante los 50 minutos siguientes, las 

células continuaron floculando, aunque a un ritmo menor de 1.5 ± 0.9% cada 10 minutos; 

asimismo, se presentaron cambios menores de pH (0.01 ± 0.02) y temperatura (0.10 ± 0.13 
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°C). El peso seco de la fracción floculada a 24 horas después del tratamiento fue de 11,94 g 

L-1, que corresponde a la densidad de 1166.1x106 cel mL-1. 

 
 

Figura 2. Eficiencia de floculación con el tratamiento 17 mL de NaOH 0.5N para cada litro 

de cosecha de Nannochloropsis sp. a alta densidad (promedio ± DE; n = 3). 

 

 

 

Viabilidad microalgal del sobrenadante 

 

Los cultivos iniciados con un inóculo obtenido del sobrenadante fueron viables y presentaron 

un crecimiento exponencial en su concentración celular (y = 1.2938 e0.342x, r² = 0.9). Al 

finalizar los 9 días de cultivo se alcanzó una densidad de 24.15 ± 3.19x106 cel mL-1 (Figura 

3). 
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Figura 3. Crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp. en cultivos iniciados con inóculo 

obtenido del sobrenadante (promedio ± DE; n = 3). 

 

 

 

Crecimiento poblacional de rotíferos 

 

El concentrado de Nannochloropsis sp. tuvo una densidad de 355.7x106 cel mL-1 y un peso 

seco de 2.03 g L-1. El concentrado no presentó grumos después de la neutralización y 

disgregación. Los rotíferos alimentados con la biomasa concentrada por floculación 

duplicaron la población inicial al cuarto día de cultivo. Al sexto día, se alcanzó una densidad 

de 250.2 ± 12.9 rotíferos mL-1. La fertilidad alcanzó valores máximos cercanos al 30% en el 

primer día y un promedio de 13.5 ± 5.8% durante los seis días de cultivo. El crecimiento 

poblacional del cultivo de rotíferos fue exponencial (y = 104.7 e0.1595x, r2 = 0.9) (Figura 4). 
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Figura 4. Crecimiento poblacional de B. rotundiformis alimentado con biomasa 

concentrada de Nannochloropsis sp. obtenida mediante floculación inducida por NaOH 

0.5N (promedio ± DE; n = 3). 

 

 

 

2.1.6 Discusión  

 

En general, los ensayos para evaluar la floculación de microalgas se realizan con bajas 

densidades celulares (e.g., con Nannochloropsis sp.: Knuckey et al., 2006 [10-20x106 cel 

mL-1]; Nava-Gómez, 2014 [39.66x106 cel mL-1]; Low y Toledo, 2015 [4.55x106 cel mL-1]). 

En el presente trabajo se utilizaron cosechas con 55.1 y 52.3x106 cel mL-1 (experimentos 1 y 

2, respectivamente), que son concentraciones habituales de Nannochloropsis sp. en 

producciones comerciales. Los resultados del primer experimento muestran que a mayor 

cantidad de NaOH 0.5N, menor fue el efecto floculante en una cosecha densa de 
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Nannochloropsis sp. De las tres cantidades de NaOH probadas (34; 25.5 y 17 mL NaOH 

0.5N), 17 mL NaOH presentó el mayor porcentaje de floculación (90%). Por lo tanto, para 

una cosecha densa de Nannochloropsis sp., 17 mL de NaOH 0.5N es suficiente para lograr 

un punto isoeléctrico (pH 9.9) en menor tiempo (60 minutos). 

Esto permite confirmar que el efecto del floculante está en función de la densidad celular, 

como fue establecido por Schlesinger et al. (2012). En todos los casos, el proceso de 

floculación se efectuó a pH menor de 10. Lo anterior contrasta con lo establecido por 

Folkman y Wachs (1973), quienes señalaron que la floculación de microalgas por agentes 

alcalinos se inicia a valores de pH >10 y que sólo se completa a pH 11. Por otra parte, Nava-

Gómez (2014) logró altos porcentajes de floculación (>90%) de Nannochloropsis sp. con 

NaOH 0.5N, a pH entre 9.74 y 9.94; aunque no se especificó la cantidad de NaOH utilizada. 

De la misma forma, Vandamme et al. (2012) indujeron floculación de Chlorella vulgaris con 

22 mg L-1 de NaOH y un pH = 10.5. 

Los resultados del segundo experimento, muestran que la aplicación de 17 mL de NaOH 

0.5N incrementó el pH a 9.7 en una cosecha densa de Nannochloropsis sp. y generó un 

floculación del 94.9%. Este resultado se debió a una disminución en el potencial zeta por 

aumento del pH, lo que produce la neutralización de la carga superficial de las células y por 

consecuencia su floculación (Wu et al., 2012; Shen et al., 2013). Resultados similares fueron 

reportados por Horiuchi et al. (2003) con Dunaliella tertiolecta. Estos autores obtuvieron una 

rápida floculación al adicionar NaOH al medio de cultivo, entre valores de pH 8.6 y 10.5 e 

indicaron una recuperación de la biomasa celular mayor al 90%. También, Besson y Guiraud 

(2013) señalan que inducir un incremento de pH por adición de NaOH en el cultivo de 

Dunaliella salina permite obtener alta eficiencia de recuperación (>90%). Mientras que, 

Ghidini et al. (2009) sugieren que el incremento de pH en el medio de cultivo de N. oculata 

y Phaeodactylum tricornutum es un método adecuado para recuperar la biomasa celular en 

suspensión. 

Los resultados de la presente investigación sugieren que el tiempo de exposición al agente 

floculante afecta la eficiencia de floculación. El tiempo requerido para una alta eficiencia de 

floculación de Nannochloropsis sp. con 17 mL de NaOH 0.5N fue tres veces menor que el 

tiempo reportado por Surendhiran y Vijay (2013) para alcanzar la máxima floculación 
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(93.80%) de N. oculata con FeCl3 como floculante. En resumen, los resultados de los dos 

experimentos de floculación permiten demostrar que el NaOH usado como floculante único 

puede ser un agente de floculación eficaz de la biomasa de Nannochloropsis sp., como lo 

propone Schlesinger et al. (2012). 

Por otra parte, se registró un crecimiento exponencial en la concentración de los cultivos de 

microalgas inoculados con en el sobrenadante obtenido como subproducto de floculación de 

Nannochloropsis sp. Lo anterior fue también señalado por Wu et al. (2012) quienes 

propusieron que el uso del sobrenadante puede contribuir a la reducción de los costos de 

producción de microalgas para biodiesel. Por su parte, Besson y Guiraud (2013) plantearon 

aprovechar el sobrenadante como inóculo para iniciar nuevos cultivos. No obstante, esta 

medida no siempre es posible. Brown y Robert (2002) mencionan que los cambios de pH por 

efecto de floculación pueden provocar estrés químico en las células de microalgas volviédose 

perjudicial para algunas especies. Por ejemplo, Surendhiran y Vijay (2013) observaron lisis 

en N. oculata al aplicar sulfato de aluminio a 0.4 g L-1 como floculante, en incubación por 

480 minutos. Igualmente, Blanchemain y Grizeau (1999) notaron un cambio de marrón a 

verde en la biomasa de Skeletonema costatum después de 1 hora de incubación a pH 10.2, 

ajustado con HCl o NaOH (0.5 M). Esto probablemente está relacionado con el tipo de 

floculante, tiempo de exposición y características celulares de cada especie de microalga. 

Con respecto al uso como alimento para rotíferos del concentrado de Nannochloropsis sp. 

obtenido por floculación, se logró un cultivo de B. rotundiformis que alcanzó una densidad 

de 250.2 ± 12.9 rotíferos mL-1 al sexto día. La fertilidad alcanzó valores máximos cercanos 

al 30% en el primer día, con un promedio de 13.5 ± 5.8%. El concentrado de Nannochloropsis 

sp. fue conservado adecuadamente por tres semanas a temperatura de 2.5 ± 1.5 °C antes de 

utilizarse como alimento para rotíferos. Esto confirma lo mencionado por Low y Toledo 

(2015), quienes concluyeron que los concentrados de N. oculata almacenados entre 0 y 5 °C 

durante 16 semanas, permanecen viables para su aplicación como alimento, “agua verde” y 

otros usos en laboratorios acuícolas de larvas de moluscos y peces. 

La viabilidad como alimento de los concentrados microalgales, sujetos a procesos de 

floculación y conservación a bajas temperaturas es atribuido a que no se modifica su 

composición bioquímica (Heasman et al., 2000; Guevara et al., 2011). Sin embargo, de 
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acuerdo con Brown y Robert (2002), esto parece depender de la especie, ya que en cinco 

especies de microalgas (ninguna Nannochloropsis sp.) se encontró aproximadamente la 

mitad del porcentaje de carbohidratos en comparación con la microalga fresca. La 

disminución de carbohidratos ocurrió rápidamente después de almacenar los concentrados 

en oscuridad. Brown y Robert (2002) atribuyen esta disminución a la respiración en fase 

oscura de las células. Sin embargo, en las aplicaciones acuícolas la importancia de la 

reducción de los carbohidratos es limitada debido a que estos compuestos no revisten mayor 

interés nutricional para la alimentación de rotíferos. La información sobre la composición 

bioquímica de los concentrados de Nannochloropsis sp. por efecto de floculación para fines 

acuícolas es escasa (Low y Toledo, 2015), en comparación con lo realizado para obtención 

de biodiesel (Malakootian et al., 2015). 

Respecto al cultivo de rotíferos con concentrados microalgales, un concentrado de 

Nannochloropsis sp. cultivado con medio f/2 fue comparado por Nava-Gómez (2014) con 

concentrados de la misma cepa cultivados con fertilizantes agrícolas. Este autor obtuvo la 

mayor densidad (226 rotíferos mL-1) e índice de fertilidad (1.15 ± 0.18) de Brachionus 

plicatilis al utilizar el concentrado de Nannochloropsis sp. cultivada con medio f/2. No 

obstante, la tasa de alimentación suministrada por Nava-Gómez (2014) fue de 150x103 

células por rotífero por día, lo cual es más del doble de la ración proporcionada en la presente 

investigación con la misma microalga (60x103 rotífero día-1). Por otra parte, Guevara et al. 

(2011) no encontraron diferencias entre el crecimiento de cultivos de rotíferos (B. plicatilis) 

con pasta de Rhodomonas salina (320 rotíferos mL-1) generadas por centrifugación o 

floculación con quitosano. 

Otras ventajas, para las aplicaciones acuícolas de los concentrados obtenidos por este método 

es que el alto pH de la floculación alcalina, minimiza la carga bacteriana de la biomasa de 

microalgas, así como la del agua del proceso (Huo et al., 2014). Además, al descartar el agua 

del proceso se minimiza la carga de compuestos y materia orgánica que afectan los cultivos 

de rotíferos (Yoshimura et al., 1997). También, el uso de CO2 para neutralizar el efecto en el 

pH por la adición de NaOH evita la aplicación de ácidos en el concentrado microalgal para 

el mismo fin como se señala en otros trabajos (Brown y Robert, 2002; Knuckey et al., 2006; 

Guevara et al., 2011). 
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2.1.7 Conclusiones 

 

Las cantidades probadas de NaOH 0.5N (17, 25,5 y 34 mL) presentaron porcentajes de 

floculación mayores al 80%. Sin embargo, con 17 mL de NaOH 0.5N aplicados en cosechas 

densas de Nannochloropsis sp., se puede lograr alta eficiencia en la recuperación de la 

biomasa celular (94.9%) a bajo pH (9.7) y en un lapso corto (<60 minutos). Esto pone en 

evidencia que la dosis requerida de hidróxido de sodio estuvo en función de la densidad 

celular, por lo tanto, se confirma la hipótesis planteada. La viabilidad de las microalgas en el 

sobrenadante y la utilidad del concentrado para la alimentación de rotíferos, confirman que 

como agente floculante único, el NaOH 0.5N es conveniente para producir concentrados de 

Nannochloropsis sp.  
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2.2 Caracterización cuantitativa y cualitativa de carbohidratos de Nannochloropsis sp. 

 

De acuerdo con Markou et al. (2012), los microorganismos fotosintéticos, como son las 

microalgas eucariotas y las cianobacterias, capturan la energía solar y la convierten en 

energía química a través de una serie de reacciones complejas llamadas fotosíntesis. Hay dos 

tipos principales de reacciones fotosintéticas, las claras y las oscuras. En las reacciones 

claras, la energía solar es absorbida por los pigmentos de las antenas fotosintéticas y se utiliza 

para dividir el agua en protones, electrones y oxígeno. Los electrones y protones se utilizan 

a continuación para generar portadores de energía (NADPH y ATP), que soportan las 

necesidades metabólicas del organismo. En las reacciones oscuras, el dióxido de carbono se 

reduce a carbohidratos vía Ciclo de Calvin, utilizando la energía derivada de NADPH y ATP 

(Masojidek et al., 2004).  

En el Ciclo de Calvin, el primer paso es la asimilación de dióxido de carbono, que es 

catalizada por ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco). El dióxido de 

carbono se utiliza para la carboxilación de un compuesto de cinco carbonos (ribulosa-1,5-

bisfosfato) en dos compuestos de tres carbonos (3-fosfoglicerato), uno de los cuales se utiliza 

como sustrato para la formación de hidratos de carbono, mientras que el otro se utiliza para 

lograr el siguiente ciclo. Los carbohidratos se forman en el interior del cloroplasto, pero en 

el caso de procariotas se sintetizan en el citosol. Markou et al., (2012), enumeraron los 

principales carbohidratos de microalgas, los más abundantes son glucosa, ramnosa, xilosa y 

manosa. 

La producción de carbohidratos tiene dos propósitos principales para las algas, actúan como 

componentes estructurales en las paredes celulares, y como componentes de almacenamiento 

dentro de la célula. Los carbohidratos, como compuestos de almacenamiento de las algas, 

proporcionan la energía necesaria para los procesos metabólicos de los organismos y 

permiten, si es requerido, la supervivencia temporal en condiciones adversas (Geider et al., 

2002). Los carbohidratos de reserva son dependientes de las especies, las algas rojas 

sintetizan el almidón florideano (un híbrido de almidón y glucógeno) y las algas verdes 

sintetizan polisacáridos tipo amilopectina (almidón) (Sekharam et al., 1989).  

Actualmente se sabe que el cultivo y las condiciones ambientales afectan significativamente 

a la composición de la biomasa microalgal. Además, el control de algunas de las condiciones 
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de cultivo o ambientales parece ser un abordaje factible para la manipulación de la 

composición de biomasa de microalgas, con el fin de incrementar o maximizar la 

acumulación de carbohidratos en la biomasa (Dragone et al., 2011). Los factores de cultivo 

y ambientales más frecuentemente reportados, que afectan el contenido de carbohidratos, son 

la inanición/limitación de nutrientes, el estrés salino, la intensidad de la luz y la temperatura. 

Además, los tipos de metabolismos (autotrófico, heterotrófico y mixotrófico) afectan la 

composición de la biomasa (Markou et al., 2012).  

El proceso de polimerización de los biopolímeros implica tres etapas: iniciación, elongación 

y terminación de la cadena. Los β-(1→ 3)-glucanos derivados de hongos son sintetizados por 

la enzima GLS, una proteína de membrana compleja que usa uridina difosfato de glucosa 

(UDPGlc) como donante de glucosa (Dalonso et al., 2015). Respecto a la biosíntesis de β-

glucanos en microalgas, en las células de la diatomea marina Skeletonema costatum, los 

carbohidratos producidos por el Ciclo de Calvin se convierten rápidamente en glucosa-1-

fosfato y son polimerizados en glucano por la UDP-glucosa pirofosforilasa y 

glicosiltransferasa; para posteriormente ser almacenadas en vacuolas celulares. La síntesis de 

β (1,3)-D glucanos en las diatomeas es directamente influenciada durante la fotosíntesis por 

las concentraciones de nitrógeno en el medio de cultivo; y se ha reportado que el metabolismo 

de carbohidrato es muy activo tanto en limitaciones de nitrógeno como en condiciones de 

suficiente nitrógeno (Granum y Myklestad, 2002).  

 

2.2.1 Hipótesis 

Los carbohidratos de Nannochloropsis sp. representan del 10 al 15 % de su composición 

orgánica, siendo glucosa el principal monosacárido constituyente.  

 

2.2.2 Objetivos  

 

Objetivo general 

Caracterizar cuantitativa y cualitativamente carbohidratos extraídos desde Nannochloropsis 

sp. 
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Objetivos particulares  

I. Análisis proximal de la biomasa de Nannochloropsis sp. 

II. Extracción de carbohidratos totales desde biomasa microalgal de Nannochloropsis 

sp.mediante la técnica de etanol-agua caliente.  

III. Caracterización cuantitativa y cualitativamente del extracto de carbohidratos de 

Nannochloropsis sp.  

 

2.2.3 Materiales y métodos  

 

Cultivo y producción de biomasa liofilizada de microalgas 

Se utilizó la cepa Nannochloropsis sp. (NN-X-1) de la Colección de microalgas CICESE, la 

cual se mantiene en la colección del Laboratorio de Microalgas de la Planta Piloto de Peces 

Marinos de CIAD-Mazatlán. Su cultivo se realizó por sistema de lotes y para la preparación 

del medio de cultivo se aplicó la formulación F/2 (Guillard y Ryther, 1962) con agua de mar 

a 35 ups y esterilizada. Además, como control se liofilizó pasta microalgal Nanno 3600™, 

la cual está compuesta de células de Nannochloropsis oculata (cepa CCMP 525).  

Fue determinada la carga máxima (µ) del cultivo de Nannochloropsis sp. para conocer el 

inicio de la fase estacionario (Nieves et al. 1998) y a partir de este punto se procedió a la 

cosecha de los cultivos para realizar la concentración microalgas mediante centrifugación 

(5000 g por 5 minutos). El concentrado de biomasa microalgal fueron colocados a 

congelación (-60 ºC) para posteriormente pasar a sescado mediante liofilización (0.018 mBar 

y -52 ºC). 

 

Determinación de la composición orgánica  

La determinación de la composición orgánica de la biomasa de Nannochloropsis sp. se 

realizó con base al protocolo establecido por el Laboratorio de Ecofisiología de Organismos 

Acuáticos y Cultivos de Apoyo de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad 

Autónoma de Sinaloa. La determinación de proteínas se realizó empleando la metodología 

de Lowry et al., (1951) que consisten en la extracción en calor empleando hidróxido de sodio 

al 0.5N. Por otra parte, la extracción y determinación de carbohidratos se hizo por el método 
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propuesto por Dubois et al. (1956) empleando ácido sulfúrico a 1M y fenol al 5%. Con 

respecto a la obtención de lípidos totales se empleó el método de Bligh y Dyer (1959). Los 

resultados se expresaron en pg cel-1 (n=5).  

 

Extractacción y purificación de carbohidratos totales 

La biomasa microalgal liofilizada (1 gramo) se sumergió en etanol al 85 % por 10 minutos, 

posteriormente (30 minutos) se decantó la solución de etanol y se agregó una porción nueva 

de etanol al 85 % y fué homogenizado (8000 g /10 minutos, ultra-turrax T25), y se dejó en 

reposo toda la noche a temperatura ambiente. Después, se colocó en “baño maría” a 70 °C 

por 10 minutos. Las células se colectarón por centrifugación (3000 g/10 minutos). El 

sedimento se resuspendió en medio acuoso con CaCl2 2% y se repitió el “baño maría” en 

ebullición con agitación por 1 hora. Después se enfrió la mezcla, centrifugó y colectó el 

sobrenadante. La extracción se repitió dos veces con CaCl2 2%. El sobrenadante se enfríó y 

fué tratado con fenol al 90 % para hacer extracción liquido-liquido. Posteriormente 

unaextracción simililar concloroformo. Después la fase acuosa se dializó (12,000-14,000 

MWCO, Spectrum Spectra/Por® 4) y por último se secó por liofilización para dar un extracto 

crudo de carbohidratos microalgales. Protocolo con modificaciones a Bobadilla et al. (2013) 

y Sadovskaya et al. (2014) (Figura 5).  
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Figura 5. Protocolo de extracción de carbohidratos de Nannocloropsis sp. Modificado de 

Bobadilla et al. (2013) y Sadovskaya et al. (2014). Esquema elaborado con el apoyo de 

Q.B. Francisco Javier Soto Córdova 

 

 

Análisis cualitativo y cuantitativo de carbohidratos totales extraídos de Nannochloropsis 

sp. por HPLC - Dionex. 

A partir de la biomasa liofilizada de Nannochloropsis sp. se realizó la producción de un 

extracto de carbohidratos con el protocolo modificado de Bobadilla et al. (2013) y 

Sadovskaya et al. (2014). Para  la  determinación  de  los  carbohidratos  se  aplicó  la  

metodología establecida en la ISO 11292 de 1995, de tal manera que las muestras de 

microalgas (10 mg peso seco) se hidrolizaron en HCl 1 M (150 min, 100 °C), filtradas a 

través de un Sep Pack C-18 (Waters,  Massachusetts,  EE.UU.),  secadas  (35  a  40  °C),  

lavadas  (dos  veces)  y nuevamente secadas. El residuo se disolvió en agua (0.5 ml) y se 

filtró a través de una membrana con tamaño poro 0.45 μm antes de ser inyectadas (20 μl) en 

una cromatografía líquida DIONEX DX 600 de alto resolución (HPLC, Dionex Corp., Nueva 

York, EE.UU.), equipado con un detector electroquímico ED50 y una columna CarboPac 
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PA1 (4 x 250 mm; Dionex Corp.). La fase móvil fue agua de grado HPLC con una velocidad 

de flujo de 1 ml min-1 y 300 mM de NaOH post columna a 0.6 mlmin-1. Las reacciones 

enzimáticas de la β-glucanasa se detuvieron por calentamiento durante dos minutos en un 

baño de agua hirviendo, seguido de enfriamiento a temperatura ambiente (Dubois et al., 

1956). Los monosacáridos en las muestras analíticas de las microalgas fueron identificados 

y cuantificados usando compuestos estándar (Espino-Díaz et al., 2010), utilizando spiking 

para corroborar la identificación del carbohidrato encontrado. Se usaron estándares al 99 % 

de arabinossa, galactosa glucosa, xilosa y manosa (Sigma-Aldrich).  Las mediciones se 

realizaron por triplicado. Los resultados se expresan como partes por millo (ppm). 

 

2.2.4 Resultados 

 

Producción de biomasa liofilizada y composición orgánica  

 

Se generaron 27.64 g de biomasa liofilizada de Nannochloropsis sp., y de la biomasa de pasta 

se obtuvieron 24.26 g los cuales se utilizaron para realizar los análisis descritos (Figura 6). 

Respecto a la composición orgánica de las células Nannochloropsis sp., las células 

presentaron un peso seco 5.02 pg cel-1, de los cuales 0.44 pg cel-1 fueron carbohidratos, que 

representan el 17% del peso total orgánico celular, ver tabla 3. De acuerdo con el proveedor 

de la pasta microalgal, ésta presenta 20 % del peso orgánico en forma de carbohidratos.  

  

Tabla 3.- Composición orgánica de Nannochloropsis sp. 

 

 pg cel-1 d. e. 

Peso seco 5.02 0.13 

Lípidos 1.05 0.07 

Proteínas 0.81 0.05 

Carbohidratos 0.44 0.02 

Cenizas 0.29 0.13 

                   d.e. = desviación estandar 
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       Figura 6. Imágenes de biomasa liofilizada de Nannochloropsis sp. (a) y pasta comercial 

(b) por microscopía electrónica de barrido (MEB). 

 

 

Análisis cualitativo de carbohidratos 

 Los resultados muestran que las concentraciones en las muestras son casi indetectables,  tal 

como se pueden observar en las Figuras 7, 8 y 9. 

 

 

Figura 7.- Cromatograma con cinco estándares de carbohidratos (99 %, Sigma-Aldrich). 
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Figura8.- Cromatograma de carbohidratos presentes en una muestra representativa de 

Nannochloropsis sp. en 3340 ppm 

 

 

 

Figura 9.- Cromatograma de carbohidratos de pasta microalgal (N. oculata) en 9485 ppm 

 

 

Análisis cuantitativo de carbohidratos  

Para cuantificar los carbohidratos totales de las muestras se realizaron curvas de calibración 

de cada carbohidrato con r2 de Arabinosa= 1, Galactosa= 0.9982, Glucosa= 0.9994, Xilosa= 

0.9960 y Manosa= 0.9974. En las tablas 4 y 5 se pueden observar los resultados finales del 

análisis cuantitativo de carbohidratos.  

Los resultados pudieron verse afectados por las características propias de la muestra, ya que 

la columna se saturaba constantemente, provocando se incrementara la presión y dificultaba 

en exceso la fluidez del trabajo 
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Tabla 4.- Concentración de monosacáridos por cada 100 mg de peso seco en biomasa de 

Nannochoropsis sp. 

 

 

Tabla 5.- Concentración de monosacáridos por cada 100 mg de peso seco en biomasa de 

pasta microalgal. 

 

Carbohidrato Promedio mg Varianza  Desv. Std σ coef. Var   

Arabinosa 0.209 0.039750 0.199375 0.028530 

Galactosa 0.2070 0.018804 0.137128 0.019746 

Glucosa - - - - 

Xilosa 0.049 0.069707 0.264021 0.158477 

Manosa 0.025 0.019564 0.139872 0.164183 

. 

 

2.2.5 Conclusiones  

Los carbohidratos de Nannochloropsis sp. representaron hasta el 17 % de su composición 

orgánica, lo que confirma la primera parte de la hipótesis planteda.  Sin embargo las bajas 

concentraciones de monosacáridos registradas, en especial los valores de glucosa permitierón 

inferir que la metodología de extracción no fue eficiente y que es necesario realizar 

modificaciones a este proceso. Posiblemente en el paso de lisis celular se requiera la mayor 

atención. Es necesario realizar modificaciones y repetir la extracción de los carbohidratos 

para obtener un mejor análisis cuantitativo y cualitativo de los carbohidratos.   

 

 

 

Carbohidrato Promedio mg 
Varianza      

Desv. Std σ 
 coef. Var   

Arabinosa 0.009 0.013053 0.11425 0.131814 

Galactosa 0.016 0.003417 0.058455 0.038115 

Glucosa 0.0047 0.018985 0.137788 0.309035 

Xilosa 0.0008 0.000163 0.012784 0.164683 

Manosa 0.0027 0.011542 0.107436 0.421954 
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2.3 Caracterización parcial de la molécula de β-glucanos aislados de Nannochrolopsis 

sp. y otras microalgas  

 

 

2.3.1 Introducción 

Los β-glucanos son polisacáridos, constituidos por un grupo heterogéneo de polímeros de 

glucosa. Poseen una estructura química que contiene un esqueleto conformado por unidades 

repetidas (ramas) de β-D-glucopiranosil unidas por enlaces glicosídicos de tipo β-(1,3) y/o 

β-(1,6) enlazados a cadenas de tamaño, distribución y longitud variable. Esta forma es el 

principal constituyente de la pared celular de algunas plantas, hongos, bacterias, levaduras y 

algas marinas (Brown et al., 2003). Poseen diferentes pesos moleculares y grados de 

ramificaciones. En las microalgas los β-glucanos se pueden encontrar tanto en la pared 

celular como en las vacuolas citoplasmáticas (Granum y Myklestad, 2001). Actualmente se 

cuenta con conocimientos importantes sobre la presencia de β-glucanos en especies de 

microalgas diatomeas, por ejemplo: Chaetoceros debilis de la cual se ha descrito posee una 

estructura β-1,3/1,6 glucanos con peso molecular de 4.9 kDa y un valor de polimerización de 

30 (Størseth et al., 2006). En Chaetoceros mulleri se ha encontrado y caracterizado la 

molécula como estructura de configuración β-1,3/1,6 glucanos con grado de polimerización 

de 19 y ramificación de 0.005 (Størseth et al., 2004). Størseth et al. (2006) reportaron un 

contenido de 15.8 pg cel-1 de β-glucanos de la microalga C. debilis cosechada en la fase 

estacionaria del cultivo. También en Isochrysis galvana se reportó el aislamiento y 

caracterizació n de β-glucanos con estructura β-1,3/1,6 (Sadovskaya et al., 2014).  A pesar 

de estos antecedentes, aún se desconoce la caracterización de las moléculas de β-glucanos de 

muchas especies de importancia acuícola, como lo son las especies del genero 

Nannochloropsis; que podrían tener importantes aplicaciones en estrategias inmunológicas 

futuras. 

 

Comparación de diferentes fuentes de β-glucanos 

Los β-glucanos tienen diferentes estructuras dependiendo de su origen y el proceso de 

extracción (Bohn y BeMiller, 1995; Kollar et al., 1997). El peso molecular y la solubilidad 

en agua de los β-glucanos dependen del grado de ramificación y de su estructura química, 
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propiedades críticas que les confieren su uso como modificaciones de la respuesta biológica 

(Williams et al., 1991; Suzuki et al., 1990). El peso molecular más eficaz de los β-glucanos 

clínicamente útil varía entre 100 y 200 kDa, con un grado de ramificación comprendido entre 

0.2 y 0.5 (Bohn y BeMiller, 1995). Sin embargo, los β-glucanos con efectos 

inmunoestimulantes que se han reportado en acuicultura son principalmente aislados de 

levadura, hongos o algas, y tienen pesos moleculares que van desde 5 kDa (alga marina, 

Laminaria digitata) a 200 kDa (Levadura, Saccharomyces cerevisiae) (Dalmo et al 1997.; 

Bagni et al., 2005). Otros autores (McConville et al., 1986) mencionan que los β-glucanos 

extraídos de diatomeas, tienen pesos moleculares de 1 a 10 kDa con diferentes grados de 

ramificación en posiciones β-D-(1→2) y β-D-(1→6). 

Las características moleculares de los β (1,3)-D glucanos extraídos de microalgas no 

corresponden con las intervalos de las características de β-glucanos clínicamente validadas o 

de uso como inmunoestimulantes en acuicultura. Sin embargo, trabajos recientes han 

propuesto a los β-glucanos extraídos de microalgas como potenciales inmunoestimuladores 

de larvas de peces marinos (Skjermo et al., 2006), aún cuando su peso molecular, grados de 

polimerización y ramificación son bajos; pero cuenta con rasgos similares a los ya validados; 

además de que pueden ser extraídos mediante técnicas menos complicadas y costosas 

(Størseth et al., 2005). Sin embargo, se ha reportado que los β-glucanos de bajo peso 

molecular tienen menos efectos celulares, mientras que los β-glucanos muy cortos son 

considerados como inactivos (Akramiene et al. 2007), por lo que se considera importante 

realizar investigaciones que brinden evidencias claras del verdadero efecto y potencial de los 

β-glucanos microalgales.   

 

2.3.2 Objetivos 

 

Objetivo general 

Caracterizar parcialmente la molécula de β-glucanos aislados de Nannochrolopsis sp. 
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Objetivos particulares 

I. Procesar los extractos crudos de carbohidratos de Nannochloropsis sp. para el análisis 

de resonancia magnética nuclear. 

II. Caracterizar la molécula de β-glucanos de la microalga Nannochloropsis sp.  por 

medio de análisis de espectros de infrarrojo y determinación de espectros de 

resonancia magnética nuclear de protón (1H). 

 

2.3.3 Materiales y métodos 

 

Extracción, purificación y tratamiento previo 

La extracción y purificación de los carbohidratos de Nannocloropsis sp. se realizaron con un 

protocolo con modificaciones mínimas a Bobadilla et al. (2013) y Sadovskaya et al. (2014), 

que se describe en la sección 2.2.3. Los extractos fueron procesadas de acuerdo a la 

metodología descrita por Kim et al. (2000) para el análisis de β-glucano extraídos de 

microalgas.  

 

Estimación de pureza de β-glucanos aislados 

Cada extracto se sometió al análisis de azúcares totales por fenol-ácido sulfúrico (Dubois et 

al. 1956). Posteriormente, a una solución de los extractos se les realizó una prueba de UV 

(Espectrofotometro, Multiskan G0. Thermo Scientific) para obtener absorbancia a 260 

(detección de ácidos nucleicos) y 280 nm (detección de proteínas) para descartar la presencia 

de otras moléculas, que no fueran carbohidratos.    

 

Espectroscopía de resonancia magnética nuclear de protón  

Para  la  caracterización parcial de la estructural de  la  molécula  de  β-glucano  se  aplicó  la  

técnica de espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) de protón (1H). Los 

espectros de resonancia magnética nuclear se determinaron en un Espectrómetro JEOL 

modelo GSX-270 para 1H a 270 MHz. Las determinaciones se llevaron a cabo utilizando 

como disolvente cloroformo deuterado (CDCI3) y tetrametilsilano (TMS) como referencia 

interna. Para indicar multiplicidad de las señales en 1H se utilizaron las siguientes 
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abreviaturas: (s) simple, doble (d), triple (t), múltiple (m), los valores de los desplazamientos 

químicos (δ) se presentan en partes por millón (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se 

describirán en Hertz (Hz). 

 

2.3.3 Resultados 

 

Análisis de espectros de infrarrojo y RMN de 1H  

Respecto al análisis en infrarrojo se detectan cuatro señales importantes: grupos hidroxilos 

(O-H, 3351 cm-1), grupos carbonilos (C=O, 1624 cm-1 y C-O, 1300 cm-1) y enlace carbono-

carbono (C-C, 1140 cm-1); como se puede observar en la Figura 10.  

 
Figura 10. Espectro de infrarrojo del extracto de carbohidratos desde Nannochloropsis sp. 

 

 

Con respecto al análisis de RMN de 1H, se encontró un cambio de valor entre los 4.5 y 5 

ppm, dando tres señales repetidas al lado derecho de la señal del agua deuterada. Esto nos 

indica protones juntos y en posición de ramificaciones (Figura 11). 
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Figura 11. Espectro de protón del extracto de carbohidratos desde Nannochloropsis sp. 

  

 

 

2.3.4 Conclusiones  

El espectro de infrarrojo indica que el extracto posee gran cantidad de grupos funcionales 

que pertenecen a compuestos orgánicos tipo glucosa.  

El espectro de resonancia magnética nuclear de protón para el extracto de carbohidratos 

muestra un cambio de entre los 4.5 y 5 ppm. Esto indica protones juntos y en posición de 

ramificaciones indicios de polisacáridos tipo β-glucanos. 
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2.4 Potencial de Nannochloropsis en la producción de β-glucanos 

 

2.4.1 Introducción 

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos, altamente diversos que desarrollan una 

importante función como productores primarios en las cadenas tróficas acuáticas. Se 

caracterizan por su gran potencial como fuentes naturales de componentes que son 

aprovechados por biotecnologías y aplicaciones terapéuticas (Borowitzka, 2013; Enzing et 

al., 2014; Vigani et al., 2015). Estos organismos convierten sustancias inorgánicas en materia 

orgánica rica en lípidos, proteínas, carbohidratos y otras moléculas. 

Un grupo importante de microalgas son las especies del género Nannochloropsis, que 

pertenecen a la clase Eustigmatophyceae, división Ochrophyta, orden Eustigamatales; en la 

actualidad están registradas 12 especies y subespecies, de los cuales 5 son aceptadas 

taxonómicamente: Nannochloropsis australis, Nannochloropsis granulata, Nannochloropsis 

limnetica, Nannochloropsis oceanica y Nannochloropsis oculata. Son eucariotas 

unicelulares de libre flotación del picoplancton marino y de agua dulce. Sus células son 

esféricas o ligeramente ovaladas (2-4 µm de diámetro) y también de forma cílíndricas (3-4 x 

1.5 µm); con cloroplasto de color verde-amarillo (Guiry y Guiry, 2017). La clorofila a es la 

única clorofila que poseen las especies de Nannochloropsis, y su principal pigmento 

accesorio es violaxantina (Van den Hoek et al., 1995).  

Las principales cualidades de Nannochloropsis son su crecimiento aceptable en amplios 

intervalos de salinidad (Khatoon et al., 2014) y que presentan significativo valor nutricional 

debido a su alto contenido de proteínas y ácidos grasos poliinsaturados, especialmente ácido 

eicosapentaeinoico (Brown et al., 1997; Tonon et al., 2002), por lo que son extensamente 

aprovechadas por la industria (Borowitzka, 2013; Yaakob et al., 2014). Por ejemplo, en 

acuicultura han sido ampliamente usadas como alimento de moluscos, zooplancton y para 

etapas tempranas de vida de crustáceos y peces (Hemaiswarya et al., 2011).  

Sin embargo, aunque el aprovechamiento nutricional de los carbohidratos de la biomasa 

microalgal de Nannochoropsis (y aplica a microalgas en general) no han sido tan esencial, si 

se han considerado como el sustrato preferido para producciones significativas de 

biocombustibles (tales como bioetanol, biobutanol, biohidrógeno, etc.) mediante tecnologías 

de conversión biotecnológica (Markou et al., 2012a). Pero el mayor potencial de los 
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carbohidratos microalgales radica en su aplicación como inmunoestimulantes (Skjermo et 

al., 2006; Yaakob et al., 2014), ya que se presentan en su mayoria como β-1,3 glucanos que 

se pueden encontrar tanto en la pared celular (Granum y Myklestad, 2002) como en las 

vacuolas citoplasmáticas (Chiovitti et al., 2004). Se considera que beta glucanos (β-glucanos) 

similares actúan como reservas en varias clases de microalgas; por ejemplo en 

Eustigmatophyceae a la cual pertenece Nannochloropsis (Granum y Myklestad, 2002). 

Los β-glucanos son polisacáridos constituidos por un grupo heterogéneo de polímeros de 

glucosa que poseen diferentes pesos moleculares y grados de ramificaciones (Dalmo y 

Bøgwald, 2008). El nombre de los β-glucanos proviene de su estructura, el uso del sufijo 

“an” describe a una estructura molecular que consiste de un solo carbohidrato (Glucosa); 

mientras que el prefijo “Gluc” significa poliglucosa. Así, una poli-glucosa (poli-

glucopiranosa) se denomina "glucano". Por otra parte, los β-1,3-D glucanos, es el término 

más común para los homopolisacáridos que tienen enlaces β-1,3-D en su cadena principal, 

pero también pueden poseer enlaces β-D glucosídicas en posición 6 y 4 (Dalmo y Bøgwald, 

2008; Lazaridou y Biliaderis, 2007). Estos polisacáridos también se pueden encontrar en gran 

variedad de plantas, hongos, levaduras y algas (Synytsya y Novak, 2014). 

Tal capacidad como inmunoestimulantes se debe a que las estructuras moleculares de los β-

glucanos son característicos de comunidades microbianas, por lo que son llamados “patrones 

moleculares asociados a patógenos” (PAMPs) (Dalmo y Bøgwald, 2008; Meena et al., 2012). 

Éstos juegan un papel como moléculas de alarma que activan el sistema inmune, debido a 

que son identificados por receptores específicos que reconocen patrones (PRRs), tales como 

Dectin-1, TLR2, C3 y scavengers; presentes en macrófagos, neutrófilos y células asesinas 

(Chan et al., 2009). Los β-glucanos pueden iniciar la respuesta inflamatoria a través de la 

unión a sus receptores, que activan vías de señalización que culminan en la transducción de 

señales intracelulares y factores de transcripción (Cunha et al., 2012). Este fenómeno es 

decisivo para la transcripción de genes, síntesis y liberación de citocinas proinflamatorias, 

así como para la activación de diferentes respuestas inmunológicas asociadas a la presencia 

de patógenos (Dalmo y Bøgwald, 2008).  

 

 



 

80 

 

 

 

Metabolismo de carbohidratos en microalgas 

La producción de carbohidratos tiene dos propósitos principales para las microalgas, actúan 

como componentes estructurales en las paredes celulares y como componentes de 

almacenamiento dentro de la célula. Los carbohidratos, como compuestos de 

almacenamiento, proporcionan energía necesaria para los procesos metabólicos y permiten, 

si es requerido, la supervivencia temporal en condiciones adversas (Geider et al., 2002).  

Las microalgas capturan la energía solar y la convierten en energía química a través de una 

serie de reacciones complejas llamadas fotosíntesis (Torzillo y Vonshak, 2003). Hay dos 

tipos principales de reacciones fotosintéticas, las claras y las oscuras. En las reacciones 

claras, la energía solar es absorbida por los pigmentos de las antenas fotosintéticas y se utiliza 

para dividir el agua en protones, electrones y oxígeno (Markou et al., 2012a). Los electrones 

y protones se utilizan para generar portadores de energía (NADPH y ATP), que soportan las 

necesidades metabólicas del organismo. En las reacciones oscuras, el dióxido de carbono se 

reduce a carbohidratos vía Ciclo de Calvin en el interior del cloroplasto, utilizando la energía 

derivada de NADPH y ATP (Masojidek et al., 2004). En el Ciclo de Calvin, el primer paso 

es la asimilación de dióxido de carbono, que es catalizada por ribulosa-1,5-bisfosfato 

carboxilasa oxigenasa (Rubisco). El dióxido de carbono se utiliza para la carboxilación de 

un compuesto de cinco carbonos (ribulosa-1,5-bisfosfato) en dos compuestos de tres 

carbonos (3-fosfoglicerato), uno de los cuales se utiliza como sustrato para la formación de 

carbohidratos, mientras que el otro se utiliza para lograr el siguiente ciclo (Markou et al., 

2012a).  

Los perfiles de carbohidratos de las microalgas pueden variar en gran medida, pero sus 

principales monosocaridos son glucosa, galactosa, manosa y ribosa, con otros en 

proporciones variables (Whyte, 1987). Aunque en Nannochloropsis se ha encontrado que su 

perfil de monosacáridos son predominantes glucosa y manosa; además de galactosa ramosa, 

ribosa y fucosa en menor proporción (Templeton et al., 2012). Brown et al., (1997) reportaton 

que los polisacáridos de N. oculata representaron ~88 de los carbohidrato total; de los cuales 

el 68.2 % es glucosa y alrededor de 4 a 8 % de ramosa, manosa, ribosa, xilosa, fucosa y 

galactosa. Recientemente, Jia et al., (2015) demostraron la presencia de ocho monosacáridos 
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en N. oceanica: glucosa, galactosa, manitol, fucosa, ramnosa, manosa, ribosa y glucosamina; 

siendo los tres primeros los componentes principales. 

Como se mencionó anteriormente los polisacáridos de microalgas son de tipo 1,3-β-glucanos; 

pero lo más importantes son crisolaminarina (ramificado, β-1,3/1,6 glucanos) y paramilón 

(lineal, β-1,3 glucanos) (Lee, 2008).  

 

 

Figura 12. La ruta de biosíntesis y degradación de crisolaminarina reconstruida sobre la 

base del ensamblaje de novo y anotación transcriptomica de E. cf. Polipem. Las enzimas 

identificadas se muestran en cajas e incluyen: UGPasa, UDP glucosa pirofosforilasa; 

UDPG, crisolaminarina sintasa; Exo-Glu, exo 1,3-β-glucanasa; Endo Glu, endo-1,3-β-

glucanasa y BGL, β-glucosidasas. G-1-P, glucosa-1-fosfato; PPi, pirofosfato (Tomado de 

Wan et al., 2012). 

 

 

Al igual que el proceso de polimerización de cualquier biopolímero, la generación de 

polisacáridos implica tres etapas: iniciación, elongación y terminación de la cadena. En el 

caso de diatomeas marinas (Skeletonema costatum), los carbohidratos producidos por el 

Ciclo de Calvin se convierten rápidamente en glucosa-1-fosfato y son polimerizados en 
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glucano por la UDP-glucosa pirofosforilasa y glicosiltransferasa (Stoddart, 1984). Cabe 

mencionar que las especies de Nannochloropsis no sintetizan almidón (Van den Hoek et al., 

1995). Por la otra parte, la actividad de la exo-1,3-β-glucanasa (exo-Glu) se detectó en varias 

diatomeas y la sobreregulación de esta actividad coincidió con al degradación de β-glucanos 

en S. costatum (Vårum et al., 1986). Por lo que se ha propuesto que exo-Glu y endo-1,3-b-

glucanasa (endo-Glu), y β-glucosidasa (BGL) son las principales enzimas involucradas en la 

degradación de β-glucanos, como se muestra en la Figura 12 con Eustigamotos cf. Polyphem; 

microalga unicelular de suelo (Wan et al., 2012).  

 

Factores y estrategias para mejorar la producción de β-glucanos en Nannochloropsis 

Se conoce que el medio de cultivo y las condiciones ambientales afectan significativamente 

la composición de la biomasa microalgal (Richmond y Hu. 2013). Por lo que el control de 

algunas de las condiciones de cultivo o ambientales parece ser un vía factible para la 

manipulación de la composición de la biomasa microalgal, con el fin de incrementar o 

maximizar la acumulación de carbohidratos (Dragone et al., 2011). Los factores más 

frecuentemente reportados, que influencian el contenido de carbohidratos en biomasa 

miroalgal son la inanición ó limitación de nutrientes, estrés salino, intensidad de luz, 

temperatura y los tipos de metabolismos (Markou et al., 2012a). A continuación se describen 

los efectos de estos factores y las estrategias reportadas:  

 

Tipo de metabolismo 

Con relación al tipo de metabolismo, existen cuatro formas principales de cultivar 

microalgas, nombradas cultivos fotoautotróficos, heterotróficos y mixotróficos (Wang et al., 

2014). Por lo general, las microalgas (Ej. Nannochloropsis) se cultivan mediante la fijación 

de carbono inorgánico disuelto y absorción de energía luminosa. Al igual que muchas plantas 

superiores, las microalgas realizan fotosíntesis y por lo tanto son fotoaututrófas. Pero a la 

vez, algunas especies de microalgas también son heterotróficas, por su capacidad de utilizar 

componentes orgánicos como fuentes de carbono y energía para su crecimiento; con la 

diferencia que éstas no necesitan luz como fuente de energía (Chen, 1996). Por otra parte, 

los cultivos mixotróficos consisten en el crecimiento microalgal usando simultáneamente 
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fuentes de carbono inorgánico y orgánico en presencia de luz (Kang et al., 2004) es decir, el 

metabolismo fotoautotrófico y heterotrófico ocurren simultaneamente.     

Perez-Garcia y Bashan (2015) señalan que suplementar fuentes de carbono orgánico al 

cultivo de microalgas provoca un incremento en la producción de biomasa y contenido de 

lípidos/carbohidratos en las células. En general, las moléculas de almacenamiento de energía, 

tales como lípidos y carbohidratos (almidón y glucógeno) se acumulan en condiciones 

heterotróficas y mixotróficas; por lo tanto, el contenido en biomasa de estos compuestos es 

mayor que en condiciones fotoautotróficas (Choix et al., 2014). Sin embargo, los estudios 

sobre el efecto de la mixotrofía o heterotrofía en el contenido de carbohidratos de reserva 

especificos en microalgas, por ejemplo β-glucanos, son limitados. 

A pesar de ello, el potencial de esta estrategia radica en que Nannochloropsis es capaz de 

crecer de manera mixotrófica en presencia de fuentes de carbono orgánicas como glucosa y 

glicerol (Hu y Gaol, 2003; Wan et al., 2011; Xu et al., 2004). Algunas de estas fuentes de 

carbono orgánicas son subproductos industriales, como es el caso del glicerol, que llega a 

representar el 10 % de los productos generados en la transesterificación de aceites vegetales 

o grasas animales dentro de la producción de biocombustibles (da Silva et al., 2009); y 

también el ensilados de pescado ya que N. oculata alcanza altas concentraciones celulares en 

cultivo mixotrófico con este subproducto de pequerías, descrito por los autores como rico en 

ácido láctico como fuente carbono orgánico (Sánchez-Torres et al., 2008). Inclusive, el 

cultivo mixotrófico de Nannochloropsis con glicerol alcanzó mayor densidad de biomasa y 

producción de lípidos que los cultivos fotoautotróficos (Das et al., 2011). 

 

Temperatura 

Respecto a temperatura, Renaud et al., (2002) no observaron diferencias significativas en la 

composición bioquímica de microalgas tropicales bajo estrés por variaciones de temperatura. 

Sin embargo, otras investigaciones señalan que el efecto de la temperatura es potencialmente 

capaz de cambiar la composición bioquímica de las microalgas; por ejemplo, en cultivos de 

Spirulina sp. un aumento en la temperatura de 25 a 40 ºC resultó en un incremento de 

carbohidratos de 14 a 21 % (Ogbonda et al., 2007) y se considera que esta respuesta es 

generada por marcadas disminuciones en el contenido de proteínas, mientas la síntesis de 
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carbohidratos muestra ser estimulada (De Oliveira et al., 1999). Mientras que en la diatomea 

Chaetoceros cf. wighamii los carbohidratos fueron mayores cuando se expusieron a las 

menores temperaturas probadas (Araújo y Garcia, 2005). Por lo tanto, el efecto de la 

temperatura sobre la acumulación de carbohidratos en las microalgas parece ser altamente 

dependiente de las cepas de microalgas utilizadas (Chen et al., 2013), pero se desconoce si 

existen estudios de este tipo con Nannochloropsis.  

 

Estrés osmótico 

Las variaciones en la salinidad también influyen en el crecimiento y la composición proximal 

de las microalgas marinas, éstas responden al estrés osmótico acumulando carbohidratos de 

bajo peso molecular, los cuales actúan como agentes osmóticos; por lo tanto el incremento 

en el contenido de carbohidratos es un mecanismo de protección contra daño salino (Reed et 

al., 1984; Warr et al., 1985).  

Así, la disminución de la salinidad es propuesta como una forma única para cambiar la 

composición bioquímica de las microalgas marinas (Yao et al., 2013), pero el papel de la 

salinidad en el metabolismo de carbohidratos es variable y dependiente de la naturaleza 

específica de la especie y de las condición de cultivo. De acuerdo con Rao et al. (2007), la 

adaptabilidad a la salinidad difiere entre las microalgas y se agrupan como halófilas 

(requieren salinidad específicas para un crecimiento óptimo) y halotolerantes (con 

mecanismo de respuesta para sobrevivir en medio salino). 

Yao et al., (2013) reportaron que Tetraselmis subcordiformis en limitación de nitrógeno y 

disminución de la salinidad (20% de salinidad normal); fortaleció la biomasa y acumulación 

de carbohidratos, independientemente de la irradiancia. El contenido de carbohidratos más 

alto fue de 58.2 % de peso seco. Los autores argumentan que la disminución de la salinidad 

combinada con limitación de nitrógeno generan estrés moderado para facilitar la 

acumulación de carbohidratos. Por lo que proponen que la manipulación de la salinidad 

puede aplicarse eficazmente para una producción mejorada de carbohidratos en microalgas 

marinas. 
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Iluminación, tipo e intensidad  

La alta intensidad de luz tiende a incrementar la producción de polisacáridos en microalgas 

(Hu, 2013). En diatomeas, los β-1,3/1,6 glucanos son sintetizados durante el día y degradados 

durante la noche (Granum et al., 2002; Vårum et al., 1986). Por otra parte, Tredici et al., 

(1991) demostraron que el contenido de carbohidratos en Spiulina platensis cultivada en 

interperie, fue significativaente más alto en días soleados que en días nublados. Friedman et 

al., (1991) reportaron un incremente de 0.6 a 3 veces de polisacaridos obtenidos en cultivos 

de Porphyridium sp. y Porphyridium aerugineum, respectivamente, cuando la intensidad de 

luz incrementó de 75 a 300 μmol m−2 s−1. Resultados similares se obtuvieron con Odontella 

aurita, donde una intensidad lumínica de 300 μmol m-2 s-1 otorga un contenido en 

crisolaminarina de casi el doble en porcentaje de biomasa seca de este polisacárido en 

comparación a una intensidad lumínica de 100 μmol m-2 s-1 (Xia et al. 2014).  

Contrariamente, el tipo de espectro de iluminación (longuitud de onda azul y/o roja) 

disminuyó el contenido de carbohidratos en Isochrysis y Chaetoceros (Marchetti et al., 2013; 

Sánchez-Saavedra y Voltolina, 2006). Sin embargo, la exposición de Nannochloropsis a una 

fuente de luz azul monocromática resultó en una mayor productividad de biomasa que la 

exposición a la luz verde o roja, así como a luz blanca LED (Das et al., 2011); aunque resta 

por conocer el efecto de luz monocromática sobre la producción de β-glucanos en 

Nannochloropsis.  

 

Limitación de nutrientes 

La estrategia de limitación de nutrientes (Dragone et al., 2011) se considera un enfoque 

factible para la producción de microalgas ricas en carbohidratos. Esta técnica es 

prácticamente accesible porque es relativamente fácil controlar los nutrientes en el medio de 

cultivo. De acuerdo con Markou et al., (2012a) la mayoría de los estudios que discuten la 

limitación de nutrientes como una estrategia eficaz para modificar la composición de las 

microalgas, omiten al nutriente de interés desde el inicio de los cultivos microalgales. Así 

que los resultados de la omisión de nutrientes son bajas tasas de crecimiento y baja 

producción de biomasa. Por lo tanto, la optimización de la concentración de nutrientes es 

muy importante (Markou et al., 2012b). La optimización del nutriente limitado tiene un doble 
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alcance: por un lado apoyar una producción adecuada de biomasa, y por otro lado actuar 

como factor limitante para controlar la composición de la biomasa (Markou et al., 2012a).  

Aunque son varios los nutrientes en un medio de cultivo, los más estudiados por su efecto 

como limitantes son nitrógeno y fósforo. En diatomeas la falta de nitrógeno produce un 

aumento significativo en la acumulación de crisolaminarina, llegando a representar valores 

~80 % del carbono orgánico total de las células (Granum et al., 2002). De forma opuesta, 

cuando el nitrógeno es abundante, la crisolaminarina es degradada para apoyar la síntesis 

proteica (Myklestad y Granum, 2009).  

En el trabajo de Jia et al. (2015), el contenido de carbohidratos totales en N. oceanica 

aumentó de un 5.8 a un 17.9 % de su biomasa seca durante los primeros 4 días luego del 

agotamiento abrupto del nitrógeno en el medio, para posteriormente aumentar a un 19,1 % al 

día 14. En este mismo trabajo, se evidenció que el contenido de 1,3-β-glucanos, expresado 

como glucosa polimérica y sugerida como laminarina por los autores, aumentó de un 1.63 a 

un 7.87 % al día 8, luego del estrés por ausencia de nitrógeno, para finalmente decaer a un 

6.28 % al día 14. Los autores concluyeron que en condiciones de nitrógeno abundante la 

lamilarina puede ser el principal almacenamiento de carbono en estas células; que sirve como 

almacenamiento temporal del mismo y probablemente compite por fuentes de carbono con 

el triacilglicerol. Contrariamente, en condiciones de nitrógeno agotado, la regulación positiva 

de las vías metabólicas de β-1,3-glucano junto con la síntesis de acetil-CoA mediada por 

piruvato deshidrogenasa y la rotación/degradación de lípidos de membrana contribuyó a la 

síntesis aumentada de triacilglicerol. 

De manera similar, el efecto de la inanición del fósforo sobre la composición de la biomasa 

de microalgas resulta en la acumulación simultánea de carbohidratos y lípidos, 

adicionalmente con la disminución de la síntesis de proteínas (Dean et al., 2008; Lynn et al., 

2000). Los carbohidratos son significativamente promovidos por la inanición de fósforo y su 

acumulación es más notable que la de lípidos (Fuhs, 1969). Sin embargo, en algunos estudios, 

se observó que la inanición de fósforo causó sólo acumulación de lípidos; por ejemplo en 

cultivos de Nannochloropsis F&M-M24, los lípidos se incrementaron hasta el 50 % (Rodolfi 

et al., 2009) y en cultivos de Scenedesmus LX1 hasta el 53% (Xin et al., 2010). 

 



 

87 

 

 

 

Suministrar carbono inorgánico  

El suministro de carbono inorgánico se adiciona al cultivo de microalgas ya sea en la forma 

de bicarbonato (NaHCO3) o dióxido de carbono gaseoso (CO2). Se ha observado que la 

adición de estos compuestos promueven tanto la producción de biomasa, como también la de 

lípidos y carbohidratos, además de mejorar la asimilación de nitrógeno (Chiu et al., 2009; 

Lin et al., 2012). 

Hsueh et al., (2009) observaron en N. oculata una acumulación de carbohidratos totales de 

29 % de su biomasa seca, al suministrar CO2 al 5 % en la aireación, mientras que al utilizar 

un 8 % de CO2 se obtuvo un 37 % de carbohidratos totales. Esto sugiere que el contenido de 

carbohidratos, al igual que el de lípidos, se relaciona proporcionalmente con el suministro de 

CO2.  

 

Producción de β-glucanos en proceso de dos etapas 

Algunos autores sugieren que la mejor opción para obtener biomasa microalga con alto 

contenido de carbohidratos es el proceso de dos etapas; la primer etapa del proceso consiste 

en producida la biomasa bajo las condiciones óptimas de cultivo y en el segundo, las cosechas 

microalgas son expuestas a condiciones de estrés, con el fin de alterar su composición 

bioquímica (Markou et al., 2012a). Por lo cual los fotobioreactores deberían ser sistemas 

eficaces para esta estrategia, ya que se puede obtener biomasa de manera masiva (Carvalho 

et al., 2006) y son idóneos para el control de factores (Pulz, 2001; Singh y Sharma, 2012) 

que pueden ser estresantes para Nannochloropsis como se describieron anteriormente; 

provocando así la producción de biomasa rica en β-glucanos. 

 

Estructura molecular de β-glucanos y su capacidad como inmunoestimulantes 

Los β-glucanos presentan diferentes estructuras moleculares que por lo general depende de 

su origen, por ejemplo; los β-glucanos de la avena y cebada cuentan con estructuras lineales 

con tramos cortos de enlaces β-1,3 y β-1,4 (Pizarro et al., 2014); mientras que la estructura 

de los β-glucanos de levaduras (Saccharomyces cerevisiae) y basidiomicetos (Schizophyllum 

commune), que al parecer corresponde a la forma más activa de los β-glucanos (Barman et 

al., 2013; Bricknell y Dalmo, 2005; Meena et al., 2013), están compuestas por enlaces β-1,3 
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glucanos con ramificaciones β-1,6 que en levaduras son largas y en hongos cortas (β-1,3/1,6 

glucanos; Volman et al., 2008). En cambio, los β-glucanos de bacterias presentan un grupo 

variado de estructuras como β-1,3 glucanos, β-1,3 glucanos ciclicos, β-1,3/1,6 glucanos 

ciclicos y β-1,3/1,2 glucanos (McIntosh et al., 2005).  

Respecto a β-glucanos microalgales las estructuras reportadas son β-1,3 glucanos, β-1,3/1,6 

glucanos y β-1,6/1,3; tabla 6 y figura 13. Los β-1,3/1,6 glucanos de diatomeas marinas 

reciben el nombre genérico de crisolaminarina (Størseth et al., 2006, 2005, 2004) y el β-1,3 

glucanos de la dulceacuícola Euglena gracilis es nombrado paramilón (Gottlieb, 1850). 

Actualmente se cuenta con conocimientos importantes sobre la cuantificación y 

caracterización de β-glucanos en especies de microalgas. Por ejemplo, los β-glucanos de 

Chaetoceros debilis presentan estructura molecular β-1,3/1,6 glucanos con peso molecular 

de 4.9 kDa y un valor de polimerización de 30 (Størseth et al., 2006). En Chaetoceros mulleri 

se ha encontrado y caracterizado la molécula como estructura de configuración β-1,3/1,6 

glucanos con grado de polimerización de 19 y ramificación 0.005 (Størseth et al., 2004). Por 

otra parte, de Odontella aurita se reportó la configuración β-1,3/1,6 glucanos con peso 

molecular de 7.75 kDa (Xia et al., 2014). Además, también se reportó el aislamiento y 

caracterización de un β-glucanos de Isochrysis galvana con estructura molecular con enlaces 

inversos a los de diatomeas; β-1,6/1,3 (Sadovskaya et al., 2014). 

Sin embargo, aún no se ha realizado la caracterización molecular de β-glucanos del linaje de 

Eustigmatofitas, y tampoco se cuenta con estudios relacionados con la ubicación de 

almacenamiento de sus carbohidratos de reserva, aun cuando a este grupo pertenecen 

microalgas importantes para aplicaciones industriales como lo es Nannochloropsis 

(Hildebrand et al., 2013). 
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Figura 13. Configuración molecular de los β-1,3/1,6 glucanos (Modificado de Chan et al., 

2009). 

 

 

Una variedad de éstos β-glucanos tienen la capacidad de estimular al sistema inmunológico. 

Por lo cual, farmacológicamente se les clasifica como modificadores de la respuesta biológica 

(Bohn y BeMiller, 1995). También, los β-glucanos son considerados compuestos 

nutracéuticos, debido a que su consumo se ha relacionado con la prevención y/o el 

tratamiento de enfermedades (Veverka et al., 2014), o como aditivos para el manejo de la 

salud de animales acuáticos (Kumar et al., 2013). 

El efecto inmunoestimulante de los β-glucanos es dependiente de varios factores 

relacionados con su estructura molecular (Sletmoen y Stokke, 2008). El peso molecular más 

eficaz de los β-glucanos clínicamente útil varía entre 100 y 200 kDa, con un grado de 

ramificación comprendido entre 0.2 y 0.5 (Bohn & BeMiller, 1995). Por otra parte, los β-

glucanos con efectos inmunoestimulantes reportados en acuicultura son principalmente 

aislados de levadura, hongos o microalgas, y tienen pesos moleculares más bajos que van 

desde 5 kDa de la alga marina Laminaria digitata (Dalmo, 1996, 1994) a 200 kDa de levadura 

Saccharomyces cerevisiae (Bagni et al., 2005).  El intervalo de pesos moleculares del 

principal β-glucanos microalgal, crisolaminarina, es de 4-40 kDa (tabla 6). 
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Tabla 6.- Relación de características y estructuras moleculares β-glucanos de microalgas.  

 

Especie Estructura PM (kDa) GP GR Referencia 

Diatomeas      

Chaetoceros debilis β-1,3/1,6 4.9 30  - Størseth et al., 2006  

Chaetoceros mulleri β-1,3/1,6  19 0.005 Størseth et al., 2004 

Odontella aurita β-1,3/1,6 7.75  - Xia et al., 2014 

Thalassiosira pseudonana - - 29 - Chiovitti et al., 2004 

Thalassiosira weissflogii   - - 5 - 13 - Størseth et al., 2005 

Stauroneis amphioxys - 4 24 - McConville et al., 1986 

Skeletonema costatum (1,2) y (1,6) 6.2 35  - Paulsen & Myklestad, 1978 

Stephanodiscus meyeri - 40 - - Alekseeva et al., 2005 

No diatomeas      

Euglena gracilis  β-1,3 - - - Barras & Stone, 1968 

Isochrysis galbana β-1,6/1,3 1.2-5.2 7-29 - Sadovskaya et al., 2014 

Chorella pyrenoidosa β-1,2, y β-1,4/1,6 - - - Reyes-Suárez et al., 2008 

 

 

Por lo tanto, ante importantes escenarios de enfermedades infecciosas en acuacultura 

(Lafferty et al., 2015), una alternativa denominada inmunoestimulación, ha realizado la 

aplicación de compuestos para aumentar o activar al sistema inmunológico de organismos en 

cultivo, tal estrategia tiene la finalidad de potenciar el sistema inmunológico y aumentar la 

resistencia del hospedero frente a las enfermedades infecciosas (Barman et al., 2013; 

Bricknell y Dalmo, 2005; Hadden, 1993; Vadstein, 1997). El eje central de estas estrategias 

son los agentes inmunoestimulantes, definidos como aquellos compuestos naturales que 

modulan el sistema inmunitario mediante el aumento de la resistencia del huésped frente a 

enfermedades que en la mayoría de circunstancias son causadas por patógenos (Bricknell y 

Dalmo, 2005). El resultado, es un cambio en el número y/o función de las células que 

participan en la respuesta inmune. El efecto más probado de los inmunoestimulantes es el 

incremento de la función de las células fagocíticas y aumentar sus actividades bactericida y 

fungicidas, pero no son los únicos efectos (Sakai, 1999). 

Los inmunoestimulantes más prometedores son los β-1,3/1,6 glucanos, ya que han sido 

ampliamente estudiados en diferentes especies de vertebrados e invertebrados (Meena et al., 
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2012); gracias a que cuentan con una estructura química bien definida y su modo de acción 

genera efectos benéficos a los organismos (Dalmo y Bøgwald, 2008; Novák y Vetvicka, 

2009; Sakai, 1999). Además, por su grado de inocuidad han sido reconocidos como productos 

generalmente seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) por la agencia de drogas y alimentos 

de EUA (Veverka et al., 2014). 

Los β-1,3/1,6 glucanos, reciben el nombre común de zymosan cuando son aislados de S. 

cerevisiae y se componen de β-glucanos y manosa, y en menor cantidad lípidos y proteínas 

(Freimund et al., 2003). Éstos β-glucanos de levadura se pueden encontrar comercialmente 

como MacroGard® (Sych et al., 2013). Pero se debe de considerar la advertensia que existe 

sobre los problemas que generan las impurezas de zymosan cuando se intenta describir los 

mecanimos moleculares de las respuestas inmunológicas. Cuando zymosan se suministra en 

animales induce una amplia gama de respuestas (Meena et al., 2012; Novák y Vetvicka, 2009; 

Sakai, 1999), y es muy difícil identificar qué componente o estructura de este compuesto está 

induciendo qué efecto (Sletmoen y Stokke, 2008). Aunque existen otros β-glucanos de 

diferentes fuentes que presentan la misma estructura como lentinan, schizophyllan y 

crisolaminaran, y podrían no presentar la misma problemtica.  

Debido a su estructura, se ha señalado que zymosan puede inducir simultáneamente a dos de 

los principales tipos de PRRs durante la inducción a respuesta inflamatoria: receptores de 

lectina de tipo-C (Dectin-1) y receptores tipo Toll (TLR2) (Gantner et al., 2003), además se 

ha demostrado la unión preferencial de los β-1,3/1,6 glucanos de origen fúngico a esos 

mismos receptores (Brown y Gordon, 2001) generando respuestas mediadores de 

inflamación (Brown et al., 2003). Con base en la anterior, se prodría obtener respuestas 

inmunológicas similares con β-1,3/1,6 glucanos microalgales.  

La activación de Dectin-1 por su unión a β-glucanos aumenta la activación de NF-κB, 

mediante el efecto sinérgica de TLR2 y estos receptores actúan en conjunto incrementando 

la producción de citocinas tales como IL-12 y TNF-α (Brown et al., 2003). Se ha reportado 

que Dectin-1 se expresa a niveles mayores en macrófagos y neutrófilos, pero en menor 

medida en células dendríticas y en una subpoblación de células T (Willment et al., 2001). 

Además, se demostró que Dectin-1 en unión con zymosan desencadena la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), y por su cooperación con TLRs, los β-glucanos pueden 
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promover respuestas asociadas con la inmunidad Th1 (inmunidad mediada por células: 

activación de macrófagos y de células B para producir anticuerpos opsonizantes) incluyendo 

la producción de IL-12 (Gantner et al., 2003). Tales respuestas son críticas para la defensa 

contra muchos patógenos (Bricknell y Dalmo, 2005). 

Aunque son escasas las investigaciones sobre el efecto inmunoestimulante de β-glucanos 

microalgales, se les considera como potenciales agentes inmunoestimulantes. Por ejemplo, 

el β-1,3/1,6 glucano de C. mulleri fue evaluado como inmunoestimulantes de larvas de 

bacalao del atlántico (Gadus morhua), obteniendo un incremento en supervivencia y 

crecimiento de larvas alimentadas con rotíferos enriquecidos con éstos β-glucanos microalgal 

durante la primera alimentación, en comparación a larvas alimentadas con rotíferos con y sin 

zymosan. Los autores argumentan que los resultados se deben al bajo peso molecular y el 

alto grado de ramificación de los β-glucanos microalgales que generan una mejor respuesta 

inmunológica. Por otra parte, en experimentos de actividad biológica del β-1,6/1,3 de I. 

galvana se demostró que el polisacárido inhibe directamente la proliferación de células de 

linfoma humano de monocitos leucemicos U937, por lo tanto se pronostica tener un alto 

potencial de actividad anti-tumor (Sadovskaya et al., 2014). 

Sletmoen y Stokke (2008) suguieren que la estructura primaria, conformación en solución, 

y/o carga electrónica del polímero pueden desempeñar un papel determinante en la afinidad 

de los β-glucanos para unirse al receptor(es) y modular la función inmunológica.  

Hasta ahora, la mayoría de los reportes relacionados al efecto del β-glucanos en peces, han 

propuesto a este polisacárido como un potente, valioso y prometedor inmunoestimulante, sin 

embargo sus efectos sobre el crecimiento y la modulación del sistema inmune son 

dependientes de su estructura, dosis empleada, modo, duración o tiempo de administración, 

temperatura ambiental y las especies bajo estudio (Meena et al., 2012; Vetvicka et al., 2013). 

 

 

Caracterización de βG microalgales 

El primer paso para lograr la caracterización de β-glucanos de microalgas, es la extracción 

adecuada de un extracto de carbohidratos totales. Este primer paso es relevante debido a que 

la elección del método de extracción más adecuado depende de la fuente y la estructura 

molecular de los β-glucanos que se espera producir (Zhu et al., 2016), esto debido a que la 
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naturaleza del procedimiento de extracción tiene un efecto importante sobre la estructura y 

el peso molecular de los β-glucanos generados (Zhu et al., 2015). Por ejemplo, las diferencias 

en las estimaciones del peso molecular de β-glucanos pueden provenir, no sólo de su fuente 

como puede ser Nannochloropsis, sino también de la influencia de los métodos utilizados 

para la extracción y purificación. Comúnmente durante la etapa de extracción se presentan 

los fenómenos de agregación y despolimerización (Lazaridou y Biliaderis, 2007). Por lo 

tanto, para determinar las características estructurales de las moleculares de β-glucanos 

aislados, los procedimientos de extracción necesitan asegurar la integridad de las moléculas 

de origen, y optimizar el rendimiento y pureza del β-glucanos (Brennan y Cleary, 2005). 

Actualmente, la extracción por ácido sulfúrico para diatomeas y por agua caliente-etanol para 

no-diatomeas son los método más utilizados para extraer carbohidratos microalgales (Tabla 

7). Otros métodos reportados para diferentes fuentes son la extracción alcalina (Kao et al., 

2012), extracción asistida por ultrasonido (Du et al., 2014), extracción asistida por 

microondas (Ookushi et al., 2006), enzimas como desencadenante de la extracción (Park et 

al., 2014) y extracción ácida (Park et al., 2001). Sin embargo, existen algunos inconvenientes 

con los métodos de extracción; que tienen que ver con la demanda de largos periodos de 

tiempo por proceso, altos costos y poca sostenibilidad ambiental (Zhu et al., 2016). Sin 

embargo, algunos de los nuevos métodos de extracción, como por ejemplo la extracción 

acelerada de disolventes (Du et al., 2014) y la extracción por agua sobrecalentada (Adachi et 

al., 2013), son útiles para mediar con los problemas actuales de extracción señalados, junto 

con mayores rendimientos.  

De acuerdo con Synytsya y Novak (2014), post-extracción y antes de realizar rigurosos 

análisis estructurales de β-glucanos, es necesario estimar su pureza. Es decir, conocer la 

proporción del componente polisacárido y la presencia de impurezas. Los ensayos de 

carbohidratos totales y/o reductores, así como los análisis para otros compuestos, se suelen 

utilizar para resolver esta tarea. El término "carbohidratos totales" cubre a todo el mono-, 

oligo- y polisacáridos en comparación con los que no son hidratos de carbono (proteínas, 

lípidos, compuestos aromáticos, compuestos minerales, etc.) que pueden estar presentes en 

los extractos de carbohidratos. En un polisacárido puro, la concentración de azúcares 

reductores (aquellas que tiene un grupo carbonilo libre en los extremos reductores) 
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representan la cantidad de grupos terminales reductores, dependiendo de los grados de 

polimerización y ramificación. La siguiente tarea analítica es la estimación de enlaces y 

estructuras, que son típicos para polisacáridos que no son objetivo, incluyendo algunos 

glucanos.  

Posteriormente se requieren análisis estructurales más rigurosos de los polisacáridos 

purificados para clarificar su estructura. Para ello se emplea un conjunto de métodos 

espectroscópicos, químicos y de separación. Entre ellos a la espectroscopia de resonancia 

magnética nuclear (RMN), se le reconoce como una herramienta poderosa en el análisis 

estructural de glucanos tanto en solución como en estado sólido. Junto con los métodos 

quimiolíticos (análisis de metilación, oxidación del periodato, hidrólisis química o 

enzimática parcial, etc.), los experimentos de RMN de correlación son capaces de determinar 

la estructura exacta de los polisacáridos probados. En la tabla 7 se muestran los experimentos 

y análisis de RMN reportados para la caracterización de β-glucanos de microalgas. Por otra 

parte, los métodos espectroscópicos de vibración de infrarrojo son sensibles a la estructura 

anomérica de los glucanos y también pueden utilizarse para el control de la pureza. La 

distribución del peso molecular, homogeneidad y ramificación de glucanos puede estimarse 

mediante cromatografía de exclusión de tamaño, dispersión de luz láser y viscometría 

(Synytsya y Novak, 2014). 

Finalmente, no se han cuantificado ni caracterizado los β-glucanos de Nannocloropsis, que 

es una especie importante para la industria y ampliamente utilizada en acuacultura. Por lo 

tanto se considera de gran importancia evaluar el efecto de β-glucanos obtenidos a partir de 

estas microalgas sobre la modulación de la respuesta inmune de vertebrados e invertebrados. 

Con base en lo anterior, el presente capitulo tiene como objetivo cuantificar la concentración 

de β-glucanos en biomasa cosechas de tres cepas de Nannochloropsis; y describir las 

cualidades y posibilidades que proyectan a las especies de este género como potenciales en 

la producción de β-glucanos.  
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Tabla 7. Métodos utilizados para extracción, purificación y caracterización de β-glucanos 

de microalgas. 

Especie Extracción 
Diálisis 
(kDa)* 

Fraccionamiento 
Métodos 
RMN 

Referencia 

Chaetoceros mulleri  Ácido 
sulfúrico 

1  - hr-MAS  
13C  
1H  

HETCOR 
COSY 

Størseth et al., 2004 

Thalassiosira weissflogii 

 

Ácido 
sulfúrico 

1 - 1H 
COSY 

Størseth et al., 2005 

Chaetoceros debilis Ácido 

sulfúrico 

1 - 1H  
13C-DEPT135 
TOCSY 
1H-COSY  

NOESY 
13C-HMQC 

Skjermo et al., 2006 

Odontella aurita Ácido 
sulfúrico 

- Columna Sephadex 
G-200 

DEAE-52 

13C y 1H Xia et al., 2014 

Thalassiosira pseudonana Agua 

caliente 

3.5   - 1H  

 

Chiovitti et al., 2004 

Stephanodiscus meyeri Ácido 
sulfúrico 

1  - 13C Alekseeva et al., 2005 

Isochrysis galvana Agua 
caliente-

Etanol 

12-14  Spectrum 
spectra/por 4 

Columna Q-

Sepharosa 

Columna Sephadex 

G-50 

13C y 1H 
(30 y 80 oC)  
1H H1COSY,  

TOCSY, 
ROESY    
1H-13C 

HSQC, 
HSQC-

TOCSY, 

HMBC 

Sadovskaya et al., 2014 

Chorella pyrenoidosa Agua 

caliente-
Etanol 

12  Columna Sephadex 

G-100 

HRESIMS Reyes-Suárez et al., 2008 

 

Durvillaea antartica  Agua 

caliente-
Etanol 

12-14  Spectrum 

spectra/por 4 

1H Bobadilla et al., 2013 
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2.4.2 Materiales y métodos 

 

Cepas y cultivos 

Este estudio se realizó en el Laboratorio de Microalgas del Centro de Investigación en 

Alimentación y Desarrollo, A.C. Unidad Mazatlán. Se utilizaron tres cepas de 

Nannochloropsis que se conservan con las claves: NN-X-1, CIB76 y NpUNAM. La cepa 

NN-X-1 se obtuvo de la colección de microalgas del Centro de Investigación Científica y de 

Educación Superior de Ensenada (CICESE), Baja California Norte, México. CIB76 es 

caracterizada como Nannochloropsis oculata y pertenece a la colección de microalgas del 

Centro de Investigaiones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), Baja California Sur, México. 

NpUNAM pertenece a la colección de microalgas del Laboratorio de Biotoxinas Marinas, 

Instituto de Ciencias del Mar y Limnología (ICMyL-UNAM), Sinaloa, México.  

Los cultivos en lotes se realizaron por triplicado (n=9) en garrafones de policarbonato de 16 

litros. Se empleó el medio de cultivo F/2 (Guillard y Ryther, 1962), preparado con agua de 

mar (34 ups), filtrada (1 µ) y clorada. Las condiciones de cultivo fueron: 19.2 ± 1.8 °C, 8.6 

± 0.5 pH, iluminación flourescente y aireación continua (Helm et al., 2004). La concentración 

celular se determinó diariamente con un hematocitómetro (0,1 mm de profundidad, con 

reglilla de Neubauer mejorada, Brighline Optik Labor) y un microscopio compuesto (Leica 

modelo CME) de acuerdo con Guillard y Sieracki (2005). La tasa de división celular (µ) de 

cada una de las cepas se calculó de acuerdo a Nieves et al., (1998). Los cultivos fueron 

muestreados en la fase estacionario de la curva de crecimiento determinada por el máximo 

valor de la Σµ; considerando ha esta etapa del cultivo como una condición de agotamiento 

de nutrientes, principalmente nitrógeno y fósforo, y una acumulación de carbohidratos. 

  

Donde: 

Ct+1=Concentración celular al tiempo t+1 

C1= Concentración celular al tiempo t 

 

Determinación de carbohidratos totales  

Los carbohidratos totales se determinaron mediante el método colorimétrico de fenol-

sulfúrico por Dubois et al. (1956), se analizaron muestras de la fase estacionaria por triplicado 

de cada réplica (n = 27).  
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Determinación de peso seco y contenido orgánico e inorgánico 

Adicionalmente, se tomaron muestras de microalgas por triplicado (n=27) en la etapa 

estacionario para determinar el peso seco, y contenido orgánico e inorgánico de las tres cepas 

mediante el método de incineración propuesto por Sorokin (1973). 

 

Determinación de carbohidratos totales 

Los carbohidratos totales fueron determinados por el método colorimétrico fenol-sulfurico 

de Dubois et al. (1956), partiendo de muestras de los cultivos en etapa estacionaria por 

triplicado de cada repetición (n=27). 

 

Cuantificación enzimática de β-glucanos 

Se utilizó el kit enzimático Megazyme® desarrollado para la medición adecuado de β-1,3/1,6 

glucanos y α-glucano en productos de hongos y levaduras (CAT # K-YBGL, 12/16; Lote: 

161124-3); se desconoce la existencia de un método exclusivo para microalgas. Se analizaron 

muestras por triplicado de biomasa liofilizada de cultivos en fase estacionaria. Además, se 

realizó la cuantificación en biomasa liofilizada de una pasta comercial compuesta de 

Nannochloropsis oculata no viable (cepa CCMP 525; Nanno3600®, Lote: 16267; Reed 

Mariculture Inc.) y como control se cuantificaron los β-glucanos de levadura con 49 % de 

pureza suministrados por el kit (Lote: 130905b). Los glucanos totales se determinaron usando 

hidrólisis ácida controlada (H2SO4), y glucosa liberada se determinó usando un reactivo de 

glucosa oxidasa/peroxidasa (GOPOD). Los α-glucanos se midieron después de la hidrólisis 

de almidón/glucógeno, a glucosa; y de glucoamilasa y sacarosa a glucosa más fructosa con 

invertasa; posteriormente la glucosa fue medida con reactivo GOPOD. Los β-glucanos se 

determinaron por la diferencia entre glucanos totales y α-glucanos (McCleary y Draga, 2016).  

 

Productividad volumétrica de β-glucanos 

Mediante una revisión bibliográfica se obtuvieron datos de concentración celular de β-

glucanos (pg cel-1) y productividad volumétrica de β-glucanos (mg l-1) de varias especies de 
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microalgas. Los mismos datos se calcularon para las cepas del presente estudio, usando las 

siguientes ecuaciones: 

 

Concentración celular β-glucanos = (% βG•PS)/DC 

 

Productividad volumétrica β-glucanos =% βG•PS•DC•V 

 

 

Donde, 

% βG= Porcentaje de βG obtenido por determinación enzimática 

PS= Peso seco  

DC= Densidad celular al momento de la toma de muestra 

V= Volumen  

 

 

Análisis estadísticos 

Para comparar los carbohidratos totales obtenidos en las cepas Nannochloropsis, los 

porcentajes se transformaron utilizando la función arcoseno de la raíz cuadrada (McCleary y 

Draga, 2016). Posteriormente, la normalidad y la homogeneidad de la varianza para todas las 

variables se probaron mediante las técnicas Levines y Kolmogorov-Smirnov, 

respectivamente. Como los datos fueron homoscedásticos, se realizaron pruebas de análisis 

de varianza y comparaciones múltiples de Tukey (Steel y Torrie, 1980). Los análisis 

estadísticos y las funciones de crecimiento se realizaron con el programa SigamPlot v11. 

 

 

2.4.3 Resultados 

 

 

Curva de crecimiento  

La mayor densidad celular y tasa de división celular fueron registradas en diferentes días de 

cultivo para las tres cepas. CIB76 presentó la mayor densidad celular (64.5 cel ml-1 x 106 

d15), seguido de NN-X-1 (63.3 cel ml-1 x 106, d13) y NpUNAM (63.2 cel ml-1 x 106, d22). 

Los valores de la tasa de división celular (µ) fueron 1.05, 1 y 0.98, para CIB76, NN-X-1 y 

NpUNAM, respectivamente. Por lo tanto, el inicio de la fase estacionario, y por consecuencia 

la toma de muestras, también se registró en diferentes días de cultivo: NN-X-1, d17; CIB76, 

d19 y NpUNAM, d25 (Figura 14).   
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Figura 14. Curvas de crecimiento de tres cepas de Nannochloropsis en sistema por lotes 

con medio F/2. Las flechas indican el inicio de la fase estacionaria de los cultivos. 
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Producción volumétrica de biomasa y acumulación de carbohidratos 

La producción de biomasa en peso seco fue similar entre las tres cepas, la mayor producción 

de 0.40 g l-1 se obtuvo con NN-X-1. La composición orgánica, en términos de peso seco 

individual, peso seco orgánico e inorgánico, y carbohidratos totales de NpUNAM son 

significativamente mayores que el resto de las cepas (Tabla, 8). El porcentaje de carboidratos 

totales de NpUNAM con 30.9 ± 3.0, fue significativamente mayor a CIB76 con 23.5 ± 7.1 

% y a NN-X-1 con 22.7 ± 4.3 %. 

  

Tabla 8. Producción de biomasa de los cultivos de tres cepas de Nannochloropsis. 

 

 

β-glucano celular y productividad volumétrica de β-glucanos  

El control de β-glucanos de levadura presentó valores aproximados (48.8 ± 1.4 %) a los 

especificados por el kit (~49 %). Los menores porcentajes de β-glucanos se registraron en la 

pasta comerial (6.2 ± 0.1 %). Con respecto a las cepas, NpUNAM presentó un porcentaje 

significativamente mayor (21.7 ± 0.7 %) a las cepas CIB 76 (15.4 ± 0.5 %) y NN-X-1 (14.3 

± 0.9 %).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa 

Peso seco 

total 
Peso seco 

Peso seco 

orgánico 

Peso seco 

inorgánico 

Carbohidratos 

totales 

Carbohidratos 

totales 

(g l-1 ± d.e.) (pg cel-1 ± d.e.) (% ± d.e.) 

NN-X-1 0.40 ± 0.04 6.6 ± 1.1 5.7 ± 0.8 0.9 ± 0.4 1.3 ± 0.2 22.7 ± 4.3 

CIB76 0.39 ± 0.03 6.7 ± 0.9 5.7 ± 0.9 0.9 ± 0.5 1.3 ± 0.4 23.5 ± 7.1 

NpUNAM 0.38 ± 0.04 6.0 ± 0.3 5.5 ± 0.3 0.5 ± 0.2 1.8 ± 0.2 30.9 ± 3.0 
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Tabla 9. Contenido celular de β-glucanos en tres cepas de Nannochloropsis por 

determinación enzimática. 

 

Muestra 

Glucano total α-Glucano β-Glucano 

(% ± d.e.) 

βG Levadura* 48.8 ± 1.4   

Nanno 3600** 7.5 ± 0.2 1.2 ± 0.1 6.2 ± 0.1 

NN-X-1 15.8 ± 0.9 1.7 ± 0.1 14.3 ± 0.9 

CIB76 16.8 ± 0.5 1.4 ± 0.1 15.4 ± 0.5 

NpUNAM 23.4 ± 0.7 1.5 ± 0.0 21.7 ± 0.7 

                                  * Control, β-glucanos de levaduras  

                                  ** Pasta comercial, Reed Mariculture® 

 

 

En la tabla 10 se pueden observar los altos contenidos de β-glucanos en células de diatomeas 

reportados en bibliografia, hasta 411.9 pg cel-1 en Thalassiosira weissflogii. En comparación, 

las cepas de Nannochlopsis presentaron bajas concentraciones; 1.1, 1.0 y 0.9 pg cel-1 de β-

glucanos en CIB76, NpUNAM y NN-X-1; respectivamente. Sin embargo, la productividad 

volumétrica depende también de la densidad celular cosechada. Por lo tanto, la diatomea que 

mayor productividad presenta en cultivo por lotes es Chaetoceros mulleri, con 71.57 mg l-1. 

En cambio, las cepas de Nannochlopsis mostraron productividad volumétrica semejante, NN-

X-1: 57.63 mg l-1 y CIB76: 60.50 mg l-1; pero cabe resaltar que NpUNAM presenta una 

productividad volumetrica de 81.55 mg l-1, lo cual es mayor a las diatomeas reportadas en 

cultivos por lotes. Aunque el record de producción volumétrica con 306 mg l-1 d-1se reportó 

en un sistema de fotobioreactor con la diatomea marina Odontella aurita. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

102 

 

 

 

Tabla 10. β-glucano celular y productividad volumetrica de β-glucanos en microalgas. 

 
 

*Producción en fotobioreactor, mg l-1 d-1.   

 

 

 

2.4.4 Discusión 

 

Este es el primer estudio sobre la determinación enzimática (K-YBGL 12/16; Megazyme®) 

del contenido de β-glucanos en células de microalgas, en especial de Nannochloropsis. 

 Los resultados obtenidos de carbohidratos totales en fase estacionaria de tres cepas de 

Nannochloropsis fueron 30.9, 23.5 y 22.7%; para NpUNAM, CIB76 y NN-X-1; 

respectivamente. De forma natural algunas microalgas pueden contener más de 50% de su 

peso como carbohidratos (Chen et al., 2013). En casos particulares, como es el mutante no 

fotosintético de E. gracilis, el paramilón se acumula hasta un 90% del peso seco celular en 

condiciones oscuras con glucosa como fuente de carbono, por lo tanto los carbohidratos 

totales son un porcentaje mayor (Barsanti et al., 2001). En I. galbana, los carbohidratados 

representan alrededor del 13% del peso seco (Sadovskaya et al., 2014).  

Respecto a Nannochloropsis, en algunos casos se ha reportado como una de las especies que 

menor porcentaje de carbohidratos presenta; Templeton et al., (2012) reportaron un valor 

menor al 10%, sin embargo, Hsueh et al. (2009) observaron en N. oculata una acumulación 

Especie/Cepa 
β-glucano 

(pg cel-1) 

Productividad βG 

(mg l-1) 
Referencia 

Eustigmatales    

NN-X-1 0.9 57.63 Presente estudio 

CIB76 1.1 60.50 Presente estudio 

NpUNAM 1.0 81.55 Presente estudio 

Nannochloropsis oculata 3.6 64.80 Mohammady et al., 2005 

Diatomeas     

Odontella aurita - 306* Xia et al., 2014 

Thalassiosira weissflogii 411.9 31.72 Størseth et al., 2005 

Chaetoceros mulleri 18.2 71.57 Størseth et al., 2005 

Skeletonema costatum 17 - Granum et al., 2002 

Chaetoceros debilis 15.8 17.5 Størseth et al., 2006 
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de carbohidratos totales de 29% de su biomasa seca, al suministrar CO2 a 5% en la aireación, 

mientras que al utilizar un 8% de CO2 se obtuvo un 37% de carbohidratos totales. Por otra 

parte, Jia et al. (2015), reportaron que el contenido de carbohidratos totales en N. oceanica 

aumentó de un 5.8 a un 17.9% de su biomasa seca durante los primeros 4 días debido al 

agotamiento abrupto del nitrógeno en el medio, para posteriormente aumentar a un 19.1% al 

día 14.  

Lo anterior indica que los carbohidratos totales de la biomasa de Nannochloropsis puede 

variar de 10 a 40% de su peso seco, dependiendo de las condiciones de cultivo y momento 

de cosecha; pero aún puede ser de hasta 60% cuando se cultiva en condiciones de limitación 

de nutrientes (Dr. Piña-Valdez, consulta en enero del 2016. Datos no publicados). 

Evidentemente, Nannochloropsis cuenta con un alto potencial como fuente de carbohidratos 

para un amplio aprovechamiento industrial.    

Los β-glucanos representaron el 21.7, 15.4, 14.3 y 6.2% de biomasa seca de NpUNAM, 

CIB76, NN-X-1 y Nanno3600®; respectivamente. En diatomeas se ha reportado que 

crisolaminarina tiene una representación de hasta 64.86% del peso seco (Xia et al., 2014). 

Cabe señalar que con Nanno3600® se registró 6.2% de β-glucanos y CIB76 presentó 15.4% 

de β-glucanos aún cuando ambas fuentes se consideran ser Nannochloropsis oculata, esto 

puede indicar que otros monosacaridos, no glucosa, son representativos en biomasa de la 

pasta, lo cual se evidencia en el porcentaje que representan los glucanos totales del total de 

los carbohidratos para cada fuente: Nanno3600®, 62.5%; NN-X-1, 69.5%; CIB76, 71.5% y 

NpUNAM, 75.8%. 

Sin embargo, el parámetro más importante para determinar el potencial de microalgas como 

fuente de β-glucanos es la productividad volumétrica. El record de 306 mg l-1 d-1 se obtuvo 

con O. aurita en un sistema de fotobioreactor bajo limitación de nitrógeno; en el cual 

registraron un producción de 6.36 g l-1 de biomasa. Otra producción importante de β-glucanos 

se logró con Chaetoceros mulleri en cultivo por lotes, 71.57 mg l-1 (Størseth et al., 2005).  

En el presente estudio, las cepas de Nannochlopsis mostraron productividad volumétrica 

semejante, NN-X-1: 57.63 mg l-1 y CIB76: 60.50 mg l-1; pero cabe resaltar que NpUNAM 

presenta una productividad volumétrica de 81.55 mg l-1, lo cual es mayor a las diatomeas 

reportadas en cultivos por lotes. Sin embargo, al considerar que la producción de biomasa 
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seca de Nannochloropsis (cepa 211/78) en sistemas de fotobioreactor de placa plana se ha 

reportado de 4.7 g l-1 (Hulatt et al., 2017) podemos especular un alto rendimiento en la 

producción de β-glucanos desde biomasa de cepas de Nannochloropsis, por ejemplo 

NpUNAM, en sistemas de fotobioreactor.     

Por otra parte, el peso molecular (PM) de los β-glucanos podrían estar directamente 

relacionados con el tamaño celular de las microalgas. Por ejemplo, la diatomea O. aurita 

presenta el mayor PM molecular de 7.75 kDa (Xia et al., 2014) y mayor tamaño celular de 

10-95 micras (µm); de manera opuesta con C. debilis se registró el menor PM 4.9 kDa 

(Størseth et al., 2006) y menor tamaño celular de 10-40 µm. De Isochrysis galbana se reportó 

un PM de 1.2 a 5.2 (Sadovskaya et al., 2014) y tamaño celular de 4-8 µm. Por lo tanto podría 

esperarse que por el tamaño celular de Nannochloropsis que de 1-2 µm el peso molecular de 

su β-glucanos sea menor al de diatomeas e I. galvana. Esto puede ser determinante en sus 

características moleculares como puede ser bajo grado de polimerización y alto grado de 

ramificación; por lo que se propone nombrarlo Nanoglucan. 

En resumen, las ventajas de Nannochloropsis como fuente potencial de β-glucanos son las 

siguientes: I) no se requiere agua dulce para cultivar a la mayoría de sus especies, sólo una 

es dulceacuícola (Espinoza-Gallardo et al., 2017), II) se puede obtener biomasa a escala 

industrial desde fotobioreactores (Hulatt et al., 2017), III) es posible modificar la 

composición bioquímica de su biomasa incrementando la fracción de carbohidratos (Dragone 

et al., 2011), IV) alta productividad volumétrica de β-glucanos de hasta de 81.55 mg l-1 en 

cultivos por lotes, V) los β-glucanos microalgales pueden ser obtenidos mediante técnicas de 

extracción sencillas (Størseth et al., 2005) por el hecho de no estar unidos por enlaces 

covalentes a otros componentes estructurales de la célula, facilitando la purificación de estos 

polisacáridos desde la biomasa (Espinoza-Gallardo et al., 2017) y VI) posiblemente 

presenten estructura molecular similar a sus homólogos de levaduras y diatomeas (Granum 

y Myklestad, 2002; Størseth et al., 2006).  
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2.4.5 Conclusiones 

 

Las cepas de Nannochloropsis (NN-X-1, CIB76 y NpUNAM) presentan del 23 al 31% de 

peso seco en forma de carbohidratos, de los cuales del 14 al 21% son β-glucanos, desde fase 

estacionaria en cultivos por lotes. El contenido individual de β-glucanos es ~1 pg cel-1, con 

una productividad volumétrica máxima de 81.55 mg l-1. Nannochloropsis (particularmente 

NpUNAM), tiene un gran potencial para la producción industrializada de β-glucanos y 

debido a sus posibles características moleculares, se estima que existen posibles aplicaciones 

como inmunoestimulantes. La investigación futura es necesaria para caracterizar β-glucanos 

aislados de Nannochloropsis, optimizar su producción y evaluar su capacidad como 

inmunoestimulante. 
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3.1 Introducción 

Las especies de teleósteos marinos con desarrollo ontogénico indirecto como lo es el pargo 

flamenco (L. guttatus) presentan una ventana de susceptibilidad inmunológica (Chase et al., 

2008) que es cubierta por la respuesta innata. Los marcos son el agotamiento de la IgM 

transferida por la madre que es un momento muy próximo a la eclosión y al consumo de 

vitelo, y en el otro extremo de la ventana está el momento inicial de la maduración de la 

respuesta inmune (Figura 15). Por lo tanto, la modulación de la respuesta inmune no 

específica de las larvas, como fagocitosis y producción de compuestos humorales, promovida 

por inmunoestimulantes, le confieren a la larva resistencia a un amplio espectro de patógenos.  

El pargo flamenco es de interés acuícola en el noroeste de México por sus cultivos a nivel 

piloto comercial, por lo tanto se conocen aspectos reproductivos y de larvicultura necesarios 

para la producción de juveniles (Ibarra Castro et al., 2012). Desafortunadamente, son 

frecuentes los episodios de mortalidades masivas durante etapas tempranas del desarrollo de 

pargo flamenco y comprometen la producción de juveniles. Afortunadamente, las estrategias 

de inmunoestimulación se han propuesto como un método potencial para mejorar la 

supervivencia y bienestar de larvas y juveniles de peces (Bricknell y Dalmo, 2005). Los 

elementos que se consideran primordiales para desarrollar una estrategia de este tipo son las 

características moleculares (ej. estructura y peso molecular) del agente inmunoestimulante 

(Meena et al., 2013) y las capacidades inmunológicas de los peces en determinada etapa de 

vida (Magnadóttir et al., 2006).  

Durante etapas tempranas en el ciclo de vida de teleósteos se presentan diferentes patrones 

de desarrollo relacionados con el sistema inmunológico, como son los modelos 

hematológicos (Zapata et al., 2006), la aparición de órganos linfoides (Swain y Nayak, 2009) 

e inicio de la producción autóloga de IgM (Magnadóttir et al., 2005). Por tales razones, es 

relevante describir los patrones de desarrollos que presenta el sistema inmunológico del 

pargo flamenco para comprender sus mecanismos tempranos de defensa y hacer 

comparaciones con lo descrito en otras especies. 

Además, el estudio del desarrollo del sistema inmune de teleósteos marinos durante las etapas 

críticas (por ej., los cambios de alimentación larvaria) reviste importancia debido a: (1) los 

peces teleósteos son un modelo biológico único para estudios sobre el desarrollo del sistema 
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inmune en especies de vertebrados debido que apartir de su escalon evolutivo se presenta la 

respuesta adaptativa; (2) en el estado larval sólo poseen respuesta innata lo cual es un criterio 

esencial para el estudio de inmunidad entrenada (Netea et al., 2016); (3) y el conocimiento 

sobre la secuencia del desarrollo de la función inmune y monitoreo de los cambios en la 

expresión de genes asociados a estos procesos biológicos permitirá diseñar medidas 

preventivas y profilácticas contra enfermedades. En este momento la posibilidad de aplicar 

herramientas de biología molecular en acuicultura es una realidad, estas herramientas pueden 

aportar importante información sobre la resistencia innata a enfermedades y proveer nuevos 

enfoques para mejorar la salud de peces en cultivo. 

 

 
Figure 15.- Ventana de susceptibilidad inmunológica en peces marinos tropicales que 

presentan desarrollo ontogénico indirecto. Esquema elaborado con el apoyo del Dr. Juan 

Manuel Martínez Brown. 
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Inmunidad transferida maternalmente 

Los peces marinos de importancia acuícola comparten características reproductivas 

similares. Por ejemplo, se les denomina ovíparos (Kunz, 2004) porque desovan huevos 

pelágicos (Balon, 1990), y por la escasa cantidad de vitelo que presenta el huevo, se les 

clasifica como oligolecitos (Penaz, 2001), que deben sostener el desarrollo embrionario, por 

lo que típicamente presentan ontogenia indirecta (Balon, 2002). Generalmente, estos peces 

desovan más de una vez en la temporada reproductiva (desovadores seriales con desarrollo 

gonadal asincrónico) (Wallce y Selman, 1981). Los cigotos o huevos, posterior a la 

fertilización son sistemas libres y funcionalmente cerrados, por lo tanto, desde el punto de 

vista inmunológico, se supone que durante las etapas tempranas de vida (antes de la primera 

alimentación) de estos peces deben depender del suministro de moléculas inmunes maternas 

relevantes para la protección contra los patógenos antes de la parcial y/o plena maduración 

de su propio sistema inmunológico (Zhang et al., 2013). Esta forma de protección es conocida 

como transferencia de inmunidad materna (TIM). 

En peces, diversos factores inmunitarios relevantes tanto innatos como adaptativos se 

transfieren de la hembra a la descendencia. De acuerdo con Zhang et al., (2013) estos factores 

transferidos incluyen inmunoglobulina M (IgM), lisosomas, lectinas, catelicidinas y 

componentes del complemento principal de histocompatibilidad; además recientemente se 

ha descubierto que las proteínas de la yema, fosvitina y lipovitelina, son factores 

maternalmente transferidos que actúan en la defensa de larvas de teleósteos contra patógenos. 

Por lo tanto, ante adversas condiciones en cautiverio, en peces teleósteos se considera que el 

estado de inmunidad de los progenitores contribuye de manera significativa en la protección 

de su descendencia. Por consiguiente, el mantenimiento de un nivel de inmunidad alto en los 

reproductores durante el proceso de espermatogénesis y ovogénesis es sumamente 

importante para reducir la mortalidad en estadios larval/post-larval a través de transferencia 

máxima/óptima de inmunidad maternal (Swain y Nayak 2009). 

Con frecuencia, el tema de TIM suele hacer referencia sólo a la herencia de 

inmunoglobulinas, como moléculas que proporcionan inmunidad pasiva (natural), ésta a 

diferencia de la inmunidad activa (inducida) sólo es transitoria y no genera memoria 

(Brambell, 1970).  
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Numerosos estudios sugieren actividad de la inmunoglobulina en huevos y larvas recién 

eclosionadas (Bly et al, 1986; Mor y Avtalion, 1990; Kawahara et al, 1993; Rombout et al., 

1993; Manning, 1994; Kanlis et al., 1995; Lillehaug et al., 1996; Scapigliati et al., 1999; 

Picchietti et al., 2004; Akbary et al., 2015), sin embargo, IgM es la única inmunoglobulina 

autóloga (producida por un organismo inmunológicamente maduro) que es transferida 

maternalmente y que ha sido registrada en teleósteos (Swain y Nayak, 2009; Zhang et al., 

2013). IgM es generalmente transferida a la descendencia, ya sea como un producto reducido 

(Swain y Nayak 2009) o en forma monomérica (Fuda et al., 1992; Mor y Avtalion, 1990; 

Parker et al., 2012). De acuerdo con Magnadottir et al., (2005), la primera vez que la IgM se 

expresa es en peces de 20 a 30 mm. Sin embargo, algunas especies no transfieren IgM, por 

ejemplo el bacalao del atlántico, Godus morhua (Magnadóttir et al., 2004). Por lo tanto, como 

la producción autóloga de inmunoglobulinas son ausentes o tardías (Schrøder et al., 1998), 

entonces reviste importancia generar conocimiento sobre el sistema inmune innato en etapas 

tempranas, en especial de especies marinas con importancia comercial (Magnadóttir et al., 

2005; Magnadóttir, 2006).  

Respecto a factores humorales innatos, los huevos de peces teleósteos basan su protección 

en sustancias inhibidoras de patógenos que tienen efectos antimicrobianos no específicos 

(Ingram, 1980; Yousif et al., 1994a; 1994b; Hanif et al., 2004); como las lisinas y aglutininas 

(Fletcher, 1982). Además, algunos trabajos de investigación reportaron la presencia de 

inhibidores de la proteasa (Choi et al., 2002; Yamashita y Konogaya, 1996), componentes 

del complemento como C3 (Magnadóttir et al., 2005), lisosomas (Yousif et al., 1991; 1994) 

y lectinas (Jung et al., 2003), las cuales promueven la activación de macrófagos. También se 

presentan factores humorales antivirales como interferones y proteína Mx (Ellis, 2001). 

Con base en lo anterior, se han realizado investigaciones para conocer los mecanismos de la 

transferencia de inmunidad materna (Swain y Nayak 2009; Zhang et al. 2013). En hembras 

inmunizadas se ha obtenido un incremento significativo de niveles de IgM en huevos 

comparado con las hembras control (Mor y Avtalion, 1990; Sin et al., 1994; Oshima et al., 

1996; Hanif et al., 2004; Akbary et al., 2015). La tabla 11 muestra investigaciones 

relacionados con TIM en peces marinos. A pesar del amplio acuerdo de la literatura que 

realza la posibilidad de que las hembras de peces puedan ser vacunadas para proveer a sus 
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crías protección contra patógenos específicos, aún se cuestiona que la transferencia maternal 

confiera protección contra infecciones específicas (Kawahara et al., 1993; Sin et al., 1994; 

Lillehaug et al., 1996; Oshima et al., 1996).  

 

Tabla 11.- Inmunización de huevos y embriones de peces marinos por inmunidad 

transferida maternalmente.  

Especies Inmunidad Factor Protección Referencia 

Sparus aratus 

--- IgM Si Kanlis et al. 1995 

Photobacterium 

damsela 
IgM Si Hanif et al. 2004 

Pagrus major 
Vibrio sp IgM No Tanaka et al. 1999 

--- IgM Si Kanlis et al. 1995 

Dicentrarchus labrax --- IgM --- Scapigliati et al. 1999 

 

 

Respecto a lo anterior, en los casos en los cuales se ha presentado la transferencia de 

inmunidad pero no se confiere la protección específica, el razonamiento de algunos autores 

es que probablemente la función principal de los anticuerpos maternos es proteger huevos 

y/o embriones contra transferencia vertical de ciertos patógenos sin especificidad, o que IgM 

materna puede ayudar a la activación de la fagocitosis o de vías del complemento principal 

de compatibilidad en primeras fases de desarrollo (Akbary et al., 2015). Por otra parte, está 

establecido que la IgM derivada maternalmente generalmente permanece por un corto 

tiempo, agotándose en la finalización del proceso de absorción del vitelo (Breuil et al., 1997), 

para terminar desapareciendo por completo a partir de etapas larvales (Takemura y Takano, 

1997; Scapigliati et al., 1999). Por lo tanto, Magnadottir et al. (2005) propusieron que a IgM 

maternal se le debe atribuir un rol diferente o adicional, incluyendo una posible función como 

proteína nutricional del vitelo, lo anterior pudiera ser aplicado a la IgM vía TIM.  

Sin embargo, Hanif et al. (2004) concluyeron que la vacunación de los reproductores de 

dorada (Sparus aurata) antes del desove puede servir para reducir la mortalidad temprana de 

larvas sometidas a un reto con un patógeno especifico (Photobacterium damsela); reportaron 

la detección de inmunoglobulina al octavo día post eclosión, mientras que la descendencia 
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no inmunizada no presentó inmunoglobulina a partir del cuarto día post eclosión. No 

obstante, los autores señalan que aún se necesitan estudios adicionales sobre los mecanismos 

subyacentes a la transferencia de inmunidad y a la protección materna de la descendencia por 

ejemplo, el mecanismo de absorción de IgM y su almacenamiento dentro de los huevos 

(Picchietti et al., 2004). Adicionalmente, Mulero et al. (2007) menciona que son necesarios 

más estudios para determinar la contribución relativa de los componentes innatos o 

adaptativos a la protección. Además, se debe estudiar el efecto de factores relacionados con 

los reproductores, como edad, estado de madurez, comportamiento reproductivo y nutrición 

(micro y macro nutrientes), ya que pueden afectar la inmunidad de la descendencia. Además, 

otros factores que afectan a la inmunidad en etapas de vida temprana de teleósteos son los 

cambios estacionales como el fotoperiodo, temperatura, ambiente adverso de mantenimiento, 

condiciones de estrés por manejo, hacinamiento y contaminación del agua (Swain y Nayak 

2009). 

 

  

Desarrollo temprano de los órganos linfoides en peces marinos 

 

Se ha establecido que la secuencia general de aparición de órganos linfoides en peces marinos 

es riñón, bazo y timo (Mulero et al., 2007). Sin embargo, funcionalmente, el timo es el primer 

órgano en volverse linfoide seguido por el riñón y bazo (Bowden et al., 2005; Scapigliati et 

al., 1999). No obstante, es importante mencionar que la respuesta inmune adaptativa en 

teleósteos es filogenética y ontogenéticamente conservada (Mulero et al., 2007), pero la 

capacidad de desarrollar una respuesta de anticuerpos no se correlaciona necesariamente con 

la primera detección de células IgM positivas. Aunque lo anterior no se ha estudiado en 

muchas especies, en general se observa un lapso de tiempo entre la detección de IgM celular 

y la capacidad inmunológica completa tanto en especies de agua dulce como marinas 

(Magnadóttir et al., 2005; Petrie-Hanson y Ainsworth, 2001). 

 

 

 

 

 

 



 

126 

 

 

 

Tabla 12.- Aparición de órganos linfoides y primer detección de linfocitos en peces 

marinos 

 

 

 

Especies 

Riñón cefálico Bazo Timo  

 

Referencias 
DPE 

O L O L O L 

Pagrus major <1 31 3 36 11 22 Chantanachookhin et al. 1991 

Seriola quinqueradiata 1 26 3 30 11 20 Chantanachookhin et al. 1991 

Paralinchthys olivaceus 7 28 8 30 10 21 Chantanachookhin et al. 1991 

Paralinchthys olivaceus 0  8  15  Liu et al. 2001 

Thunnus orientalis <1 7 2 >30 5 7 Watts et al. 2003 

Lates calcarifer  2  2  2  Azad et al. 2009 

Poyprion oxygeneios  6  16  20 Parker et al. 2012 

Gadus morhua 0  5  28  Schroder et al 1998 

Scophthalmus maximus 0  5-6  3-4  Padros & Crespo 1996 

Epinephelus bruneus <1 30 6 33 12 21 Kato et al. 2004 

Harpagifer antarticus 1  3  3  O`neil 1989 
DPE: Días post eclosión 

L: Linfocitos 

O: Órgano 

 

  

 

3.2 Hipótesis  

 

La inmunidad por transferencia materna dependiente de IgM es corta en el pargo flamenco 

Lutjanus guttatus debido a su breve desarrollo embrionario, por lo que el inicio de la ventana 

de susceptibilidad inmunológica se presenta a la primera alimentación, momento en el que 

riñón y bazo tienen actividad inmunológica (no linfoide) evidenciada por su madurez 

estructural. 

 

 

3.3 Objetivos 

 

Objetivo general 

Describir el desarrollo temprano del sistema inmune del pargo flamenco Lutjanus guttatus. 
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Objetivos particulares 

I. Describir el desarrollo temprano de los órganos linfoides del pargo flamenco 

II. Detectar IgM de transferencia materna en huevos fertilizados y embriones de pargo 

flamenco e identificar la primera expresión autóloga de IgM. 

 

3.4 Materiales y métodos 

 

 

Cultivo larvario  

Muestras de huevos, larvas y juveniles de pargo flamenco fueron obtenidos durante la 

temporada reproductiva 2017 (Abril-Junio) en la Planta de Peces Marinos del Centro de 

Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C., Unidad Mazatlán. Se colectó un desove 

(70 ml) con huevos fertilizados con tamaño de 782 ± 23 µm de diámetro (gota de aceite, 123 

± 9.9 µm), para ser incubados a densidad de 48 huevos por litro a 27 ºC.  

El protocolo de cultivo desarrollado fue descrito por Ibarra-Castro et al. (2012), el cual 

consiste en técnica de “agua verde” (microalgas, Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp.) y co-

alimentacion, con ajustes mínimos; los rotíferos (Brachionus rotundiformis) fueron 

sumisnitrados desde el 2 día post eclosión (dpe), nauplios de Artemia sp. desde el 18 dpe y 

metanauplio de Artemia enriquecido desde el 23 dpe. Microdietas balanceadas (A2-B2, 

Otohime®) se suministraron desde el 20 dpe.  

La cantidad de larvas por muestra varió dependiendo del tamaño de las mismas, 50 larvas 

diarias por muestra del 0-40 dpe; de 40 juveniles cada tercer día del 41-85 dpe y 20 juveniles 

cada cinco días del 90-100 dpe. Obteniendo dos grupos de muestras fijadas en 

paraformaldehido 4% para ser destinadas a los análisis histológicos e inmunohistoquimicos.    

 

Crecimiento larvario  

Semanalmente se tomaron fotografías de embriones libres, larvas y juveniles de pargo 

flamenco con cámara Olympus DP27 de 5 megapixeles adaptada al estereomicroscopio 

Olympus SZX16, para determinar longuitud total (Lt) de las peces (n=25) con el paquete de 

análisis de imágenes SigmaScan Pro5. 
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Procesamiento histológico  

Se realizaron muestreos de larvas y juveniles para la descripción histológica de la aparición 

de órganos linfoides. El diseño de muestreo cubrió eventos importantes del desarrollo 

temprano (huevos fertilizados, embrión libre, larva y juvenil); por ejemplo huevo, eclosión 

(0 dpe), apertura de la boca (2 dpe), primer alimentación exógena con rotíferos (3 dpe), 

alimentación con metanauplios de Artemia (23 dpe), metamorfosis (30 dpe) y deshabituación 

alimentaria (40 dpe). Los análisis histológicos se realizaron a la moda de la muestra diaria y 

consistieron en técnicas convencionales de inclusión en parafina, cortes 5 µm y de tinción 

hematoxilina-eosina (Sheehan y Hrapchak, 1980). Previamente, las muestras a partir del 20 

dpe se descalcificaron utilizando la solución descrita por Luna (1968) con el objetivo de 

facilitar los cortes.  

 

Procesamiento inmunohistiquimico   

Para identificar el momento en el cual se inicia la producción autóloga de IgM, y el órgano 

u órganos donde sucede; se obtuvieron muestras de larvas y juveniles, además de muestras 

de huevos fertilizados y al momento del consumo del vitelo para conocer el agotamiento de 

IgM transferida maternalmente. Las muestras se fijaron en paraformaldehído 4% y se 

seleccionó la moda de la muestra diaria para ser procesados. Posteriormente, en cortes 5 µm 

teñidos con hematoxilina-eosina (Sheehan y Hrapchak, 1980), se realizaron pruebas de 

inmunohistoquímica para detectar la presencia y regionalización de IgM, utilizando el 

anticuerpo monoclonal anti IgM para peces generando en ratón (V53P3H2/B2, NOVUS) y 

un segundo anticuerpo anti IgG-HRP para ratón generado en conejo (SIGMA A9044). 

Ambos anticuerpos fueron aplicados en dilución 1:100 en PBS de acuerdo a la metodología 

descrita por Ventura-Juárez et al. (2003).  

 

 

3.5 Resultados 

 

Crecimiento larval 

La Figura 16 muestra la tasa de crecimiento de las larvas en términos de longitud total, la 

primer medición se realizó 3 dpe, presentando una talla de 2.8 ± 0.08 mm. Al final de la 
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etapa larval (35 dpe) se registró una talla de 14.9 ± 3.8 mm. Se observó un incremento en 

la tasa de crecimiento seguido de la etapa de co-alimentación con metanauplios 

enriquecidos más microdieta balanceada (alrededor de los 23 dpe).  Los valores de longitud 

total de las larvas se ajustaron al modelo de crecimiento exponenciall (y = 7.8877e0.0253, R 

= 0.9278).  

 

 

 Figura 16.- Longitud total promedio (mm ± DE, n=25) en el desarrollo temprano del 

pargo flamenco Lutjanus guttatus. 

 

 

 

En la figura 17 se muestran fotografías en fresco de eventos importantes en el desarrollo 

temprano del pargo flamenco. Particularmente, eventos relacionados con la respuesta 

inmunológica; I) se detectó el consumo del vitelo y por consecuencia el agotamiento de IgM 

maternal (2 dpe, 7.1 mm) II) estructura funcional del bazo (8 dpe, 8.3 mm) y III) producción 

de mucus y células globosas en el pliegue de la aleta (11 dpe, 9.7 mm). 
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  e  f 

 g   h 
 

Figura 17.- Desarrollo temprano del pargo flamenco. a: embriones en somitogénesis 0 dpe. 

b: embrión libre 0 dpe. c: consumo de vitelo 2 dpe. d: primera alimentación 3 dpe. e: bazo 8 

dpe. f: producción de mucus y células globosas en el pliegue de la aleta 11 dpe. g: 

alimentación nauplio de Artemia 20 dpe. h: alimentación metanauplio Artemia  26 dpe.  
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Desarrollo temprano de los órganos linfoides: riñón cefálico, bazo y timo 

El primer esbozo del riñón cefálico apareció como un simple tubo excretor a los 2 dpe (7.1 

mm). Células indiferenciadas se notaron a los 3 dpe (2.80 ± 0.08 mm), entre los túbulos 

excretores del riñón cefálico. Se notó una gran cantidad de linfoblastos que se tiñeron 

oscuramente a los 6 dpe (8 mm) y en esta etapa, el número de túbulos fue mayor que los 

observados en etapa inicial. (Figura 18). 

La primera evidencia de la aparición del bazo se registró a los 3 dpe (2.80 ± 0.08 mm). En 

esta etapa, el bazo apareció como un pequeño grupo de células hematopoyéticas teñidas de 

color oscuro. A los 8 dpe (8.3 mm), el bazo apareció con una cápsula distinta y con zonas de 

células teñidas de forma variable. El bazo completamente desarrollado (26 dpe, 8.73 ± 1.65 

mm) se caracterizó por la presencia de pulpa roja y blanca, y elipsoides (Figura 19).  

El timo es un órgano pareado situado dorso-posterior en la cavidad orofaríngea en el ángulo 

entre el hueso opercular y la cabeza del pargo flamenco. El esbozo del timo apareció a los 9 

dpe (8.9 mm) compuesto de varias células de aspecto linfoblasto oscuro. El timo a los 40 dpe 

(23.0 ± 2.89 mm) se observó con evidentes zonas de células claras y obscuras. Una capa 

delgada de epitelio, compuesta de muchas células mucosas, separó el timo de la cámara 

branquial. En esta etapa del desarrollo se observaron orgánulos con márgenes reticulares, 

similares a los del corpúsculo de Hassal. Las células mioides se notaron en el timo a 30 dpe 

(16.5 mm, Figura 20). 
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Figura 18.- Descripción histológica de la maduración estructural del riñón cefálico de pargo 

flamenco (fijación en PFA 4%, cortes longitudinales de 5 µm, tinción H&E). a: 40x, 6 dpe. 

b: 40x, 8 dpe. c: vista vental, 40x, 10 dpe. d: 40x, 12 dpe. e: 40x, 18 dpe. f: 40x, 25 dpe. g: 

100x, 29 dpe. h: 100x, 40 dpe. Las flechas indican la ubicación del riñón cefálico. 
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Figura 19.- Descripción histológica de la maduración estructural del bazo de pargo 

flamenco (fijación en PFA 4%, cortes longitudinales de 5 µm, tinción H&E). a: 40x, 6 dpe. 

b: 40x, 8 dpe. c: 40x, 13 dpe. d: 40x,12 dpe. e: 100x, 23 dpe. f: 100x, 32 dpe. Las flechas 

indican la ubicación del bazo. 
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Figura 20.- Descripción histológica de la maduración estructural del timo de pargo 

flamenco (fijación en PFA 4%, cortes longitudinales de 5 µm, tinción H&E). a: 40x, 13 

dpe, b: 40x, 18 dpe, c: 40x, 32 dpe, d: 100x 12 dpe, e: 40x, 40 dpe, f: 100x, 51 dpe, g: 40x, 

61 dpe, h: 100x, 71 dpe. Las flechas indican la ubicación del timo. 
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Detección de IgM de transferencia maternal e IgM autóloga 

Se registró la detección de IgM de transferencia materina en huevos de pargo flamenco. IgM 

no fue detectada en larvas post consumo de vitelo (0 dpe).  Por otra parte, la detección de 

producción autóloga de IgM se registró desde los 35 dpe (14.92 ± 3.80 mm), sin embargo, la 

detección representativa de IgM en riñón, hígado e intestino fue en juveniles de 40 dpe (23.0 

± 2.89 mm).  
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Figura 21.- Detección de IgM de transferencia materna y autóloga en etapas tempranas de 

pargo flamenco (fijación en PFA 4%, cortes 5 µm, tinción H&E). a: eclosión (detección 

positiva, 0 dpe), b: consumo de vitelo (detección negativa, 0 dpe), c: larva (detección 

negativa, 5 dpe), d: juvenil (detección positiva en riñón e hígado, 40 dpe), e: juvenil 

(detección positiva en intestino, 40 dpe), f: juvenil (detección positiva en zona oscura de 

timo, 100 dpe).  Las flechas indican inmunodetección. 
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3.6 Discusión 

 

El desarrollo temprano de los órganos linfoides de Lutjanus guttatus presenta una secuencia 

de aparición igual a la reportada en otros peces marinos (Mulero et al., 2007); es decir lo 

hacen en siguiente orden: riñón, bazo y timo. Además, el riñón cefálico y bazo aparecen 

durante la primer semana post eclosión (3.28 ± 0.17 mm) al igual que en otras especies de 

peces marinos, por ejemplo: Pagrus major (Chantanachookhin et al. 1991), Seriola 

quinqueradiata (Chantanachookhin et al. 1991), Paralinchthys olivaceus (Liu et al. 2001), 

Thunnus orientalis (Watts et al. 2003), Lates calcarifer (Azad et al. 2009), Gadus morhua 

(Schroder et al 1998), Scophthalmus maximus (Padros & Crespo 1996), Epinephelus bruneus 

(Kato et al. 2004) y Harpagifer antarticus (O`neil 1989;Ver tabla 12).  

El esbozo del timo apareció a los 9 dpe (8.9 mm) y su aparición se evidenció desde la segunda 

semana post eclosión. En la tabla 12 se muestran reportes similares con otras especies de 

peces marinos. Sin embargo, el desarrollo estrucural y funcional del timo del pargo flamenco 

fue más tardía que lo reportado en Pagrus major (Chantanachookhin et al. 1991), Seriola 

quinqueradiata (Chantanachookhin et al. 1991), Paralinchthys olivaceus (Liu et al. 2001), 

Thunnus orientalis (Watts et al. 2003), Lates calcarifer (Azad et al. 2009), Gadus morhua 

(Schroder et al 1998), Scophthalmus maximus (Padros & Crespo 1996), Epinephelus bruneus 

(Kato et al. 2004) y Harpagifer antarticus (O`neil 1989;Ver tabla 12). En general, en las 

especies anteriormente mencionadas, la detección de linfocitos positivos a anticuerpos se 

presentó partir del 20 dpe, mientras que en pargo flamenco se detectó la producción autóloga 

de IgM en timo a partir del día 35 dpe (14.92 ± 3.80 mm) y fue hasta el día 40 dpe (23.0 ± 

2.89 mm) que se evidencía una detección representativa de IgM en riñón, hígado e intestino. 

El desarrollo del sistema inmunológico es más relacionado con la talla del pez que con su 

edad (Mulero et al. 2007), por lo tanto los resultados presentados difieren de lo mencionado 

por Magnadottir et al., (2005), quienes señalaron que la primera vez que se expresa IgM es 

en peces de 20 a 30 mm. 

En mamíferos, la teoría de la "ventana de susceptibilidad" se define como los períodos en los 

que los organismos son mayormente propensos a enfermedades debido a diversos factores.  

Por ejemplo, la ventana de susceptibilidad de neonatos es el periodo en el cual el nivel de 
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anticuerpos ya no es suficiente para protegerse de una infección natural, pero es lo 

suficientemente alto como para interactuar con la vacunación (Chase et al., 2008). 

Respecto a peces con desarrollo ontogénico indirecto, es evidente que existe una ventana de 

susceptibilidad inmunológica durante la etapa larval y que puede darse el caso que cubrir 

hasta la etapa de juvenil temprana en varias especies. Por ejemplo, el pargo flamenco presenta 

una ventana de susceptibilidad inmunológica que es cubierta por la respuesta innata. Los 

marcos de la ventana son el agotamiento de los anticuerpos transferidos por la madre que es 

un momento muy próximo a la eclosión y el consumo del vitelo (2 dpe, < 2.80 mm), y en el 

otro extremo de la ventana está el momento inicial de la maduración de la respuesta inmune 

representada por la producción autóloga de anticuerpos (35 dpe, 14.92 ± 3.80 mm). Esta 

última etapa de la ventana de susceptibilidad (35-40 dpe, 15-23 mm) puede ser considerada 

apropiado en la plenación de los futuros programas de vacunación para el pargo lunarejo, 

teniendo en cuenta que se desea vacunar lo más pronto posible. 

Sin embargo, antes de que se pueda vacunar a juveniles del pargo flamenco en cultivo, es 

posible que la maduración estructural y funcional (no linfoide) temprana del riñón cefálico y 

bazo en la etapa larval puedan generar una respuesta inmunológica innata por administración 

de inmunoestimulantes (Bricknell y Dalmo, 2005) desde la primera semana post eclosión; 

que coincide con el incremento de consumo de rotíferos que pueden ser utilizados como 

bioencapsuladores de agentes inmunoestimulantes.  

 

 

3.7 Conclusión 

 

Se confirmó que la inmunidad por transferencia materna dependiente de IgM es corta en el 

pargo flamenco Lutjanus guttatus, por lo que presenta una ventana de susceptibilidad 

inmunológica larvaria que es cubierta por la respuesta innata. La última etapa de la ventana 

de susceptibilidad inmunológica (35-40 dpe, 15-23 mm) puede ser considerada apropiada en 

la planeación de los futuros programas de vacunación para esta especie. 
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4.1 Introducción 

Los agentes inmunoestimulantes aumentan la resistencia de los peces a las enfermedades 

infecciosas, no por mejorar su respuesta inmune específica, sino por la mejora de los 

mecanismos de defensa no específicos. No obstante, se ha considerado que en la respuesta 

innata no existe un componente de memoria (Sakai, 1999) y probablemente sea de corta 

duración (Bricknell y Dalmo, 2005). Sin embargo, en los últimos años se ha propuesto la 

teoría de que existe un tipo de memoria no específica y de mediana duración. Netea et al. 

(2011) enfatizan que la definición de memoria utilizada en el contexto de respuesta no 

específica es diferente a la memoria inmunológica adaptativa clásica, la cual implica un alto 

grado de especificidad y amplificación. Por consiguiente, la memoria no específica la definen 

como una respuesta aumentada a una infección secundaria que se puede ejercer tanto hacia 

el mismo microorganismo como a otro diferente (protección cruzada). Este tipo de respuesta 

inmune no puede definirse como innata (ya que se induce secundariamente en los 

hospedadores que han encontrado previamente una infección primaria) o adaptativa (ya que 

esto implica la especificidad dada por la diversificación somática, por ejemplo, en respuestas 

de células T/B). Por lo tanto, Netea et al. (2011) propusieron el término "Inmunidad 

Entrenada" (Trained Immunity) para describir este tipo de reacción inmune cuando se 

produce una segunda infección. 

La inmunidad entrenada se origina como consecuencia de que la respuesta innata puede 

variar ante diferentes agentes infecciosos dependiendo del tipo de interacción entre patrones 

moleculares asociados a patógenos (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) con 

receptores de reconocimiento de patrón (Pattern Recognition Receptors, PRR) (Takeda y 

Akira, 2004). En inmunología de plantas, es un hecho aceptado que las respuestas inmunes 

innatas muestran características de memoria después del primer encuentro con un patógeno 

(efecto de entrenamiento), y se sugiere fuertemente que también exista en invertebrados 

(Arala-Chaves y Sequeira, 2000), aunque esta suposición todavía está por establecerse en 

inmunología de los vertebrados; observaciones bien documentadas proporcionan pistas de 

que tal vez sea el caso (Netea et al., 2011). En el revisado de Kurtz (2005) se presenta un 

número creciente de estudios que demuestran una mayor resistencia a las infecciones 

secundarias inducidas por un primer encuentro con un patógeno. Sin embargo, un conjunto 
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aún más intrigante de estudios demuestran una clara especificidad para el tipo de infección 

para la que se confiere la protección. Por ejemplo en el revisado de Petit y Wiegertjes (2016) 

mencionan que los β-glucanos son potentes inductores de inmunidad entrenada en monocitos 

de mamíferos, y al examinar literatura encontraron indicios de este fenómeno en peces; 

reportaron que los efectos de β-glucanos en peces inmunológicamente maduros cumplen con 

al menos uno de los tres criterios básicos de inmunidad entrenada y que es posible que dichos 

efectos sean de larga duración. 

La inmunidad entrenada tiene una serie de características distintivas (Netea et al., 2011) que 

pueden ser evaluadas en larvas de peces para entender los mecanismos que la regulan, y su 

importancia en el salto evolutivo del sistema inmunológico en vertebrados. Dichas 

características, bases moleculares y ejemplos en acuicultura se describen en introducción 

general. 

 

Bioencapsulación 

La incorporación de medicamentos y/o elementos nutricionales en el alimento vivo 

denominado bioencapsulación (Imelda, 2013; Robles et al., 1997) es el método más adecuado 

para terapias en larvicultura, (Duis et al., 1995; Verpraet et al., 1992). Esta técnica ofrece: 

dosificación regulada de agentes quimioterapéuticos, como son vacunas e 

inmunoestimulantes; minimiza los riesgos de lixiviación de los medicamentos en el 

ambiente; no provoca estrés y permite hacer el tratamiento en masa de los organismos de 

cualquier tamaño (Robles et al., 1997). 

En cuanto a larvas de peces marinos, éstas dependen de organismos vivos para su 

alimentación, los dos más importantes por su uso frecuente en acuicultura son rotíferos 

(Brachionus sp.) y Artemia franciscana. Ambos son organismos filtradores (Imelda, 2013) 

por lo que su valor nutricional como alimento vivo depende directamente de los elementos 

nutricionales de su medio (Lubzens, 1987; Nhu, 2004) y suelen carecer de importantes 

nutrientes (Owen et al., 1975; Kissil y Koven, 1990). Por tal razón, antes de ser suministrados 

a las larvas, los rotíferos y Artemia deben ser enriquecidos con vitaminas (Coutteau y 

Sorgeloos, 1992; Brown, 1997), proteínas (Oie y Olsen, 1997) y ácidos grasos insaturados 

(Dhert et al., 2001; Lubzens et al., 2001; Lim et al., 2003); a través de emulsiones de lípidos 
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en el agua (Dhert y Sorgeloos, 1995). Actualmente, esta técnica es una práctica común y 

también sirve para proporcionar ingredientes específicos a los cultivos larvarios como son 

medicamentos y/o tratamientos con probióticos e inmuneestimulantes (Robles et al., 1997). 

 

4.2 Hipótesis 

Los β-glucanos administrados oralmente por bioencapsulación a larvas de pargo flamenco 

Lutjanus guttatus activarán el sistema inmune innato, influyendo en la expresión de genes 

relacionados a la producción de citocinas pro-inflamatorias. 

 

4.3 Objetivos 

 

Objetivo general 

Evaluar la expresión de genes involucrados en la respuesta inmunitaria de larvas de pargo 

flamenco Lutjanus guttatus asociados a la inmunoestimulación por diferentes tipos de β-

glucanos (administrados oralmente por bioencapsulación) en términos de inmunidad 

entrenada. 

 

Objetivos particulares 

I. Obtener β-glucanos desde Nannochloropsis oculata y su bioencapsulación por 

rotíferos. 

II. Inmunoestimulación de larvas de pargo flamenco Lutjanus guttatos por diferentes β-

glucanos en términos de inmunidad entrenada. 

III. Expresión génica asociada a la respuesta inmunitaria de larvas de pargo flamenco 

Lutjanus guttatos por inmunoestimulación de diferentes β-glucanos en términos de 

inmunidad entrenada. 
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4.4 Materiales y métodos 

 

β-glucanos microalgales y de levaduras 

En el Laboratorio de Ecofísiología de Organismos Acuáticos y Cultivos de Apoyo para la 

Acuicultura, de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad Autónoma de Sinaloa se 

generó un extracto crudo de carbohidratos desde la microalga Nannochloropsis oculata, cepa 

CIB76 (Figura 22) que pertenece a la colección de microalgas del Centro de Investigaiones 

Biológicas del Noroeste (CIBNOR), Baja California Sur, México. De acuerdo con Rojo-

Cebreros et al. (2017) ésta cepa presenta 23 % de su composición orgánica total como 

carbohidratos, de los cuales más del 91 % son β-glucanos.  

 

 

Figura 22.- Protocolo de producción de β-glucanos desde Nannocloropsis oculata. 
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Respecto a los β-glucanos de levaduras (zymosan), aislados de pared celular de 

Saccharomyces cerevisiae fueron amablemente donados por el Dr. Jorge Fonseca Madrigal 

del Laboratorio Nacional de Nutrigenómica y Microbiómica Digestiva Animal (LANMDA), 

de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo. 

 

Microencapsulación en inmulsión 

Los dos tipos de β-glucanos se microencapsularon en alginato mediante la técnica 

denominada microencapsulación en emulsión, la cual se define como el proceso de dispersión 

de un líquido en otro líquido inmiscible donde la fase dispersa constó de la matriz que incluyó 

a los β-glucanos (Champagne y Fustier, 2007). La gelificación fue externa y se realizó 

dispersando la mezcla de β-glucanos-alginato (1.5:7) en la emulsión enriquecedora de 

rotíferos (DHA protein Selco®), seguido de la adición de una fuente de calcio al 2 % que al 

difundirse a la fase dispersa inició la gelificación permitiendo la microencapsulación, y a su 

vez, la desestabilización de la emulsión para la separación de las cápsulas formadas.  

 

Bioencapsulación por rotíferos 

Las microcápsulas generadas fueron bioencapsulados por rotíferos Brachionus sp. (tipo S, 

140 y 110 μm, de largo y ancho de lórica) de acuerdo al protocolo descrito por Skjermo et 

al. (2006), que consiste en que los β-glucanos protegidos en microencapsulación de alginato 

són administraron a dosis de 0.5 g l-1 con densidad de 500 rot ml-1. Para lograr dosis de 50-

150 ng larva-1 día-1 (Skjermo y Vadstein, 1999). 

 

Cultivo larvario y diseño experimental  

Se desarrollo un cultivo larvario del pargo flamenco Lutjanus guttatus de acuerdo al 

protocolo de la Planta de Peces Marinos del Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo, A.C., Unidad Mazatlán; descrito por Ibarra-Castro et al. (2012). Partiendo de la 

colecta de un desove (350 ml) con huevos fertilizados con tamaño de 768. ± 22.4 µm de 

diámetro (gota de aceite, 130.5 ± 9.1 µm), para ser incubados a densidad de 260 huevos por 

litro a 27.0 ± 1.0 ºC y 5 ± 1.0 mg L-1 de oxígeno. Se realizaron pruebas de eclosión (13 horas 

post eclosión) y supervivencia a la primera alimentación (60 horas post eclosión). En la 
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primera prueba se cuantificaron los huevos no eclosionados y los embriones libres, y en la 

segunda se cuantificaron las larvas vivas y muertas; en ambos casos se los resultados se 

expresaron en porcentajes (60 organismos L-1, n=3).  

El protocolo concistió en la técnica de “agua verde” (microalgas, Nannochloropsis sp. ~40 

x103 cél·ml-1 e Isochrysis sp. ~20 x103 cél·ml-1) pero con ajustes requeridos por el diseño 

experimental. Por ejemplo, durante todo el experimento sólo se utilizó el rotífero Brachionus 

sp. para alimentar e inmunoestimular a las larvas, se suministraron del 2 al 25 dpe. Cada día 

de cultivo y dos veces por día (mañana y tarde) se registraron los rotíferos en las unidades 

experimentales, para hacer los ajustes diaros en el suministro de los mismos, en especial 

previo a la administración de rotíferos enriquecidos con inmunoestimulantes. Lo anterior fue 

complementado con índices de ingesta realizadas realizados el 5 y 7 dpe. 

El día de la administración de β-glucanos se tomaron fotografías de las larvas con la cámara 

Olympus DP27 de 5 megapixeles adaptada al estereomicroscopio Olympus SZX16, para 

determinar longuitud total (Lt) de las peces (n=25) con el paquete de análisis de imágenes 

SigmaScan Pro5. 

El diseño experimental consistió en un control y dos tratamientos. Control: protocolo usado 

en el cultivo larvario de esta especie. Tratamiento 1: mismo protocolo pero con rotiferos 

enriquecidos con β-glucanos extraídos de levaduras. Tratamiento 2: rotiferos enriquecidos 

con β-glucanos de microalga. Control y tratamientos se realizaron por triplicado (n=9) en 

unidades experimentales con capacidad máxima de 600 litros, mientras que el volumen de 

cultivo incrementó de 300 a 500 litros conforme el desarrollo del cultivo.  

La administración de los β-glucanos fué pulsátil (Bricknel and Dalmo, 2005), la primer 

administración se hizo el 9 dpe posteriomente a efectos de reproducción y primera 

alimentación, además de ser el inicio del consumo masivo de rotíferos y la segunda 

administración fue el 16 dpe, después de una semana de reposo a la primera administración, 

como criterio de Inmunidad Entrenada (Van der Meer et al., 2015).  

 

Análisis de expresión genica  

Fueron muestreadas larvas diariamente para expresión de genes (20 larvas por unidad 

experimetal), en especial 24 horas posteriores a la primera inmunoestimulación (10 dpe), 24 
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horas posterior a la segunda inmunoestimulación (17 dpe) y 6 días después de la segunda 

inmunoestimulación para evaluar la permanencia del efecto de inmunoestimulación y 

presencia de inmunidad entrenada.   

El RNA total fue extraído de larvas completas con Trizol (Invitrogen) con condiciones 

establecidas por el fabricante. Para eliminar cualquier contaminación por DNA genómico, 

las muestras de RNA se trataron con DNAsa I (Promega). Posteriormente, se llevó a cabo la 

síntesis de cDNA, utilizando random primers, RNAsin y M-MLV (transcriptasa reversa). 

Para el diseño de oligos (primers) se emplearon secuencias del transcriptoma de L. guttatus 

(Escalante-Rojas et al., 2018) para los correspondientes trasncritos (Anexo I), diseñándose un set 

de primers sentido y antisentido con el programa PRIMER 3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Todos 

los primers diseñados fueron sintetizados por ADN SINTETICO SA PI de CV (Tabla 13).  

 

Tabla 13. Secuencia de los oligos utilizados en el estudio. 
Gen Abrev. Número. de contig1 Producto (Pb) Secuencia del oligo  (5´-3´) 

Interleucina-1 β IL-1β TRINITY_DN55785_c0_g1_i3 181 AGACCGTGGTGAACCTCATC 

    CGCATAGGTCCCTTCCTGTA 

Interleucina-6 IL-6 TRINITY_DN112951_c0_g1_i1 143 GAGGCAATCAGAGGCCATAA 

    GCAAACTTGCGGAGATAAGC 

Interleucina-8 IL-8 TRINITY_DN56715_c0_g1_i2 155 CTGGGTGAAGAAGCTGATCC 

    TGGCTCATCATTGCAGAAAG 

Interleucina-10 IL-10 TRINITY_DN45558_c0_g2_i1 175 TAGAGGGCTTCCCTGTCAGA 

    CCCAGATAAAACCCCAGGAT 

Factor de necrosis 
tumoral- alfa 

TNF-α TRINITY_DN67823_c0_g1_i2 169 AGGATGTGGAAGGTGTCTGC 

    GCGTGTAGTGGGGATCTGTT 

Receptor tipo Toll TLR TRINITY_DN76449_c0_g1_i4 154 ACCATCACCGCTTGTCTACC 

    GATTAGGGAACAGCCATCCA 

Grupo de 

diferenciación 209 
CD209 TRINITY_DN81410_c0_g1_i7 157 GGAGGAAAGGGAGGTGGATA 

    CAGACAGCACAGACCTCCAA 

Fosforribosil 

pirofosfato 
sintetasa 1 

PRPS1 TRINITY_DN15730_c0_g1_i1 167 TGCCTGCTTTGAAGCTGTGG 

   ACAAGGGGACATGGCTGAACA 

1Datos suplementarios de Escalante-Rojas et al (2018).  

Abrev: Abreviatura. 

 

De los genes selecciondos para evaluar el efecto inmunoestimulante de los β-glucanos en larvas, 

cinco son citocinas (IL1β, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-α) con actividad proinflamatoria y 

antibacteriana, y dos son proteínas que actúan como receptores y son estimulados por PAMPs 

(TLR y CD209). Además del gen de referencia fosforribosil pirofosfato sintetasa 1 (PRPS1). 
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Seleccionado previamente por su estabilidad en diferentes tejidos del pargo flamenco 

(Escalante-Rojas et al., 2018). 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de punto finalse llevó a cabo utilizando la 

polimerasa GoTaq® Flexi de Promega, en un termociclador BioRad, T100. Preparando una 

mezcla maestra, que se calculó dependiendo del número de muestras que fueron procesadas, 

llegando a un volumen final de 12.5μl (Tabla 14). El protocolo de PCR fue un ciclo a 94 °C 2 

minutos, 40 ciclos a 94 °C 1 minuto, 60 °C 1 minuto y 72 °C 1 minuto. Posteriormente, se 

corrieron geles de agarosa al 2% durante 30 minutos, 90 v y 500 mA, utilizando GeneRuler 100 

bp Plus como marcadores de peso molecular y visualizado bajo luz ultravioleta. 

 

Tabla 14. Reactivos y cantiddes para PCR. 

Solución 1x Concentración final 

Agua destilada 8.48  

25 mM MgCl2 0.75 1.5 Mm 

2.5 Mm de dNTPs 0.66 0.132 Mm 

10x Buffer 1.25 1x 

Primer F 250 µg ml-1 0.13 0.4 µM 

Primer R 250 µg ml-1 0.13 0.4 µM 

Taq polimerasa 0.1 0.5 U 

 

 

4.5 Resultados 

En las pruebas se registró una eclosión promedio de 88.5 % y supervivencia promedio a la 

primera alimentación de 57.9 %. Las larvas fueron inmunoestimuladas el 9 y 16 dpe, cuando 

presentaban tallas de 3.31 ± 0.23 mm y 4.45 ± 0.23 mm de longitud total, respectivamente. 

El porcentaje de larvas con ingesta fue cerca del 100 % al 9 dpe. Al final (27 dpe) se contaron 

las larvas y se obtuvieron en Controles: 3,307 ± 453, Tratamiento 1: 3,297 ± 267 y 

Tratamiento 2: 2,861 ± 144 larvas. En total se obtuvieron 28, 390 larvas. 

El análisis de expresión génica por PCR punto final muestra que el transcrito IL-1β presenta 

expresión aparentemente mayor en el tratamiento de β-glucanos de levadura en comparación 
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con el control y tratamiento de β-glucanos de microalga en el día 10, mientras que para el día 

17 solo se observó expresión en control, disminuyendo en los tratamientos (Figura 23).  

Por otro lado, IL-6 al parecer muestra mayor expresión en el tratamiendo con β-glucanos de 

levadura en el día 10 en comparación con el control y el tratamiento con β-glucanos de 

microalga; sin embargo al día 17 la expresión disminuyó en el control y se mantuvo similar 

en los tratamientos (Figura 23).  

El transcrito IL-8 presentó una expresión aparentemente mayor en el tratamiento de β-

glucanos de levagura en la primera inmunoestimuación, sin embargo para el segundo 

estimulo la expresión es aparentemente mayor en el tratamiento de β-glucanos de microalgas 

(Figura 23).  

En el caso del transcrito IL-10 en el día 10 presentó mayor expresión en el tratamiento con 

β-glucanos de microalga con respecto al control y el tratamiendo con β-glucanos de levadura, 

en cambio en el día 17 la expresión incrementó en control, y disminuyendo en los 

tratamientos (Figura 23).  

Respecto al transcrito TNF-α muestra una expresión relativamente mayor en el tratamiento 

con β-glucanos de levadura al día 10 con respecto al control y tratamiento con β-glucanos de 

microalga, pero al día 17 la expresión es similar (y altamente variable) en control y 

tratamientos (Figura 23).  

Los transcritos CD2019 y TLR mostraron patrones de bandeo inespecíficos pero en general 

se oberva mayor respuesta en el día 10 que en el día 17, sin aparentes diferencias entre control 

y tratamientos (Figura 23).  

En general se detectó expresión de transcritos en todos los genes el día 10 pero no el día 17 

(a excepción de IL-6 e IL-8). En particular, IL-6 (citocina inflamatoria inducida por IL-1β 

secretada por macrófagos, células T y fibroblastos) parece indicar una respuesta en términos 

de inmunidad entrenada.  
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Figura 23.- Muestra las PCR punto final de genes de la respuesta inmunológica de larvas de 

L. guttatus a 24 horas post administración (10 y 17 dpe) de β-glucanos de levadura (T1) y 

microalga (T2). neg: negativo, pos: positivo, M: marcador molecular.  

 

 

4.6 Discusión 

La etapa larval es más que una vía para que el organismo se vuelva juvenil debido a que se 

presentan adaptaciones anatómicas para su hábitat y alimentación. Sin embargo, es una etapa 

altamente vulnerable y especializada, que ha evolucionado para su supervivencia en el hábitat 

natural pero que se convierte en un desafío en los cultivos larvarios (Kjørsvik et al., 2011). 

Como por ejemplo, con el pargo flamenco que se busca establecer estrategias de 

inmunoestimulación durante la etapa larval, con el objetivo de mejorar la respuesta 

inmunológica ante condiciones adversas de cultivo (brotes de bacterias oportunistas) 

(Vadstein et al., 2013), ya que en esta etapa las larvas tienen capacidades inmunológicas 

incipientes (Magnadóttir, 2010) para responder a esta adversidad. 

Lo anterior pudo haber marcado las pautas para el nacimiento de la escuela del pensamiento 

anti-inmunomodulación (EPAI), la cual considera que es perjudicial la administración de un 

compuesto inmunomodulador potencialmente poderoso a un pez que todavía necesita 
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someterse a los principales eventos de desarrollo, que permiten la maduración del sistema 

inmune, tales como la maduración del timo (Bowden et al., 2005). Esta hipótesis, que aún no 

ha sido comprobada, se basa en la suposición de que las larvas de peces tienen un número 

finito de células inmunológicas maduras o potencialmente maduras, y que el encuentro con 

una molécula que engaña al sistema inmunitario en el montaje de una respuesta inmune 

impactará negativamente a estas poblaciones de células ya sea por el sesgo del sistema 

inmune en desarrollo, posiblemente de manera irreversible, para responder a estos estímulos 

o para regular a la baja si se induce tolerancia (Bricknell y Dalmo, 2005). En el presente 

estudio no se observó algún tipo de interrupción en el desarrollo, alimentación, supervivencia 

o expresión de genes de la respuesta inmunológica de larvas de pargo flamenco que infieran 

efectos adversos por inmunoestimulación por β-glucanos de levadura y microalgas.  

El suministro de inmunoestimulantes confieren protección ante patógenos, por ejemplo; 

Skjermo et al. (1995) demostraron como A-RAM (alginato rico en ácido manurónico) fue 

administrado a larvas de Scophthalmus maximus a través del alimento vivo y brindó 

protección contra Vibrio anguillarum, disminuyendo 39 % la mortalidad con respecto al 

control. Además, Skjermo y Bergh (2004) reportaron que la administración A-RAM en 

Artemia para H. hippoglossus por periodos cortos de tiempo incrementa la resistencia contra 

vibriosis. Además, los estudios realizados in vitro en macrófagos de peces adultos han 

confirmado que el incremento en la producción de superóxido y actividad fagocítica, es 

estimulada por A-RAM, y por lo tanto los efectos positivos en etapa larval se pueden atribuir 

a la estimulación del sistema inmune no específico (Strand y Dalmo, 1997). Por otra parte, 

la administración oral de β-glucanos indujeron resistencia en larvas de Sparus aurata ante 

pasteurolisis, debido a que incrementa la actividad fagocitaria y explosión respiratoria en 

fagocitos. La dosis óptima de β-glucanos dependió del periodo de administración, las dosis 

fueron del orden de 10 g kg-1 de alimento por un periodo corto de tiempo (2 semanas) y de 1 

g kg-1 cuando se administra en periodos largos (Couso et al., 2003). 

Sin embargo, la evaluación de la expresión de genes relacionados al sistema inmunológico 

por efecto de inmunoestimulación en etapa larval de peces marinos es escasa.  Por lo tanto, 

en el presente estudio se evaluó la expresión de genes involucrados en la respuesta 



 

154 

 

 

 

inmunitaria de larvas de pargo flamenco asociados a la inmunoestimulación por diferentes 

tipos de β-glucanos en términos de inmunidad entrenada. 

Uno de los genes pertenece a la IL-1β , la cual es producida por una amplia gama de tipos de 

células después de la activación de receptores de reconocimiento del patrón del hospedador 

(PRR) por patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) o patrones moleculares 

asociados con el peligro (DAMP) (Angosto et al 2012). IL-1β tiene diversas funciones 

fisiológicas y sus funciones en la regulación del proceso inflamatorio se conservan en los 

peces (Secombes y Wang, 2011), principalmente como un inductor de esta respuesta. Sin 

embargo en los resultados del presente estudio el transcrito IL-1β presenta expresión 

aparentemente mayor en el tratamiento de β-glucanos de levadura en comparación con el 

control y tratamiento de β-glucanos de microalga en el día 10, mientras que para el día 17 

sólo se observó expresión en control, disminuyendo en los tratamientos, indicando ausencia 

de respuesta de IL-1β en términos de inmunidad entrenada. Es posible que el tiempo de 

muestreo para el análisis de expresión de IL-1β no haya sido preciso, ya que se sabe que IL-

1β induce IL-6, además existen dos formas de IL-1 (IL-1α e IL-1β), ambas reconocen el 

mismo receptor, la diferencia es que la IL-1β se secreta al medio extracelular, mientras que 

la IL-1α permanece unida a la membrana celular; en este trabajo sólo se evaluó la expresión 

de IL-1β y un apsecto importante a considerar es que en algunas especies se ha reportado 

más de un gen de IL-1β y la variación alélica también es evidente (Wang et al., 2004). 

Por otra parte, varios efectos de carácter pro y anti inflamatorio se han atribuido a la 

señalización mediada por IL-6 (Scheller et al 2011). En la fase inflamatoria aguda, se ha 

demostrado que IL-6 controla el cambio del reclutamiento de neutrófilos a monocitos en el 

tejido inflamado suprimiendo la producción de quimiocinas y estimulando la expresión de 

proteína-1 quimiotáctica de monocitos (Hurst et al., 2001). IL-6 al parecer muestra mayor 

expresión en el tratamiendo con β-glucanos de levadura en el día 10 en comparación con el 

control y el tratamiento con β-glucanos de microalga; sin embargo al día 17 la expresión 

disminuyó en el control y se mantuvo similar en los tratamientos (Figura 23) indicando una 

respuesta de IL-6 en términos de inmunidad entrenada.  

Respecto a IL-8, se trata de un potente quimioatrayente de neutrófilos pero no de monocitos, 

y de numerosas maneras induce un estado inflamatorio en este tipo de células (Mukaida et 
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al., 1998). En el presente estudio, se registró una expresión sostenida de IL-8, la cual fue 

aparentemente mayor en el tratamiento de β-glucanos de levagura en la primera 

inmunoestimuación, sin embargo para el segundo estímulo la expresión parece ser mayor en 

el tratamiento de β-glucanos de microalgas. Dado que IL-8 se expresó en todas las larvas 

analizadas, tanto controles como tratadas, es posible que la expresión de IL-8 responda a 

factores adicionales a los β-glucanos. 

La IL-10 es una interleucina anti inflamatoria que suprime la respuesta inmune. Existe como 

un gen de copia única para la mayoría de las especies, pero las copias duplicadas se presentan 

en algunas especies. En general, la IL-10 en peces, similares a los ortólogos de mamíferos, 

actúa como un supresor y ejercen un papel conservado en la amortiguación de las respuestas 

inflamatorias (Zou y Secombes, 2018). IL-10 en el día 10 presentó mayor expresión en el 

tratamiento con β-glucanos de microalga con respecto al control y el tratamiendo con β-

glucanos de levadura, en cambio en el día 17 la expresión incrementó aparentemente en 

control, disminuyendo en los tratamientos. Lo anterior indica que en las larvas de 10 dpe 

alimentadas con β-glucanos de microalga ocurrió una regulación de la respuesta inmune por 

la aparente sobreexpresión de IL-10. La baja expresión del IL-10 a los 17 dpe en las larvas 

alimentadas con β-glucanos tanto de levadura como de microalga sugiere que se mantiene 

una inmunoestimulación ya que como se mencionó anteriormente, la IL-10 es supresora de 

la respuesta inmune. 

En peces teleósteos, se ha notificado la presencia de genes TNF en varias especies (Zou et 

al., 2003), y la evidencia recopilada hasta la fecha demuestra que existen múltiples 

homólogos/parálogos de TNF. La citocina proinflamatoria, TNF-α es uno de los primeros 

genes inmunes expresados en etapa temprana de la respuesta inmunológica en peces y tiene 

un papel clave en la regulación de la inflamación. Al igual que sus contrapartes de mamíferos, 

el TNF-α de peces muestra funciones superpuestas con IL-1β. El TNF-α de peces son capaces 

de activar macrófagos/fagocitos y mejorar su actividad de destrucción microbiana (Zhang et 

al., 2012). En el presente estudio, la expresión del TNF-α fue relativamente mayor en el 

tratamiento con β-glucanos de levadura al día 10 con respecto al control y tratamiento con β-

glucanos de microalga, pero al día 17 la expresión es similar en control y tratamientos 

presentando gran variabilidad. Lo anterior suguiere que las larvas (10 dpe) alimentadas con 
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β-glucanos de levadura se encontraron en estado de inmunoestimulación por la aparente 

sobreexpresión de TNF-α que evidencia un estado pro-inflamatorio antimicrobiano, sin 

embargo, los resultados a los 17 dpe no permiten identificar con certeza una respuesta en 

términos de inmunidad entrenada. Además, la sobreexpresión de TNF-α pudo haber influido 

en los resultados de IL-1β en el presente estudio. 

Por otra parte, la molécula de adhesión intercelular específica de células dendríticas no 

integrinas (DC-SIGN) también conocida como grupo de diferenciación 209 (CD209) es una 

proteína que en los humanos está codificada por el gen CD209 y que funcionan como 

moléculas de adhesión celular y receptores de patógenos involucrados en la inmunidad innata 

y adaptativa (Figdor et al., 2002). Recientemente DC-SIGN/CD209 a sido identificada y 

caracterizada funcionalmente en pez cebra (Danio rerio) (Lin et al., 2008). Respecto al 

receptor tipo Toll (TLR), sus vías de señalización y consiguientes respuestas inmunitarias 

son muy distintas y divergentes. Se conocen dos vías principales de señalización de TLR, las 

vías dependientes e independientes de MyD88. La vía dependiente de MyD88, por ejemplo 

la señalización del receptor TLR2 de β-glucanos (Gantner et al., 2003), conduce a la 

activación del factor de transcripción NF-κB, lo que desencadena la producción de citocinas 

inflamatorias (Takeda y Akira, 2005). La vía independiente de MyD88 se transduce de TLR3 

y TLR4. Esta vía activa la producción de IFN-β (Takeda y Akira, 2004). El complejo de estas 

vías de señalización modula la respuesta inmune adecuada contra patógenos. Sin embargo, 

en el presente estudio, los transcritos CD2019 y TLR mostraron patrones de bandeo múltiple 

que pueden ser debidos a variantes o isoformas de ambos transcritos, así como a una 

amplificación inespecífica que requiere mayor análisis. En general se oberva mayor 

expresión en el día 10 que en el día 17, sin aparentes diferencias entre control y tratamientos 

(Figura 23).  

Con base en los resultados de expresión de genes de citocinas clásicas pro y anti inflamatorias 

del presente estudio podemos suguerir un efecto inmunoestimulante en larvas de pargo 

flamenco por β-glucanos de levadura y de microalga, siendo la IL-6 y la IL-10 indicadores 

de una posible inmunidad entrenada. La tabla 15 presenta un resúmen de los resultados de 

expresión génica en términos de inmunoestimulación por β-glucanos e inmunidad entrenada.  
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Tabla 15. Resultados de la expresión de genes de la respuesta inmune en términos de 

inmuoestimulación por β-glucanos e inmunidad entrenada. 

 

IL-1β Inmunoestimulación inicial por β-glucanos sin evidencia de una respuesta en 

términos de inmunidad entrenada 

IL-6 Inmunoestimulación inicial por β-glucanos presentando respuesta aparente por 

inmunidad entrenada 

IL-8 Inmunoestimulación sostenida en todas las larvas, probablemente 

independiente a la administración de β-glucanos 

IL-10 Inmunosupresión inicial en todas las larvas por regulación negativa de la 

respuesta inmune, presentando respuesta por inmunidad entrenada 

TNF Inmunoestimulación sin evidencia de inmunidad entrenada por variabilidad 

individual 

CD209  y TLR Presencia de bandeos múltiples debido a posibles isoformas o amplificación 

inespecífica  

 

Se recomineda realizar una cuantificación de la expresión génica por PCR en tiempo real 

para hacer una comparación estadística entre tipos de β-glucanos.  

Existen argumentos adicionales que pueden explicar los resultados del presente estudio. 

Primero, se deben considerar los problemas que pudieran generar las impurezas de β-

glucanos de levadura cuando se intenta describir los mecanimos moleculares de las 

respuestas inmunológicas, lo cual no ha sido reportado en β-glucanos microalgales.  Cuando 

los β-glucanos de levadura se suministran en animales inducen una amplia gama de 

respuestas (Meena et al., 2012; Novák y Vetvicka, 2009; Sakai, 1999), y es difícil identificar 

qué componente o estructura de este compuesto está induciendo cada efecto (Sletmoen y 

Stokke, 2008). Segundo, Skjermo et al. (2006) compararon el efecto de β-glucanos de 

microalgas versus levaduras. Los resultados mostraron incremento de supervivencia y 

crecimiento en larvas del bacalao del atlántico (G. morhua) al adicionar rotíferos 

enriquecidos con β-glucanos aislados de diatomeas durante la primera alimentación, en 

comparación a larvas alimentadas con rotíferos enriquecidos con β-glucanos extraídos de 

levadura. De acuerdo con los autores, los resultados obtenidos con β-glucanos extraídos de 

microalga pudieron deberse al bajo peso molecular y el alto grado de ramificación, los cuales 

pudieron generar una mejor respuesta inmunológica en larvas. Tercero, los β-glucanos de 

microalgas en general presentan características particulares como son bajo peso molecular 
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(4-40 kDa) y alto grado de remificación (0.005) que les pudieran conferir mayor capacidad 

inmunoestimulante (Rojo-Cebreros, 2017). 

Se espera que tras el desarrollo de herramientas genómicas y proteómicas aplicadas a más 

especies de peces marinos con importancia comercial, se darán a conocer respuestas 

adicionales con especial atención a la polarización de la respuesta inmune después de la unión 

de los inmunoestimulantes a su receptor (Bricknell & Dalmo, 2005).  

Además, la secuenciación masiva podría ayudar a entender los mecanismos epigenéticos de 

la inmunidad entrenada. Por ejemplo, tras la estimulación primaria, en términos de ganancia 

en accesibilidad a la cromatina, aumenta la acetilación de histonas y reclutamiento de RNA 

polimerasa II, de manera masiva y con magnitudes que no se observan comúnmente en otras 

respuestas a cambios microambientales. Estas considerables alteraciones, que en algunos 

casos resultan en activación de expresión génica, la cual es cientos de veces más alta que los 

niveles basales, en un corto lapso de tiempo, son impulsadas por el reclutamiento de factores 

de transcripción que responden a estimulación (por ejemplo NF-κβ, AP-1 y miembros de la 

familia STAT) a potenciadores y promotores de genes, que usualmente son pre-marcados por 

factores de transcripción determinantes de linaje tales como PU.1. A su vez, los factores de 

transcripción controlan el reclutamiento de coactivadores (incluyendo histonas 

acetiltransferasas y remodeladores de cromatina) que modifican localmente la cromatina para 

hacerla más accesible a la maquinaria transcripcional (Netea et al., 2016). 

Con el constante desarrollo de estas herramientas genómicas será posible estandarizar 

criterios que favorezcan el desarrollo de medidas profilácticas, y a la vez aportar evidencia 

para un mejor entendimiento de la Inmunidad Entrenada. 

 

4.7 Conclusión 

 

Los β-glucanos de levadura Saccharomyces cerevisiae y de la microalga Nannochloropsis 

oculata administrados oralmente a larvas de pargo flamenco Lutjanus guttatus activaron el 

sistema inmune innato, influyendo en la expresión de genes relacionados a la producción de 

citocinas pro-inflamatorias. La expresión de IL-6 y de IL-10 indica una posible respuesta en 

términos de inmunidad entrenada.   
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4.9 Anexos  

 

Anexo I. Secuencias de oligos.  
  

 
>Interleucina-1b | TRINITY_DN55785_c0_g1_i3 len=1217  

CAACACTGACAGCACAGCTGGTGGGATCTAAAACAAACACACTAAAGCAACCTTGAATCT 

ACTGACTTTAAGAGCTCTTCATTCAGAAAAAGATGGAATCTGAGATGATGTGCAACATGA 

GAGAGATGTGGAGCCCCAAGATGCCCGAGGGGCTGGACATAGAGATTGCCCAGCATCCAC 

TGACAATGAAGACCGTGGTGAACCTCATCATCGCCATGGAGAGGCTGAAGGGCAGCACGT 

CAGAGTCACTGCGGGGCACCGAGTTCAGGGATGAAAACCTGCTCAGCATCATGCTGGAGA 

GCATCGTGGAAGAGCAAATGGTGCCTGAATGCCGTTCAGCGGCAGGTCAGTACAGGAAGG 

GACCTATGCG TGAACACAGCGTGACCGACAGCGAGAACAGGCACCTCGTTCAGGTCCCAA 

ACAGCATGGAACTCCACGCAGTGAGGCTGCAGGGAGGCAGTGAAGAATCTAACAAAGTTC 

GCCTGAACATGGCGACCTACGCTCACCCTACACCCGTCACCGACGCCCTGCCTGTGGCTC 

TGGGCATCAAGGGCACAAATCTCTACTTGTCTTGCCACAAGGAAGGAGACAAACCAACCT 

TGCATCTCGAGGCGGTGGAGAACAATAGCAGTCTGAGCAACATCAGCTCGACCAGCGACA 

TGGTGCGATTTCTCTTCTACAAACAGGACAGTGGGCTGAACAACAGCACCCTGGTGTCTG 

TCCCCTACAATGACTGGTACATCAGCACAGCAGAGGATGACAACAGACCGGTGGAAATGT 

GTATGGAGGACAGCGACCGCCACCGTATCTTCCACATGCTGCCAAAGTAATCTCAAGAGT 

CGGATCAACCTGCTTCTGGGTGTCAAGTTTGACCCTCTTCGGGTGTTATATACTGCACGT 

CAAAAATCAGCGACAAAGATATGTTTTTTAAAAAAGCATTATCACTATTTGCTCAAACTA 

CTTCTATTTACTGTATGTACCAAGTACAGAAAGTAAAATGTTTTATGTATTGACATAGTC 

AAGTAATGCCACAGGGTGGCATCATTGTGCTACCTACTGAGGATCTTGTATTTATTATGC 

TGAATGATGTGACACACTGTTAATGCTTTGTCTATTAATTTATTTATCTATTTATACACA 

ATTTTAACATATATATGTATTTAGAGATCTGCTTACTACCAATTGTGTATTAATGTGCAG 

TGAATCTTGAATAAAGC 

 

>Interleucina 6 | TRINITY_DN112951_c0_g1_i1 len=479 

GAAAAGGTCACAGCGCTGACCAGCAGCCAGGAGGAGCAGCTGCTGCAGGACATCGACAGT 

CCCATCATTTTCAACAGAAGGATGACAGCACACAGCATTGTGTACAACCTCCGCAACTTC 

CTCGTCGATTGCAAAAGATTTATAATCAATAAGCTGAGGGCCCCAGAGGAAGTTTGACAA 

CTGCCAGTTTCTGTTCCCAAATGCTACAAAGATGAAAGTGTTAAAATACAGCTATGAAGG 

AATACCTCAGGGAAACTGGGTGGTGTTAAGGGAGAAATCATCAAAGAGCATGCTGACTAC 

ACGAAGTGAAGGTATTGTGGGTCTAAAGCAATCTATGATCCAGTAAATCTTAACACCCTC 

AGGGCTTCAACTGTCCACTATTGAATAATTTATTTAATCTTATATAATCTATTTATACTT 

GGTATTTATTAGTCATCGGAGAATCCATGGTTGTGGGTTTCTTGCAATAAAAATTCAAT 

 

>Interleucina 8 | TRINITY_DN56715_c0_g1_i2 len=1054  

CAATTACAGAGCACATGACCTCTGTACGTGTAAATACTGGAGTGCAGAATGTATATAAAC 

AGTCACTGTGATGCATGATATCCATCTGGAGAACTGAAGAACTGAAGAACTTGACAAGCA 

GTTGACTAAACAACATGAAGCTCTGCATCCTGTTGGTGTTTGGGACCCTGTTCGTCCTCA 

TTAATGGTATGCCGCCCATCAGCAGGGACTACAACAACCACTGTCGGTGCCTGCAGGTGG 

AGTCGAGGATCATCCCTCCAGACAGCCTGAGGAGCATCAAGCTCGTCCCTGAGGGGCCTC 

ACTGCCCGGAAACAGAAGTCATAGCTGGACTGGCGAGCGGGGAGAAGGTTTGCCTGAACC 
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CAAGGTCTGCCTGGGTGAAGAAGCTGATCCACTTTGTTCTTGAGAAACAACTACATCAGC 

AGGGTGCAGCACTTCCCAAGAACCAAGCATAATATCAACATGCAAATTAAAAACATCTTG 

CAAGCAAAGTTATTGAAACTAACCCCTTTCTGCAATGATGAGCCATGCTGTTTTACTTTA 

ATAACAAATAACACAATATTTAACCCGGTTTGCTTAACTTAAAGAACTTCTTTTAATTAT 

GTTTATGACTTCTGTTGTTATTTTAGCTTTTTGTGTTTTCAGAACTGTATTTCTACTGAA 

TGTTTTCTACACAAACCTTTTGAAATAACACTGATTCTGCATTTATATTATGTTGGAAAG 

TGCAATGAATGACTTGGAAGTAAGCAATCAGTGATGTAATGTAAAGCTGTGAGAAGACTT 

TGTGTGCACAAGGTATTTAATTATGCTTATACAAAGTCAAGTGAGACATGAAATGTAAAT 

CATCTCTGTGCATAGACAGTTTTGTTGTATGACCTTTGAAAGGAGACACTGTATGAAGCA 

TCGACTATTTAATGTTGTAATATGTAAACATATCATTTCTATGTAATTGTTCTATTGGTG 

AAGCTTTTCTAACAATAGCATGACGTGATCCATTGCTTTGTTAAGTGCCTAATGAAGGAC 

TTGAGAAAGAATACTGAAAAATCCAATGTGAGGC 

 

>Interleucina-10 | TRINITY_DN45558_c0_g2_i1 len=997  

CAAGGTCCTACCAACAAGATTTCTCTTGTCAGGAGTCAGAGAGCCTCTGCGTCCATTAAG 

CCAGCAAAATCCTCTTCATCTTCTTCATCTTCTCTGCCTCCAGTAAGAAGACTTCAGCAG 

CTTGTCTCCACCAGCATCATGACTCCTCGGTCTCTCCTCCTGTGCGTCCTGATCAACTTG 

TCTGTCCTCTGCACTGTGTGGTGTAATCCCATGTGCAACAATGAGTGTTGCCGCTTCGTA 

GAGGGCTTCCCTGTCAGACTCGAGAGGCTCAGGGCGGACTACTCACAGATCCGAGGCTAT 

TATGAAGCAAACGACGACTTGGACAGAGCGCTTCTAGACCAGACCATCGAGCATTCTCTT 

AAAACGCCGTTTGCCTGCCACGCTATCAACAGCATCCTGGGGTTTTATCTGGGTACCGTT 

CTGCCAGAAGCCCTGGCCGAAGTGACGGAGAACACCAGGCGCCTTAAGCCTCACATGGAG 

TCCATACAGCAGATCTTCGACCAGCTGAAGACAGATGTCACCAGATGTAAACATTATTTT 

GCCTGCAAGAAACACTTTGACATTACAACGCTAAACTCTACTTATACTCAGATGGAGAGT 

AAAGGTCTATATAAGGCCATGGGTGAGCTGAATCTGCTGTTTAACTACATTGAAACCTAT 

CTGGCTTCTAAACGACCGAAAAACCATGTGGCCTCTGCTTGAAGACCTCCTGATCCTAAT 

CAAAATGTGACCTTGTCATCTCAGGAAAAGGAAAAAAGTCACTGAACCTTGCACTCTGTT 

ATATTTAATCCGTTACTTTCAGTGTTACTGCCAGATGCAGATTTTATATTGTGAATCTTC 

TGAACTGAGGTTTGTTGAGACATTGTTTACTTTTTTGTCCTGAGGACAAGTCTTTTGACC 

ATATTGCGTCCTATTCATGTGAACTTATAACTCAAAGTGGCTGTGATATTTATTTTTTTA 

TCATTAATATTATGTATTTATAATGAATGAAGGATTT 

 

 

>Factor de necrosis tumoral | TRINITY_DN67823_c0_g1_i2 len=1317  

GCAACACAAAGAGAGAAGTATCAACACAGCACCCAGCCAAGTGCTCGACTGGTAGATATT 

TCCAAACAGTAAAGACTGAGATCTGAGCTGTGCACACAGTATGGTGGCATACACAACTGC 

ACCAGGTGATGTAGAGATGGGTGTTGAGAAGAGGACGGTAGTTCTGGTGGAGAAGAAGTC 

ATCTACACGAAGGATGTGGAAGGTGTCTGCGGCCCTTCTCTTTGTGGCCATTTGTGTCGG 

AGGTGTCCTGCTGTTCGCTTGGTACTGGACTAGAAGACCAGAGATGCAGACACAATCAGG 

CCAAACAGGAGCACAAACCGGGAGGGAAGCTTCTGAGAAAACAGATCCCCACTACACGCT 

CAGGCGCATCAGCAGCAAAGCCAAGGCAGCCATCCATTTAGAAGGTAGCTACGACGAAGG 

CGAGAACTCAAATCACCAACTGGAGTGGAAGAATGGTCAAGGCCAGGCGTTCGCTCAGGG 

TGGCTTCCGACTGGTGAACAACGAGATCATCATCCCGCAAACCGGCCTCTACTTCGTCTA 

CAGCCAGGCGTCGTTCAGGGTGTCCTGCAGCGATGGCGACGCTGATGGAGCGGGAAAAGG 

CCTCATGCCTCTCAGCCACCGGATCTGGCGCTACTCGGACTCCATCGGCAGCAAAGCCTC 

TCTGATGAGCGCGGTGAGGTCGGCGTGCCAAAACACTGCTCAGGATGACAGCTACAGAGA 

CGGACACGGCTGGTACAACGCCATTTATCTGGGCGCCGTGTTCCAGCTGAACAAAGGAGA 

CAGACTGTGGACGGAAACCAACCAGCTGTCAGAGCTGGAGACAGAGGAGGGAAAGACTTT 

CTTTGGCGTGTTTGCACTTTGAAATGACTCTTTGCTGTGATGCTAACAGAGCAGATACAA 

AGCTCTGCACAGTGTCATAAGTTTGGACTTTTATTTAAATATTATGTATGTTTGTTGTTT 

CTTATTTTTTTTATTATTTTGATTATTCATCTTCGTGATGATGTAGAAATGTTTAAATCT 

CAATGGAGATAAAGCTTTCAGCCGATCAGGCGGTGCTGACGTTTAAAAATCCTATAAACT 

GTAACAGTTTGCAACATTTTTTAGGCACTTTTTGTACATGTTGACCTGAGATTGTAGTAG 

ACCAGACTTCCTCTGCTGTATCAGACGACAACAGCTCTTCACTAGAGAGTTTACGTTCAA 

GGATTACGAGGATTAAGTATGTGCAGAACTATTATCGTGTACTATTACAACTTGTATGTA 

TTTATTTGTATTTATTTATATTTAAATTGTTCGGATTAGGTGTTAAAGATTATATTT 

 

>Receptor tipo  Toll | TRINITY_DN76449_c0_g1_i4 len=3921 

ATTTGACTGCTTTACTTCAGCCTGCTTCTAAATGATCATATCAGGAGCAGTTGATCAAAT 

TCAAGAGGCCCACAGTTTTCCTCCTGGGAGTATATTTTCATGCTCACTACCTCTTTTCAC 



 

165 

 

 

 

GCTGCTCCAGCTCTGAGTTTTTACTTCCTCTATATAATCATAAAGACACTCTTGAATTCA 

CTCTCTCGCCTTGTTGAGTTTGTCCCTTGTCATTGGGAACCAGCTCTGCAACAAATCAGT 

ATGGGACCCCAAACCAACCTTTACTTCACCCTCCTCTTCCTCCTCTTCTCCATCTGCCGG 

GGTCAGAGGTCAAACCCGGATGGCGAGAGGTCGTCCTGTGATCGCTGTGACCTGCAGCTC 

TCCTGTAACTGCTCTTATGGCGGATTTGCTCATGTTCCCATGGTAACAGAACATGCCCAG 

ACTCTCGATCTCTCCTTCAACAACATCTCCGTGGTGACCGCTGATGATCTGAAAGGCCAC 

AGACAACTGAAGGCTCTGAGTCTCCAAGGTAACAAACTCGCTGTGATCCACCCGTCAGCC 

TTTGACTCTCTGTGGAGCCTGGAGGAGCTCGATCTGTCTGACAATCAGCTGACTGCTCTC 

AACTACAAGTGGTTCAGCAAATTAGCAGCTCTGCAGAACCTCAACCTGCTCAACAACCCA 

TACAGCTGCCTGGGTTCTCCTCCAGTGTTTCAGGGTCTGTTCAGGCTGAGGAGGCTGGGC 

TTTGGAGGTCCTGCTCTGGAGGAGCTGAAGAGACCAGATCTGTCTGGAGTCACTGAGCTG 

GAGGAGCTCACTGTGCACGCTAACAATCTCATGAGGTATGAGCCCGGTACTCTAGCAGAT 

ATTTGGCCGTTGGGTCGCGTCACGGTGAGCCTCCACAATCCATTTTTGACAAACGTAGCC 

TTAGCCTCGGCTATGCTCGGTGACGTGACGTACCCTGAGACGCCTCTCGTTCTGGAAGGC 

CTCCATCTGATTGGGAATGAGTCTGTTCAGCCCTTCAATGTGCTCGCCGGGAGGAGACTC 

AGGGACATAACCTTACGCAACGTTTCTGTGTCCGATGAGGTTATTATTCACTTCCTGGAG 

GCTTTTGATGGAGTTCCACTCACCTCCATTTCGGTGGAAGATGCTACGCTGACGGGCGAG 

GGCAGGTGGGAACCGGCCAATAAAACTGATCTCAAAAGCATCGACAAGTTTATCGTACGA 

AACGTTGTGGTGCTGAACGTCTTTAGGTTTGTCTCATTTCTACAGCTGGGATTCCTGCTG 

AACTATCCCAGGATGGTGGCCGTCATAAATTCTGGGGTAAAGAACATGGTGTCATTTGTC 

ACAAGTACACAACAACAACATGGTAGCTACTACATCACTTCGATTACCTGTTCTAGTGAC 

ATCTTTCATCACTCCTTCAATAATGACTGCATTGGAAAGCACAGCTTTTGCATAACAGCT 

GAATAAAGTTGGTCCCCAGTGGCACTTCAGTCCACTTTCTTCTTTCATGCTTCCTGTATG 

TGCTATGAGCTTGCCTCATCATTTCGTAGATGGACCCGTAAAAGCAACATATTGTCACAT 

CTAGCTAGCTAGCATTTGATGTGTATTAGCAAATGATTAAAGTAGATTAGCGAGCTTGTG 

AGGTAGCATTAGTTAACTTAATGTGTGACTAATTAATATACACCATTTTGAAAACTTACT 

TACTTTTCAGTAAAGTTAAGTCTACAGCATATCTAGCATATCTAGTACAGGAAAGGTCCC 

ACTTGATAACAAGCTTGCAAATGTTACTGGGGCACAGAGGGAAAAGGGTCGATTCAGACA 

CCACATGTATTTACATTTTGAACAATTTTGGCCCCAAAAGAAGAAGAAATAAATGACTAA 

ATTTCCATCCAGTTGATGAACAGTGTTGCATGACCTGGGAGAATAATGTTGTAACCATGT 

TTTTCCCAAATACCCTTTGATTTTGAATTTGTTTCCTCGTCCAGAAAAGTATAAGTAATG 

TTAGATCATCACTGAACCACAATGGTACTTGCTACTGGGCTTTAAATACTTTGGGTCCTC 

TGCAGAGATGAGGTACCTTTGTCTTTTTCTGACCTTTGGTTGAACCACTGTACGGTATTA 

TGTTCTCCATGTATGAAACCTTCTTCTTGTGCAAATCCTTCATCAGTTACTGCGCACACT 

AAATTTTACCACAAATACCTATGCTTCATTAGGGAACGCTGACTTTTGCCCTCAGGTGTT 

TGTGATGCCCTGTCTCACATCCCGTCTGCTAAAGAGCCTGCAGTACTTTGACCAGTCCGA 

CAACCTGCTGACTGACATGACTCTGGCTGAAACACTGTGCTACGGAGATGGAACACTGAA 

GGATGTCCGAGTTTTAAACCTCAGCGGTAACGCTCTAAAGTCTTTCTCCACAATGACATG 

GCTGGTTGCAAAGCTCTTCAAACTGACCCATCTGGACATCAGCAGGAATGCATACAGCTC 

CATGCCCCAGACCTGCTCTTGGCCCTCCACTTTGCGATACCTCAACATCTCCGGGGCTAA 

ACTTACAACCATCACCGCTTGTCTACCCATAACTCTGGAGGTGTTGGATCTGAGCAACAA 

CGATCTCAAAGACTTCTATCTGCCCCTGCCGGCCCTGAGAGAGCTCTACCTCTCTGGGAA 

CAAGTTTCTGAGGCTGCCCCCTGGATGGCTGTTCCCTAATCTGCAAACACTGACAATGCA 

GTCAAACACTTTGAACATGTTTGGACATTCAGACCTTCAGTCATACCAACGACTCCAGAG 

CCTCCAGACGGGTCAGAACAAATTCGTCTGCTCCTGTGACTTTGTCCACTTCTTCCAGTC 

AGGTGTTAAAGGAGGTGGAGCTGTGTATTTAAGGGATGGAGATGTGCAATTAATAGACAG 

AGAGGAGAACTACATCTGCGACTCTCCTCTCTACCTGCAGGGGGAACTGGTGGGTCGAGT 

TCAGCTCACCCTTGTTGAGTGCCATCGGGTTTTGGTTGTGTCTGTTAGCTGTGGGGTGGC 

GCTGTTTGTTGCCATTGTGTTGTCTGTCCTGCTGTGGCGCCTCCACGCATTCTGGTACCT 

CAAGATGACGTGGGCGTGGCTGAAGGCCAAGCGTAGCTCCAGGAAACGGCGGCGACAGAG 

AGATGGAGTGGGTTCAACAGAAGCATTGCTGTCATTTGACGCTTTTGTGTCCTACAGCGA 

GAGGGATGCAAGCTGGGTGGAAAACTACTTGGTACCTGAGCTGGAAGAGCCAAGGGAGAA 

TGAAGACGGCTCAAGGCACCGACCTCTTACCCTGTGCCTCCACAAGCGGGACTTCCTTCC 

TGGACAGTGGATTGTGGACAACATCATGAGCGCCATGGAGCGCAGCCGGCGGACCGTCTT 

TGTCCTCTCCGAGAATTTTGTCCAGTCTGACTGGTGCCGCTATGAGCTGGACTTCTCCCA 

CTTCTGGCTTTTCGACGGGGATGGCGAAAGAGACGCGGCCATCTTGATCCTGCTGGAACC 

GCTGGCCAAGGACGATGTCCCCAAACGCTTCTGCAAACTGCGCAAACTCATGAGCTCCAC 

CACATACCTGGAGTGGCCTCAGGAGGAAGAGAAGATGGGGGAGTTCTGGAGGAGCCTCCG 

CAACGCTCTGAGAGTAGGAGAGGGCGAGGACTATTGAGAGGGAAAGATAAAGTGATGAAG 

AGAAAGCATCATGAGTAATGGTCTTATCATTGAATTTTCCTCAGGAAAGATATAGACTAT 
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AACCAGACTAAGACTTTTAAGTTTTTATATGTACAATCTCAATTCCATGAAAGTTACGAT 

GCTGTTTAAAATGTAAATAAAAACAAAATGCAGTGATTTGCAAAATCTTTTTGACCTACA 

CTCAACTGAATACGTTACAAAGACAAGATATTTAATGTTCAAACTGATCAACTTTATTCT 

TTTTTGTAAATATACACTCAT 

 

>Grupo de diferenciación 209 | TRINITY_DN81410_c0_g1_i7 len=993  

CAGAAACCGCACCAAGAAACACCGACAGCAGCATCCGTGCATCACATCACATCGCTGAGT 

TTATCCACCGTAGTTAGAACGGCTCTACTACACTAGAGCAGATTAAAGTTTGACTGCAGC 

GTCTCAGTCCTCTCAACATGTCCTGCGATATTTACGCCAAACCAGATTTGACAAAGAAGG 

TGAGATACAACAGAACGGAGCAAGAAGATGAGGTGGAGTGGGAGGAAAGGGAGGTGGATA 

TCTACGAGAGTGCCGACGCTGTTGGACACGATCACACTGATGTTCAGTCACATGGTGGAG 

GAGCACAGGATGAGAGGCTTTGTGAAGCCGTCTACAGGAGGCCTCTCACTGCTGCTGTTG 

GAGGTCTGTGCTGTCTGCTGCTGATCGGAATCATCACCTTATTCATATACTTCACTTTGA 

AAATAGACCAGCTCCAGGAAATAAATTCAGCTATAAAAGTCAACAACAGCCAGATGATGA 

ACAGCTATGAAACACTGAGTAAAAATCACAGCCAGCTACAGACAGAAATAAAGCAGCTGA 

CGGACAAAATGTCAGACATGACAGTCAACAACAACAAGCTACAGGATGAAATAAAGCAGC 

TGAAGGACAAAATTGAAGGGAAGTGTCCTGAGGGATGGAAGAGATTTGGATGCAGTTGTT 

ACTTTAAATCCACTGAGACGAAAACGTGGTCTGAGAGCAGATCTGACTGTCAGGACAAAG 

GAGCAGATCTGGTGGTCATAAACAACAAAGAAGAACAGAAATTTCTCACTGGGCTGAATG 

CGTATGGACTGTTCTGGATTGGTCTACGGACAAGTTGGAAATCTGGAAAATGGGACTGGG 

AATGGGTGGACGGATCACCGCTGACAGAAATGTTCAAGGAATCAGGACTGTCACTATATT 

CAGCGCAGCAGTACAGAGCAGCAGCATGCTGTGATCGACAAGGACGATGGACACATACAG 

AGAATTATAGTGATTCTACGTACTGGATCTGTG 
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5. Conclusión general 

________________________ 

 

 

 

Las cantidades probadas de NaOH 0.5N (17, 25.5 y 34 mL) presentaron porcentajes de 

floculación mayores al 80%. Sin embargo, con 17 mL de NaOH 0.5N aplicados en cosechas 

densas de Nannochloropsis sp., se puede lograr alta eficiencia en la recuperación de la 

biomasa celular (94.9%) a bajo pH (9.7) y en un lapso corto (<60 minutos). Esto pone en 

evidencia que la dosis requerida de hidróxido de sodio estuvo en función de la densidad 

celular y que como agente floculante único, el NaOH 0.5N es conveniente para producir 

concentrados de Nannochloropsis sp. en particular para realizar la extracción de compuestos 

bioactivos como son los β-glucanos. En la caracterización parcial de β-glucanos de 

Nannochloropsis sp. se concluyó que los carbohidratos de Nannochloropsis sp. representaron 

hasta el 17 % de su composición orgánica y el espectro de infrarrojo indica que el extracto 

posee gran cantidad de grupos funcionales que pertenecen a compuestos orgánicos tipo 

glucosa. Por otra parte, el espectro de resonancia magnética nuclear de protón para el extracto 

de carbohidratos muestra un cambio de entre los 4.5 y 5 ppm. Esto indica protones juntos y 

en posición de ramificaciones, indicios de polisacáridos tipo β-glucanos. Además, como 

resultado de la cuantificación enzimática de β-glucanos, las cepas de Nannochloropsis (NN-

X-1, CIB76 y NpUNAM) presentan del 23 al 31% de peso seco en forma de carbohidratos, 

de los cuales del 14 al 21% son β-glucanos, desde fase estacionaria en cultivos por lotes. El 

contenido individual de β-glucanos es ~1 pg cel-1, con una productividad volumétrica 

máxima de 81.55 mg l-1. Nannochloropsis (particularmente NpUNAM), tiene un gran 

potencial para la producción industrializada de β-glucanos y debido a sus posibles 

características moleculares, se estima que existen posibles aplicaciones como 

inmunoestimulantes. La investigación futura es necesaria para caracterizar β-glucanos 

aislados de Nannochloropsis, optimizar su producción y evaluar su capacidad como 

inmunoestimulante. Complementariamente, se confirmó que la inmunidad por transferencia 

materna dependiente de IgM es corta en el pargo flamenco Lutjanus guttatus, por lo que 
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presenta una ventana de susceptibilidad inmunológica larvaria que es cubierta por la 

respuesta innata. La última etapa de la ventana de susceptibilidad inmunológica (35-40 dpe, 

15-23 mm) puede ser considerada apropiado en la plenación de los futuros programas de 

vacunación para esta especie. Finalmente, se concluyó que los β-glucanos de levadura 

Saccharomyces cerevisiae y de la microalga Nannochloropsis oculata administrados 

oralmente a larvas de pargo flamenco Lutjanus guttatus activaron el sistema inmune innato, 

influyendo en la expresión de genes relacionados a la producción de citocinas pro-

inflamatorias. La expresión de IL-6 y de IL-10 indica una posible respuesta en términos de 

inmunidad entrenada.   

 


