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RESUMEN

En acuicultura, la intensificacion actual del cultivo de camaron favorece la vulnerabilidad
de su sistema inmune y como consecuencia las enfermedades se manifiestan causando
mortalidades altas. Con la finalidad de contrarrestar enfermedades bacterianas, se han empleado
antibioticos (oxitetraciclina, florfenicol, entre otros) como agentes profilacticos y/o terapéuticos.
Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud ha expresado su interés en reconsiderar el uso
de herbolaria como alternativas para potencial terapéutico, ya que la medicina empleada genera
residuos en tejido y resistencia bacteriana. El objetivo del presente trabajo fue evaluar in vitro e
in vivo la eficacia antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de Mangle rojo (R. mangle) y
Mangle blanco (L. racemosa) sobre bacterias del género Vibrio en camaron blanco en infeccién
experimental. Las hojas pulverizadas de cada mangle se combinaron con alcohol al 30% vy se
analizaron para perfil fitoquimico y actividad antioxidante, y se evaluaron con cada bacteria (V.
harveyi CAIM1792 y V. campbellii CAIM333) mediante antibiograma de discos y concentracion
minima inhibitoria (MIC). Los compuestos encontrados en los extractos presentaron diferencia
significativa (p<0.05) en flavonoides (1.96 £ 0.71 y 2.60 + 0.15 mg QE/mL) y polifenoles totales
(4.50 £ 0.26 y 3.36 £ 1.29 mg GAE/ mL), los halos de inhibicion para cada extracto fueron 20
mm + 2 para Mangle rojo (Mr) y 18 mm £ 2 para Mangle blanco (Mb) en V. harveyi y en V.
campbellii, Mr presenté halos de 21 mm £ 2 y Mb con 25 mm = 1; los resultados de MIC para
ambas bacterias fueron de 1.65 g/mL. Los alimentos adicionados con los extractos se pusieron a
prueba mediante una infeccion experimental por inyeccion en organismos P. vannamei con una
concentracion de 1 x 102 UFC/mL, en V. harveyi, la sobrevivencia con Mr fue del 53% y con Mb
fue del 70%; por otro lado, en V. campbellii, la sobrevivencia fue 90% con Mr y 80% con Mb,
respectivamente. Estos resultados se confirman mediante analisis histoldgicos, ya que los 6rganos
y tejidos de los organismos tratados exponen un grado bajo de severidad. Por lo tanto, Mr y Mb
son excelentes candidatos para el tratamiento de enfermedades generadas por estas bacterias del

género Vibrio.

Palabras clave: camaron, Vibrio, mangle, antibacteriano.
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ABSTRACT

In aquaculture, the rapid expansion of shrimp farming has led to the vulnerability of the
shrimps’ immune system and as a result disease outbreaks that cause high mortality have
occurred. In order to counteract bacterial diseases, antibiotics (oxytetracycline, florfenicol,
among others) have been employed as prophylactic and/or therapeutic agents. However, the
World Health Organization has expressed interest in reconsidering the use of herbal medicine as
a potential alternate therapeutic option, since actual medicines generate tissue residues and
bacterial resistance. The aim of this work was to evaluate in vitro and in vivo the antibacterial
efficacy of hydroalcoholic extracts of the Red Mangrove (R. mangle) and the White Mangrove
(L. racemosa) on bacteria belonging to the genus Vibrio in white shrimp (P. vannamei) by
experimental infection. Leaves of both mangroves were pulverized and 30% alcohol added, and
the samples were analyzed for phytochemical profile and antioxidant activity. Trials were
conducted using antibiogram discs and minimum inhibitory concentration (MIC) to evaluate the
effect of the extract on the pathogens V. harveyi (CAIM1792) and V. campbellii (CAIM333). The
compounds found in the extracts gave significant differences (p <0.05) in flavonoids (1.96 + 0.71
and 2.60 £ 0.15 mg QE / mL) and total polyphenols (4.50 = 0.26 and 3.36 = 1.29 mg GAE / mL)
with the inhibition halos for each extract being 20 mm + 2 for Red Mangrove (Mr) and 18 mm +
2 for White Mangrove (Mb). For V. harveyi and V. campbellii, Mr presented halos of 21 mm + 2
and for Mb halos of 25 mm + 1; while MIC for both bacteria was 1.65 g/mL. The effects of food
with extracts added was determined by injecting 1 x 108 CFUs/mL of V. harveyi and V.campbellii
to challenged P. vannamei. Results show that survival for Mr with V. harveyi was 53% and for
Mb it was 70% while for V.campbellii it was 90% with Mr and 80% with Mb respectively. The
degree of severity on the organs and tissues of the treated organisms after evaluation was low,
this was further confirmed by histological analysis. Therefore, Mr and Mb are promising
candidates for treating diseases caused by bacterial pathogens of the genus Vibrio.

Key words: shrimp, Vibrio, mangrove, antibacterial.
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1. INTRODUCCION

Actualmente el 60% de los alimentos del mar ya se producen con acuacultura (Mendoza-
Escamilla, 2018). Los sistemas de produccion acuicola de crustdceos se han convertido en la
industria de mas répido crecimiento dentro del sector primario y casi triplican ya a los volimenes
obtenidos por los métodos de pesca en estero y en alta mar (Vargas, 2019). El cultivo de camaron
se ha visto afectado por brotes de diversas enfermedades que han llegado a convertirse en uno de
los principales retos a resolver (CESASIN, 2017). Entre las enfermedades bacterianas destacan
las provocadas por Vibrio harveyi y Vibrio campbellii, causantes de enfermedades en el camaron
blanco como bolitas blancas, vibriosis sistémica, vibriosis luminiscente, necrosis aguda del
hepatopancreas (AHPND, por sus siglas en inglés), sindrome “Rojos vivos”, entre otras (Varela
& Choc-Martinez, 2020).

La acuicultura actualmente depende del uso de productos quimicos y biol6gicos para mejorar su
produccién; encargados de mejorar la productividad en los criaderos, mejorar aspectos como la
supervivencia y eficiencia alimentaria (Dixon, 2000; FAO, 2015). Actualmente existe un uso
indebido de farmacos dentro de la produccién, por lo cual muchos de estos compuestos han
generado resistencia frente a los patdgenos de origen bacteriano (Rosado, 2018).

Para el control de enfermedades bacterianas se utilizan antibiéticos como: oxitetraciclina (OTC),
enrofloxaxina (ENRO), florfenicol (FFC), sarafloxaxina (SARA) y ormetoprim-sulfa-metoxazol
para la trata de vibriosis. La creciente preocupacion por parte de las autoridades sanitarias, tanto a
nivel europeo como mundial, en relacion con el aumento de las resistencias bacterianas a los
diferentes antibioticos, llevo a la Comision Europea y a sus agencias a establecer una estrategia
comun para afrontar este problema. Como consecuencia de esta inquietud, nacid el Plan de
Accidn sobre Resistencia a los Antibidticos (PRAN), cuya duracion seria de cinco afios en una
primera fase, en el que se instauro la prohibicion del uso de antibioticos en medicina veterinaria
como promotores de crecimiento (Buschmann et al., 2012; Romero et al., 2012; Xiong et al.,
2015; Behbahani & Yazdi, 2015, Aznan et al., 2018).

Ademas de lo anteriormente descrito, junto con la mayor influencia en procesos de la inocuidad
alimentaria, las progresivas preocupaciones por la salud animal y la proteccion del ambiente y el

incremento del costo de los alimentos balanceados son factores que hacen de los aditivos
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alimentarios alternativos foco de atencion entre cientificos, nutricionistas fabricantes de
alimentos y productores.

El uso de plantas y sus compuestos se han usado en la nutricion y medicina humana desde
tiempos remotos. Los aditivos fitogénicos (derivados de plantas) comprenden una amplia gama
de plantas, como hierbas, especias y aceites esenciales vegetales (extractos de compuestos
vegetales volatiles, principalmente hidrocarburos que contienen la mayoria de las sustancias
activas de la planta) y oleorresinas (extractos basados en disolventes no acuosos) (Ferreira et al.,
2019; Robles, 2018).

El mangle rojo, una planta tropical con alto contenido en polifenoles, posee propiedades muy
potentes como cicatrizante, antiséptico, antimicrobiano, antiulceroso, antiinflamatorio,
antioxidante, entre otras; actualmente esta siendo muy demandado por sus beneficios en la trata
de problemas de la piel, el cancer, cardiopatias y problemas neurodegenerativos, como el
Alzheimer. Por otro lado, el mangle blanco contiene taninos los cuales curten pieles; la corteza y
hojas tienen propiedades medicinales astringentes y ténicas (Fickert, 2020; Garcia & Bedoya,
2020).

Teniendo en cuenta el potencial farmacoldgico de los extractos de manglar, se requieren estudios
mas especificos para que se puedan identificar y seleccionar las mejores opciones; un ejemplo es
Acanthus ilicifolius (planta de manglar), el cual fue probado para una gama diferente de
actividades biolodgicas, incluida la actividad antimicrobiana contra 5 patdégenos de Vibrio tales
como V. harveyi, V. alginolyticus, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y “V. alcaligenes” (Manilal
et al., 2009).

Dada la resistencia bacteriana a antibioticos presentes en cultivos de camarén, los productos de
origen natural son una excelente opcion que favorece el control de enfermedades y, por ende,
conseguir una mejor supervivencia en cosecha; por lo que en este trabajo se evaluo la eficacia
antibacteriana de extractos de mangles sobre cepas del género Vibrio en camarén blanco

(Penaeus vannamei).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Acuicultura en México

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos, tanto en zonas costeras como en estanques
de cultivo; datos obtenidos de CONAPESCA (2017) ubican al camardn en el segundo lugar de la
produccion pesquera en México, con una tasa media de crecimiento anual del 1.67%; en cambio,
por su valor econdmico es posicionado en el nimero uno.

Las estadisticas presentadas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO) la denomina como “el sector de produccion de alimentos de mas rapido
crecimiento”, ya que el 50% de las especies acuaticas estdn destinadas a la alimentacion mundial

(FAO, 2020).

2.2. . Enfermedades Producidas por Bacterias en los Cultivos de Camaron

Durante la Gltima década, la produccion de camarones se ha caracterizado por una alta presencia
de enfermedades bacterianas y virales en los cultivos (Morales-Covarrubias et al., 2018), que, al
no ser tratadas a tiempo, han derivado en epidemias y afectado la economia de los productores,
asi como a las fuentes de trabajo (Tenecota et al., 2018).

Entre las enfermedades de origen bacteriano reportados en los sistemas de cultivo, destaca el
género Vibrio; éste causa enfermedades econdmicamente importantes, ya que afecta la
produccion de un gran numero de especies en diversos paises (lbarra, 2015; Orellana-De
Granados, 2017; Barreno-Coba y Martinez, 2018).
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2.2.1. Género Vibrio

El género Vibrio se encuentra con mayor abundancia en ecosistemas marinos. En él convergen
especies patdgenas como V. alginolyticus, V. anguillarum, V. campbellii, V. carchariae, V.
damsella, V. fischeri, V. harveyi, V. logei, V. mediterranii, V. nigripulchritudo, V. ordalii, V.
orientalis, V. parahaemolyticus, V. pelagicus, V. penaeicida, V. splendidus y V. vulnificus. Estas
especies han dado lugar a la presencia de enfermedades como Sindrome de la gaviota (también
conocido como vibriosis sistémica), Vibriosis luminiscente, Bolitas blancas, Sindrome “rojo
vivo”, AHPND, entre otras (Perea et al., 2015; Varela-Mejias y Pefia-Navarro, 2017; Jimbo-
Jaramillo, 2017; Varela-Mejias et al., 2017; Tenecota, et al., 2018; Pefia-Osorio y Cuéllar-Anjel,
2019; Coque, 2019).

Los signos clinicos relacionados a enfermedades de este género son organismos con opacidad
muscular y tracto digestivo vacio, presencia de camarones moribundos nadando cerca de la
superficie y en orillas de los estanques con coloracion amarillenta en branquias o en decubito

lateral al fondo del estanque (Morales-Covarrubias, 2008).

2.2.2.1 Vibrio harveyi. Es una bacteria condicionalmente patdgena; cuando el organismo huésped
estd inmunodeprimido o fisiologicamente estresado, se producirdn brotes bacterianos a gran
escala; esto se atribuye a cultivos intensivos y condiciones ambientales adversas (Zhao et al.,
2020). Vibrio harveyi es causa importante de mortalidad en camarones de cultivo en el noroeste
de México, ya que es portadora del gen hemolisina que infecta larvas y camarones en desarrollo,
causando dafios principalmente en el hepatopancreas (Chen et al., 2015). El factor de virulencia
contribuye a formar biopeliculas y secretar proteasas, hemolisinas o lipopolisacaridos que son
toxicos para el organismo (Bermudez-Almada et al., 2017). Se sabe que la hemolisina es una
exotoxina que lisa la membrana de las células sanguineas del huésped, lo que representa un papel
critico en la infeccion (Setiawan et al., 2015). La histologia en el hepatopancreas muestra atrofia
tubular y necrosis, infiltracion hemocitica y una menor prevalencia de células ribosomales (R) y
células secretoras (B) (Wing-Keong et al., 2015). Otros examenes histologicos muestran

aglomerados de bacterias en todos los 6rganos y tejidos del organismo, lo que conduce a vibriosis
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sistémica (Zhao et al., 2020).

En estado larvario, esta cepa produce las enfermedades de “Bolitas blancas” (o Sindrome de Zoea
I) y bacterias luminiscentes, causando hasta el 100% de mortalidad (Otero-Gonzalez, 2018).
“Bolitas blancas” esta caracterizado por la presencia de pequefias formaciones de color blanco en
el hepatopancreas del camardn, las larvas infectadas presentan falta de apetito, nado erratico y
mortalidades elevadas (Reyes-Delgado, 2018). La enfermedad de bacterias luminiscentes, de
acuerdo con su avance de infeccion, colonizan masivamente los apéndices en el trato digestivo y
se extiende al intestino medio y hepatopancreas, convirtiéndose en una septicemia generalizada;
este grupo de bacterias pueden ser visibles en las larvas por la noche, teniendo en cuenta que se
deben observar en el organismo, y no en el agua (Sathish-Kumar et al., 2017).

Por otro lado, en organismos de cultivo ha sido reportada la enfermedad del Sindrome “Rojos
vivos” en el Noroeste de México (Soto-Rodriguez et al., 2010). Los signos clinicos que presentan
los organismos son nado erratico, letargico, opacidad en masculo abdominal, coloraciones rojizas
en cuticula, asi como presencia de melanizaciones rodeando dichas manchas; las alteraciones
histoldgicas que se observan son atrofia y necrosis de los paquetes musculares, presencia de
aglomerados bacterianos con o sin melanizacion en 6rgano linfoide, corazon y tejidos conectivos
(Soto-Rodriguez et al., 2012).

2.2.1.2. Vibrio campbellii. El clado Vibrio harveyi consiste en él y sus especies estrechamente
relacionadas V. owensii, V. jasicida y V. campbellii, ésta Gltima catalogada como uno de los méas
importantes patdgenos en acuicultura (Huei-Mien et al., 2016; Noor et al., 2018). V. campbellii
se ha utilizado previamente para monitorear cambios en la inmunocompetencia de crustaceos
expuestos a una variedad de estresores ambientales, ya que se adapta a los cambios ambientales
gue causan una alteracion critica desfavorable para el cultivo en condiciones de laboratorio, asi
como una mortalidad significativa en cultivos de organismos acuaticos (Norouzitallab et al.,
2015; Thirugnanasambandam et al., 2017; Leads et al., 2019). Los factores implicados a esta
patogenicidad incluyen la formacion de biopeliculas y motilidad de la natacién (Yang et al.,
2017).

Ademas de V. parahaemolyticus, a esta bacteria también se le atribuye AHPND (Han et al., 2016;

Wangman et al., 2018). De acuerdo con Dong y colaboradores (2019) al comparar ambas cepas
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resultan positivas para los genes de virulencia para pirABvp con patogenicidad similar. Los
organismos presentan nado erratico, encontrdndose la mayoria en el fondo del estanque, con
hepatopancreas de coloracion palida o blanquecina y atrofia severa; el intestino con presencia
entrecortada de alimento y algunos sin alimento con una secrecion blanquecina y el musculo
abdominal opaco con exoesqueleto suave (Han et al., 2015; Xiao et al., 2017; Dong et al.,
2017a). Por histologia se observa encapsulacion de células y tabulos, infiltracién hemocitica
severa, presencia de aglomerados de bacterias en lumen de los tibulos, nédulos hemociticos con
y sin melanizacion y en las paredes de los tabulos melanizados y necroticos (Dong et al., 2017b;
Kumar et al., 2019).

2.3. Antibioticos en el Cultivo de Camaron

Navarrete-Soriano (2015) define un antibiotico como sustancias producidas por organismos
animales y vegetales, o bien por sintesis quimica, y que por dosis requeridas tienen la propiedad
de inhibir el crecimiento e incluso destruir bacterias y otros microorganismos. Este es uno de los
métodos més utilizados para el control de enfermedades, tanto en larvicultura como en el engorde
del camarén (Ramon-Espinoza, 2020). Los antibidticos de uso comun en cultivos de camaron son
oxitetraciclina (OTC), florfenicol, orometoprim - sulfametazol, sarafloxaxina, sulfoamidas y
eritromicina, siendo OTC el més utilizado (Sosa-Pacheco et al., 2013; Bermldez-Almada et al.,
2014; Acevedo-Barrios et al., 2015).

La intensificacion de la produccion acuicola esta directamente relacionada al uso indiscriminado
de antibidticos para tratar o prevenir enfermedades y aumentar la productividad de forma
constante y compensar las deficiencias de manejo y cria (Varela-Mejias y Alfaro-Mora, 2018;
Brunton et al., 2019); ante esto, las bacterias patdgenas y ambientales han desarrollado
resistencia a antibioticos (Rocha et al., 2015; Rodriguez et al., 2015). Las repercusiones de
antibidticos residuales en el medio provocan la aparicion de nuevas enfermedades, las cuales por
sus resistencias es mas complicado encontrar un tratamiento efectivo y sitla a la camaronicultura
como una actividad no rentable ni sostenible (Espinoza-Berrezueta, 2017; Vega-Villavivencio,
2019). Por ello, se ha empleado la busqueda de nuevas alternativas para control de enfermedades
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infecciosas, siendo las plantas medicinales un candidato adecuado (Sorroza-Ochoa et al., 2017,
Redrovan-Heras, 2017; Coronel-Bustamante, 2019; Flegel, 2019).

2.4. Uso de Plantas Medicinales para el Tratamiento de Enfermedades Bacterianas

El uso de plantas para prevencion o tratamiento de numerosas enfermedades o para mantener la
salud, se ha convertido en una alternativa viable debido a la gran cantidad de compuestos que
contienen estas plantas sin efectos negativos en los animales, los seres humanos o el medio
ambiente. En la actualidad la ciencia ha dado un reconocimiento al uso de plantas medicinales
para la prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades; en los productos naturales como sus
derivados, se han distinguido la presencia de algunos compuestos de diversa estructura quimica
que tienen accion farmacoldgica sobre el organismo humano y animal que promueve investigar
para determinar dicha actividad, debido a que estos productos son usados por el hombre desde la
antigtedad constituyendo sus primeros medicamentos (Loli-Ponce et al., 2016; Aybar-Parian y
Ari-Condori, 2018; Blanco y Millones, 2019; Valverde-Zumba, 2019).

Chavez-Nufiez y colaboradores (2019) definen a una planta medicinal como cualquier especie
vegetal con sustancias que pueden ser empleadas con propositos terapéuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Los metabolitos son
sustancias presentes en las plantas medicinales como alcaloides, taninos, flavonoides, cumarinas,
quinonas, terpenoides, entre otros, que cumplen funciones no esenciales en ellas, ya que no
intervienen en el metabolismo primario de las plantas (Aguirre-Chanta, 2019; Vargas-Arana,
2020). De estas sustancias son los flavonoides obtenidos de hojas de Pimienta (Piper delineatum)
que inhiben el crecimiento bacteriano de Vibrio harveyi (Martin-Rodriguez et al., 2015) asi como
los obtenidos de Toronjil (Melissa officinalis) y Albahaca (Ocimum basilicum) (Sarango-
Jaramillo, 2019). Los extractos de plantas de Tomillo (Thymus vulgaris), Guayaba (Psidium
guajava) y Eucalipto (Eucalyptus globulus), ademas de minimizar la carga bacteriana del género
Vibrio, no generan residuos en el animal y son amigables con el ambiente (Carbay-Uyaguari y
Sorroza-Ochoa, 2019). Al utilizar bajas concentraciones del extracto etandlico de Alga roja

(Gracilaria fisheri) en infeccion experimental en P. vannamei por histologia se observé baja
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colonizacion de bacterias en estdbmago (Karnjana et al., 2019); el tratamiento a base de esencias
naturales de Eucalipto (Eucalyptus sp.) y Quebracho blanco (Schinpsis lorentzi) en camarén
blanco en estanque experimental mostré por inoculacién poca presencia de colonias en
hepatopancreas (Sarango-Saldafia, 2019); Por histologia, los extractos obtenidos de Galla
chinensis y/o Scutellaria baicalensis (hierbas medicinales chinas) por inmersion en P. vannamei
mejoran la actividad fagocitica de los hemocitos reestableciendo su defensa inmunolégica
(Tingshuang y Maocang, 2019).Los manglares son un grupo interesante de plantas que pueden
sustentarse en un ecosistema altamente desafiante con factores de estrés bidticos y abioticos
como salinidad e inundaciones. Parte de su mecanismo de adaptacion es la produccion de
compuestos fendlicos en las hojas, que son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas asi como actuar como agentes protectores frente a patdgenos que son
secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como infecciones,
radiaciones UV, entre otros (Mufioz et al., 2007); tanto las hojas de Rhizophora mangle como
Laguncularia racemosa contienen una serie de compuestos fenodlicos que incluyen taninos y
flavonoides, entre otros.

Multiples investigadores han establecido que los manglares con ricos en polifenoles, entre los
cuales los flavonoides son un grupo importante; varias clases de estos juegan un papel
significativo en numerosos procesos fisioldgicos, muestran actividad antioxidante y fungicida, asi
como antihistaminicos naturales. Por otro lado, los miembros de la familia Rhizophoraceae y
Combretaceae son una rica fuente de taninos y se ha atribuido cada vez mas atencion al uso de
taninos como agentes antibacterianos (Ramirez et al., 2016; Jiang et al., 2017; Ramirez-Rojo et
al., 2018; Dotulong et al., 2018; Siahaya et al., 2018; Dahibhate et al., 2019; Rajani et al., 2020;
Arulkumar et al., 2020).

El mangle rojo y blanco debido a que poseen compuestos biolégicamente activos han sido
utilizados para tratar enfermedades en humanos y animales (ratas de laboratorio, salmén, trucha
arcoiris, lubina, langostinos peneidos), por lo que son candidatos para utilizarse en enfermedades
de origen bacteriano en camarones (Morales-Covarrubias et al., 2019). Se debe mencionar que
ambas especies se encuentran sujetas a proteccion especial de acuerdo con la NOM 059-
SEMARNAT-2010, ya que podrian llegar a encontrarse amenazadas por factores que inciden
negativamente en su vialidad, determinando la necesidad de propiciar su recuperacion y
conservacion (PROFEPA, 2020).
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2.4.1. Mangle Rojo y sus Aplicaciones

Rhizophora mangle (Mangle rojo) es una especie arborea que se encuentra en clima tropical en
terrenos profundos inundados, tiene como caracteristica principal sus raices prominentes que se
extienden hacia el sustrato en forma de zancos (De la Cruz-Francisco, 2012; EcuRed, 2020). Los
principales compuestos quimicos presentes en el extracto de mangle rojo son polifenoles de bajo
peso molecular como acido galico, elagico y clorogénico; catequina y epicatequina; también se
encontraron galotatinos, elagitaninos, taninos condensados, entre otros (Acosta-Sanchez, 2018).

A los compuestos polifendlicos y fitoesteroles se les atribuyen la actividad antioxidante,
antibacteriana, antiinflamatoria, lo que convierte al mangle rojo en un posible candidato para
inhibir ciertos patégenos (Reglado et al., 2016; Marroquin y Cruz, 2016). Un ejemplo es el
extracto obtenido de Rhizophora apiculata que controla la mortalidad causada por Vibrio harveyi
durante la larvicultura de camarones, asi como inhibir el crecimiento de la bacteria y modular sus

factores de virulencia (Kannappan et al., 2018).

2.4.2. Mangle Blanco y sus Aplicaciones

Laguncularia racemosa (Mangle blanco) es una especie arborea de crecimiento moderadamente
rapido, siempre-verde, caracterizado por medir aproximadamente 15 metros de alto y presentar
raices zancudas y tallos multiples (Blanco, 2020; Naturalista, 2020). Los extractos de hojas
obtenidos de mangle blanco presentan saponinas, taninos, terpenoides, fenoles (Lépez et al.,
2018), entre otros componentes, que ayudan como herramienta biolégica en el control de
proliferacion de Biomphalaria glabrata (caracol) (Mendes et al., 2017); asi como molusquicida
eficaz a bajas concentraciones para evitar efectos colaterales sobre la diversidad de organismos
gue habitan junto a Galba cubensis (caracol). También contiene elagitaninos activos contra la
adhesion celular de Candida albicans (hongo) ya que tiene elementos estructurales como el acido
galico y acido elagico (Glasenapp et al., 2019).

El tanino Casuarictina (Casu), caracterizado por primera vez en Laguncularia racemosa, mostré
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capacidad antiinflamatoria al neutralizar la actividad enzimética y farmacoldgica inducida por la
fosfolipasa secretora A2 del veneno de Crotalus durissus terrificus (Vibora de cascabel). En
relacién con la actividad antibacteriana, el compuesto pudo interactuar con la membrana

bacteriana e inducir la muerte de las bacterias (Bittencourt-Rodrigues et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

Por lo menos un extracto hidroalcoholico adicionado (sea de mangle rojo y blanco) en la
dieta de P. vannamei infectado con Vibrio harveyi y/o Vibrio campbellii aumentard la

sobrevivencia, su respuesta hemocitaria celular y presentara menos dafio en sus érganos y tejidos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la eficacia antibacteriana in vitro e in vivo de extractos hidroalcoholicos de 2 mangles

sobre 2 bacterias del género Vibrio de camardn blanco en infeccion experimental.

4.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar in vitro la eficacia antibacteriana de los extractos hidroalcohdlicos de mangle rojo y
blanco con Vibrio harveyi CAIM 1792 y Vibrio campbellii CAIM 342.

2. Elaborar el alimento con extractos de mangle rojo y blanco para pruebas in vitro e in vivo.

3. Probar la eficacia del alimento modificado en juveniles de Penaeus vannamei, realizando
desafios por inyeccién con V. harveyi y V. campbellii para evaluar sobrevivencia, realizar

analisis hematoldgicos y revisar alteraciones histoldgicas en 6rganos y tejidos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de Estudio

R. mangle se obtuvo en Estero el Infiernillo (23.236851, -106.419134) y L. racemosa Isla de la
Piedra (23.197939, -106.402126) en Mazatlan, Sinaloa. Las hojas se obtuvieron cerca de las

ramificaciones de ambos mangles y se almacenaron en bolsas de papel a 18°C.

5.2. Preparacion de Extractos Hidroalcoholicos de Mangle rojo y Blanco

Las hojas obtenidas de cada mangle se secaron a 26°C y pulverizadas con un molino a cortos
tiempos para evitar generacion de calor. En relacién 3:1 (3 gramos de mangle en 1 ml de alcohol
30%) se colocaron 100 ml de extracto hidroalcoholico en un frasco de vidrio envuelto en papel

aluminio y se mantuvo en la oscuridad a 25°C por un tiempo de 10 dias.

5.3. Evaluacion de Eficacia Antibacteriana in vitro

5.3.1. Preparacion del Inoculo Bacteriano

Se tomaron muestras de las cepas criopreservadas (Vibrio harveyi CAIM 1792 y Vibrio
campbellii CAIM 342) y se incubaron en TSA + NaCl al 2.0% y se incub6 durante toda la noche
a 30° C. Posteriormente se tomaron varias colonias de las cepas y se resuspendieron en NaCl
estéril al 2.5% centrifugandose a 5724 rpm durante 10 minutos a 15° C. Las suspensiones
bacterianas clarificadas se ajustaron a una densidad optica de 1.0 a 310 nm, equivalente a 0.5
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MacFarland estandar y se diluyeron en serie a densidades estimadas a 108 UFC ml-1).

5.3.2. Antibiograma de Discos

Los antibiogramas se realizaron mediante la técnica Kirby-Bauer descrita por Maye-Bernal y
Guzman (1984). Se prepar6 el medio Muller-Hinton con 2.5% NaCl de acuerdo con las
instrucciones de empaque Yy se distribuy6 en cajas Petri estériles; se sumergié un aplicador de
algodén estéril dentro de la suspension de la bacteria colocando por encima del nivel del
contenido del tubo y rotando contra las paredes de este para remover el exceso del indculo. Se
sembré uniformemente sobre la superficie del medio con el aplicador en tres direcciones
diferentes; la superficie se secO durante 5-20 minutos manteniendo la caja con la tapa cerrada.

Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con un dispensador o con pinzas esteériles,
presionando ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto uniforme. Las cajas se incubaron
a 35°C y fueron analizadas de 16-24 horas post incubacion. Este proceso se repitié por cada
bacteria con los dos diferentes extractos de mangle. De acuerdo con la clasificacion de los grados
de sensibilidad bacteriana a los antibidticos, se comprobara la efectividad en relacion con el
didmetro de inhibicion en placas (< 8 mm no sensible, 9 — 14 mm sensible, 15 — 19 mm muy

sensible, > 20 mm extremadamente sensible) propuesto por Celikel y Kavas (2008).

5.3.3. Concentracion Minima Inhibitoria

Se realizo el andlisis de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) descrita por Horna-Quintana y
colaboradores (2005). Se realizaron diluciones seriadas en caldo Mueller-Hinton; con tres
controles: el primero fue control positivo (caldo MH al que se afiadid 100 ul de suspension
bacteriana), control negativo (caldo MH sin mangle y sin suspension bacteriana) y tratamiento
(caldo MH con suspension bacteriana y extracto de mangle).

Después de 24 horas se observo la turbidez en los tubos, se midio con un espectrofotometro a 600
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nm; los tubos con menor turbidez se sembraron en placas de Agar TSA con sal, asi como los

controles positivo y negativo. Este procedimiento se repitio por cada bacteria a analizar.

5.4. Analisis para Composicion Fitoquimica y Capacidad Antioxidante

5.4.1. Clorofila y Carotenoides Totales

La clorofila a, b y el contenido de carotenoides totales se evaluaron colorimétricamente mediante
el método propuesto por Wellburn (1994). Las muestras se diluyeron con etanol puro al 96%; las
soluciones de muestra se pueden diluir si fuera necesario, y la absorbancia se midi6 en longitudes
de onda caracteristicas para clorofilas y carotenoides (es decir, 470, 649 y 665 nm) utilizando un
espectrofotometro (GENESY'S 10S, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Se usé acetona al
80% (v/v) como blanco. Las concentraciones se calcularon de acuerdo con las siguientes

ecuaciones, los valores se refieren al peso de una cantidad conocida de extracto seco:

Chla = 13.95A665 - 6.88A649

Chlb = 24.96A649 - 7.32A665

Cx+C = (1000A470 - 2.05Chla — 114.8Chlb) /245

Donde Chla = clorofila a; Chlb = clorofila b; Cx+C = carotenoides totales

28



5.4.2. Contenido Fendlico Total

El contenido total de compuestos fendlicos se determind mediante el método Folin-Ciocalteu
(Marigo, 1973). Se combind una alicuota de 100 ul de cada muestra con 150 ul de solucién de
folina (diluida 1:1 con agua desionizada) seguido de la adicion de 1 ml de carbonato de sodio al
2% en hidroxido al 0.4%. la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos en la
oscuridad. EI complejo azul resultante se midi6 espectrofotométricamente a 750 nm. El contenido
fenolico se expres6 como mg de acido galico equivalente (GAE) por g de muestra de peso seco.

Se prepar6 una curva estandar de acido galico en un rango de concentracion de 0-0.25 mg/ml.

5.4.3. Taninos Totales

El contenido total de taninos en los extractos de mangle se determind mediante el método
informado por Makkar y colaboradores (1993) con varias modificaciones, este método basado en
la unién de taninos con polivinilpirrolidona insoluble (PVP). En tubos que contenian solucién
PVP (50 mg/ml) se transfiri6 un volumen conocido de muestra (relacion 5:1 v/v) y se mezcld
durante 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante obtenido por centrifugacion (2000 rpm, 15
minutos a 4°C) y se determiné el contenido total de polifenoles (TPC) mediante la prueba FOLIN
(Marigo, 1973). El contenido de taninos se determiné por la diferencia de TPC después de la
unién de PVP, y se expresd en mg equivalentes de acido tanico (TAE) por ml de extracto. Se
prepard una curva estandar de acido tanico en un rango de concentracién de 0.025-0.2 mg/ml.

5.4.4. Fenoles Totales

El contenido total de flavonoides se evalud de acuerdo con Luximon-Ramma y colaboradores
(2002). Las muestras de soluciones (1 ml) se diluyeron en volimenes iguales de una solucién de

cloruro de aluminio al 2% (2 g de AICI3 - 6H20 en 100 ml de metanol). La mezcla se incubd a
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temperatura ambiente durante 10 minutos. La absorbancia se valué a 367 nm. Los resultados se
expresaron en mg de equivalentes de quercetina (QE) por gramo de muestra de peso seco. Se

prepard una curva estandar de quercetina en un rango de concentracion de 0-0.5 mg/ml.

5.4.5. Actividad de Eliminacién de Radicales Libres DPPH

El potencial de eliminacion de radicales libres de los extractos de algas marinas se analizo de
acuerdo con el método descrito por Mensor y colaboradores (2001) con las siguientes
modificaciones: se combind una alicuota de 100 ml de cada extracto (a concentraciones de
0.0015 a 1.5 mg/ml) con 900 ml de una solucion radical 0.3-M-2,2-difenil-1-picrilhidralizo
(DPPH) en etanol; la mezcla se incub6 durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente; la absorbancia se midié a 518 nm con un espectrofotémetro UV-Vis (GENESYS 10S,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA); Trolox se us6 como estandar de referencia, mientras
que la solucién DPPH sirvié como control para calcular el grado de eliminacion de radicales
tanto por las muestras como por el compuesto de referencia. El porcentaje de eliminacién de

radicales DPPH se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% de barrido DPPH = (A-B) / A * 100

Donde A = valor de absorbancia de la solucién de control DPPH; B = valor de absorbancia de la

solucion de prueba sin control de absorbancia de muestra en solvente.

5.4.6. ABTS

La actividad de eliminacion del radical acido 2,2’-azinobis [3-etilbenzotiazolina] -6-sulfonico

(ABTS) se determind de acuerdo con el método descrito por Przygodzka y colaboradores (2014)
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con las siguientes modificaciones: el radical ANTS se activd previamente para 12-16 h a
temperatura ambiente en la oscuridad; la solucion radical ABTS°+ resultante se diluy6 con etanol
para obtener una absorbancia a un valor de 734 nm de aproximadamente 0.80; se combind una
parte alicuota de 100 ml de cada muestra (a una concentracion de 0.0015 a 1.5 mg/ml) con 2.9 ml
de solucion ABTS vy la absorbancia se midié espectrofotométricamente (GENESYS 10S, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) 10 minutos después de la mezcla. Trolox se us6 como estandar
de referencia, mientras que la solucién radical ABTS®+ sirvié como control para calcular el grado
de eliminacion de radicales tanto por las muestras como por el compuesto de referencia. El

porcentaje de captacion de radicales ABTS se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

% de barrido ABTS = (A-B) / A*100

Donde A = valor de absorbancia de la solucién de control ABTS; B = valor de absorbancia de la

solucion de prueba.

5.4.7. Capacidad de Reduccion Férrica del Plasma (FRAP)

El ensayo FRAP se realizé de acuerdo con los métodos de Benzie y Strain (1996) con una ligera
modificacion informada por Sz61l6zi y Varga (2002). El reactivo FRAP se prepard con una
mezcla de tampon de acetato 300 mM, ph 3.6; 2, 4, 6-tridipil-1-2-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI
40 mM; y solucion acuosa de FeCI3 - 6H20, 20 mM (10:1:1, relacion). Para el ensayo, a 100 pl
de muestra se agregaron 1400 pl de reactivo FRAP, luego se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos en la oscuridad. Finalmente se midio la absorbancia a 593 nm. Una
absorbancia méas alta indica un mayor poder reductor; se utiliz6 Trolox como estandar de

referencia.
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5.5. Elaboracion de Alimento Modificado

Para cada extracto de mangle, las dietas se prepararon formando una pasta homogénea con
alimento comercial Camaronina Purina® (35% de proteina) previamente molido y tamizado, 1
gramo de grenetina por 500 gramos de alimento molido, extracto de mangle (50 mL) y agua
destilada (~450 mL). La dieta control se formuld de la misma manera sustituyendo el extracto de
mangle por agua destilada. Los pellets fueron formados pasando la pasta por un molino de carne,

se secaron con un ventilador a 28°C por 24 horas y se almacenaron a 4° C.

5.5.1. Andlisis in vitro

Los antibiogramas se realizaron mediante la técnica Kirby-Bauer descrita por Maye-Bernal y
Guzman (1984) descrito en seccién 5.3.2 con la siguiente modificacion: los discos fueron

sustituidos por un pellet modificado de cada mangle.

5.5.2. Anadlisis in vivo

Los andlisis in vivo se realizaron mediante una prueba de palatabilidad, donde se utilizaron
acuarios de fibra de vidrio depositando un organismo en cada acuario con 3 litros de agua; en
total se tuvieron 5 organismos control, 5 organismos para pellet modificado de mangle blanco y 5
organismos para pellet modificado de mangle rojo. Durante 5 dias consecutivos, los camarones
fueron alimentados de forma fija con 0.5 g (10% del peso) que se dejé por un periodo de 4 horas,
recolectando tanto heces como alimento no consumido; ambos fueron limpiados con agua
destilada para eliminar sales y puestos a secar en horno para volver a pesar. Para sacar el peso del

alimento por consumo diario se utilizé la siguiente formula:
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Peso de los alimentos consumidos = Peso total del alimento - peso del alimento recuperado

5.6. Acondicionamiento del Area de Bioensayo

Previo al experimento, se selecciond0 un ndmero representativo de camarones de lote para
determinar su estado de salud, se realizardn analisis en fresco (Morales-Covarrubias, 2008),
andlisis bacteriologico (Cedeno, 2005) para determinar UFC y andlisis histologico (Bell &
Lightner, 1988) para deteccion de patdgenos y alteraciones en drganos y tejidos.

En el area de bioensayo, se colocaron 10 camarones (con promedio de 11 g) por acuario con 10
litros de agua con 3 repeticiones por tratamiento (mangle blanco, mangle rojo, control positivo y
control negativo) y se aclimataron durante 48 horas, en condiciones controladas antes de iniciar el

desafio.

5.7. Preparacion del Inéculo Bacteriano

Se tomaron muestras de las cepas criopreservadas (Vibrio harveyi CAIM 1792 y Vibrio
campbellii CAIM 342) y se incubaron en TSA + NaCl al 2.0% y se incub6 durante la noche a 30°
C. Varias colonias se resuspendieron en NaCl estéril al 2.5% y se centrifugaron a 5724 rpm
durante 10 minutos a 15° C. Las suspensiones bacterianas clarificadas se ajustaron a una densidad
Optica de 1.0 a 310 nm, equivalente a 0.5 MacFarland estandar y se diluyeron en serie a
densidades estimadas a 108 UFC ml-1. Ambas suspensiones se colocaron en placas TCBS para
determinar la densidad real de ambos Vibrio utilizados para desafiar a los camarones. Para el
control negativo, las bacterias fueron sometidas a un proceso de autoclave para inactivarlas y se

sembraron en cajas con agar TCBS para confirmar su nulo crecimiento.
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5.8. Bioensayo de Infeccion Experimental por Inyeccién

La infeccion en los camarones se realizé con las bacterias Vibrio harveyi CAIM 1792 y Vibrio
campbellii CAIM 333 por separado. Cada organismo fue inyectado con 100 pl en el tercer
segmento abdominal con una concentracion de 1.25 x 108 UFC/mL para V. harveyi y 1.2 x 108
UFC/mL para V. campbellii; para el control negativo, los camarones fueron inyectados con la
bacteria inactivada por calor en la solucion. La alimentacion para los camarones de ambos
desafios fue 30 minutos post-infeccion bacteriana y cada 4 horas hasta el final del desafio (60%

de mortalidad de la poblacién positiva infectada sin tratamiento).

5.9. Anélisis Histologico

Se utilizd la técnica descrita por Lightner (1996), y se realizaron cortes a 5 p de grosor con
microtomo (Anexo 1). Las muestras se colocaron en portaobjetos para ser tefiidos con
hematoxilina de Harris y Eosina (H&E) para posteriormente ser observados en microscopio de
luz, adaptado con una camara digital (Infinity 2) para revisar alteraciones en drganos y tejidos,
utilizando lo reportado por Varela-Mejia (2018) para V. harveyi, Pefia y Varela (2015) para V.

campbellii y Morales-Covarrubias (2014) para ambas bacterias y su documentacion de iméagenes.

5.10. Andlisis Hematoldgicos

Se extrajo hemolinfa de organismos sobrevivientes 24 horas post-infeccion, asi como de
organismos moribundos a lo largo del experimento de cada grupo analizado. La hemolinfa se
conservo con Solucion Alsever en tubos Eppendorf a una temperatura de 4°C. La respuesta
inmunologica fue analizada mediante la técnica de recuento total y diferencial de los hemocitos
descrita por Cuéllar-Anjel (2014) (Anexo 2).
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5.11. Anélisis Estadisticos

Se realizo un andlisis de varianza no parametrico de Kruskal-Wallis (p<0.05) para evaluar el
efecto de los extractos de mangle en mortalidad de organismos y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p<0.05), para la técnica de conteo total y diferencial hemocitario se realizd
un andlisis de varianza bifactorial (Tukey) (p<0.05). Los analisis se llevaron a cabo con el

programa SigmaStat version 3.0.
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6. RESULTADOS

Los extractos hidroalcoholicos de mangle rojo y blanco (Figura 1la y 1b), inhibieron el
crecimiento bacteriano de V. harveyi, presentando mayor actividad antibacteriana el extracto de
mangle rojo con un halo de inhibicién de 20 mm * 2 (Figura 2a) en comparacion con el extracto
de mangle blanco (Figura 2a) con halo de inhibicion de 18 mm + 2. Para el caso de V. campbellii,
el extracto hidroalcoholico de mangle blanco presentd mayor actividad antibacteriana con halo de
inhibicion de 25 mm + 1 (Figura 2b) en comparacion con el extracto de mangle blanco con halo
de inhibicion de 21 mm % 2 (Figura 2b). La concentracién minima inhibitoria (CMI) para las dos
bacterias (figura 3) fue de 1.65 g/mL con 5 mL de extracto de mangle blanco y rojo en tubos con

5 mL de Caldo Soya Tripticaseina y 100 pl de cada bacteria a una densidad de 1 x 102 UFC/mL.
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Figura 1. Extractos hidroalcoholicos de Mangle rojo (a) y Mangle blanco (b).
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Figura 2. Halos de inhibicién de extractos de mangle rojo (izquierda) y blanco (derecha) en V. harveyi (a)
y V. campbellii (b).

Figura 3. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria para V. cmpbellii (@) y V. harveyi (b).

La composicién de los extractos de las dos especies empleadas en este estudio, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el contenido total de polifenoles y
flavonoides. El extracto hidroalcohdlico de Rhizophora mangle presentd un mayor contenido de
polifenoles totales expresados como mg equivalentes de acido galico por cada mililitro de
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extracto, respecto del extracto de Laguncularia racemosa (4.50 + 0.26 y 3.36 £ 1.29 mg GAE/
mL, respectivamente), de la misma manera, el resultado para el contenido total de flavonoides
expresados en mg equivalentes de quercetina por mililitro de extracto revel6 que L. racemosa
contenia una menor cantidad de este tipo de compuestos respecto del extracto de R. mangle (1.96
+ 0.71 y 2.60 = 0.15 mg QE/mL, respectivamente). Por otro lado, los niveles de clorofila “a” y
“b” expresados en pl de clorofila por mililitro de extracto, asi como carotenoides expresados en
pg de carotenoides por mililitro de extracto, se presentan elevados en el extracto de R. mangle a
diferencia del extracto de L. racemosa (38.4 + 55 y 4.0 £ 1.0 pg de Chla por mililitro de
extracto, 10.5 £ 0.1 y 0.03 + 0.0 pug de Chlb por mililitro de extracto, 7.2 + 1.8 y 1.0 + 0.4 ug de
carotenoides por mililitro de extracto, respectivamente) (Cuadro 1).

La capacidad antioxidante expresados en mg de actividad antioxidante Trolox por mililitro de
extracto, se encontraron datos sin y con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
Ambos extractos mantuvieron la misma cantidad de DPPH (0.12 + 0.00 y 0.12 + 0.01 TEAC/mL,
respectivamente), para ABTS el extracto hidroalcohdlico de R. mangle fue elevado en
comparacion con el extracto de L. racemosa (0.74 £+ 0.08 y 0.51 = 0.07 TEAC/mL,
respectivamente). Por otro lado, el valor de FRAP fue més elevado en el extracto de L. racemosa
que en el extracto de R. mangle (6.56 + 0.43 y 1.34 + 0.62 TEAC/mL, respectivamente) (Cuadro
1).

Cuadro 1. Composicion fitoquimica y capacidad antioxidante de muestras de Mangle rojo y blanco.

Composicidn fitoquimica Mangle Rojo  Mangle Blanco n

TPC (GAE/mL) 4.50 +0.26 3.36 +1.29 6

TFC (QE/mL) 2.60 £ 0.15 1.96 £0.71 6

TTC (TAE/mL) 0.20 £0.01 0.32+0.01 3

Chla (pg/mL) 38.4+55 4010 3

Chlb (ug/mL) 105+0.1 0.3+0.0 3

Cx+c (ug/mL) 7218 1.0+£04 3
Capacidad Antioxidante (TEAC/mL)

DPPH 0.12+0.00 0.12+0.01 6

ABTS 0.74 £ 0.08 0.51+0.07 6

FRAP 1.34 £ 0.62 6.56 + 0.43 6

Donde TPC = Contenido Total de Polifenoles (mg de &cido galico por mL de extracto); TFC = Contenido Total de
Flavonoides (mg de Quercetina por mL de extracto); TTC = Contenido Total de Taninos (mg de &cido tanico por mL
de extracto); Chla = Clorofila “a” (ug de Clorofila “a” por 1 mL de extracto; Chlb = Clorofila “b” (ug de Clorofila
“b” por 1 mL de extracto); Cx+c = Carotenoides (ug de carotenoides por 1 mL de extracto); TEAC/mL = mg de
Actividad antioxidante Trolox por mL de extracto); DPPH, ABTS, FRAP = compuestos cromdgenos utilizados para
determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que contienen los extractos para captar los radicales libres
generados.
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Para cada extracto hidroalcohdlico se elaboraron dietas a base de camaronina tamizada con el
agregado de mangle (Figura 4a); se tomaron pellets de cada dieta adicionada para un analisis de
antibiograma de discos con ambas bacterias (Figura 4b) con la modificacion del cambio del
sensidisco por pellet. La dieta adicionada con mangle rojo presentd la misma medida al analizar
su actividad antibacteriana con ambas bacterias (19 mm = 1, respectivamente); respecto a la dieta
adicionada con mangle blanco, en V. campbellii se mostré una mejor actividad antibacteriana con
un halo de inhibicion de 23 mm £ 1, mientras que en V. harveyi, el halo de inhibicion fue de 17
mm + 1, respectivamente. En las pruebas de palatabilidad se observo una respuesta positiva de

los camarones hacia ambas dietas (Figura 5a), asi como una facil digestion de estas (Figura 5b).

39



Figura 5. Organismo con pellet adicionado con mangle rojo (a) y heces y alimento no consumido de
organismo post-alimentacion, alimento adicionado con mangle blanco (b).

6.1. Bioensayo Experimental por Inyeccion

Por analisis en fresco los camarones del control negativo (Penaeus vannamei) presentaron
coloracion y antenas normales y sin ninguna alteracion (Figura 6). En el experimento infectado
con V. harveyi, a una densidad de 1.25 x108 UFC/mL, los signos clinicos que presentaron los
organismos fueron nado erratico, opacidad muscular y coloracion rojiza multifocal en cuticula
con presencia de melanizacion, estas alteraciones se empezaron a presentar a las 3 horas post-
infeccion; la sobrevivencia pasadas las 24 horas fue del 40% para el grupo positivo (“cposv” 0.4
en Figura 8), 70% para el tratamiento con Mangle blanco (“blancov” 0.7 en Figura 8) y 53% en el
tratamiento con Mangle rojo (“rojov” 0.53 en Figura 8). En el experimento de camarones
infectados con V. campbellii, a una densidad de 1.2 x10® UFC/mL, los signos clinicos de los
camarones fueron natacion en decubito lateral, intestino con presencia entrecortada de las heces y
acalambramiento; estos sintomas se expresaron a las 6 horas post-infeccion (Figura 7); la
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sobrevivencia fue de 47% para el grupo positivo (“cposc” 0.47 en Figura 9), 80% en tratamiento
con Mangle blanco (“blancoc” 0.8 en Figura 9) y 90% en tratamiento con Mangle rojo (“rojoc”

0.9 en Figura 9).

Figura 6. Penaeus vannamei normal.

Figura 7. Organismo con acalambramiento e intestino con presencia entrecortada de heces (a) y camaron
en decubito lateral.
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Figura 8. Mortalidad acumulada en bioensayo experimental infectado con V. harveyi. Porcentaje
expresado en decimales; cnegv = control negativo en V. harveyi; cposv = control positivo en V. harveyi;
blancov = tratamiento con mangle blanco en V. harveyi; rojov = tratamiento con mangle rojo en V.
harveyi.
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Figura 9. Mortalidad acumulada en bioensayo experimental infectado con V. campbellii. Porcentaje expresado
en decimales; cnegc = control negativo en V. campbellii; cposc = control positivo en V. campbellii; blancoc =
tratamiento con mangle blanco en V. campbelli rojoc = tratamiento con mangle rojo en V. campbellii.

6.2. Analisis Histoldgicos

Las muestras se analizaron en el microscopio, iniciando con el objetivo de menor aumento y
finalizando con el mayor, y determinando el grado de severidad que presenten los érganos y
tejidos; dichos grados fueron basados en la guia para dar un valor numérico cualitativo del grado
de severidad a la deformacion tubular en hepatopancreas con analisis en fresco (Morales-
Covarrubias, 2014) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Grados de severidad en deformacion tubular en hepatopancreas con analisis en fresco (Tomado
de Morales-Covarrubias, 2014).

Grado de Signos clinicos
severidad
0 No presentan signos de infeccion. No presentan deformacion tubular ni rugosidad.
Organismo sano
1 Presencia muy baja de deformacidn tubular (1-5/campo/organismo). Se observa muy poco
desprendimiento celular. Fase 0, inicial.
Se observa la presencia moderada de deformacién tubular (6-10/campo/organismo),
2 atrofia, melanizacion y necrosis tubular. Se presenta mortalidad si no se aplica tratamiento.
Fase 1, inicial.
Se observa la presencia alta de deformacion tubular (11-16/campo/organismo), con
3 lesiones moderadas a severas, con melanizacién, necrosis, desprendimiento celular y
atrofia tubular. Letal si no se aplica tratamiento. Fase 2, aguda.
Se observa gran cantidad de tubulos deformes (mas de 16/campo/organismo), con severas
4 lesiones con melanizacion, necrosis, atrofia tubular y tabulos vacios. Presencia de
hemocitos alrededor de tlbulos atrofiados, melanizados y necroticos. Fase 3, cronica.

Los organismos del control negativo para el experimento presentaron 6rganos y tejidos normales:
branquias con hemocitos en circulacion y filamentos secundarios ramificados normales (Figura
10A), glandula antenal con tubulos y ndcleos normales (Figura 10B), hepatopancreas con células
y lumen definido (Figura 10C), epitelio del intestino con células columnares simples normales
(en forma de cepillo) (Figura 10D) y 6rgano linfoide con células y lumen definido (Figura 11).

Figura 10. Organos y tejidos normales de Penaeus vannamei. Branquias (A) con filamentos primarios (Pri) y
filamentos secundarios ramificados (Sec) con hemocitos en circulacion (flecha negra); Glandula antenal (B)
con tabulos antenales no secretores (Agn) o laberinto y nicleos (flecha negra) normales; Hepatopancreas (C)
con células B (Cel B) y lumen del tdbulo definido (Lum); Epitelio del intestino (D) con células columnares
simples normales con borde en forma de cepillo (flechas negras). Tincion H&E. Objetivo 40x.
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Figura 11. Corte histoldgico longitudinal del érgano linfoide normal de Penaeus vannamei, donde se
observan los tubulos con lumen simple (Lum), matriz estromal de células (flecha azul) que lo recubren'y
tejido conectivo fibroso (Cnf). Tincién H&E. Objetvo 40x.

Los organismos infectados con Vibrio harveyi presentaron los siguientes resultados: glandula
antenal con infiltracion de hemolinfa y pérdida de estructura, formacion de nédulos hemociticos
y necrosis (Figura 12A); branquias con melanizacion de las Dendobranquias, pérdida de
estructura e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (Figura 12B); 6rgano linfoide con pérdida de
estructura, formacion de esferoides e infiltracion de hemolinfa (Figura 12 C); tejido conectivo
con infiltracién severa de hemocitos y formacién de ndédulos hemociticos (Figura 12D); epitelio
del estbmago con pérdida de estructura e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (Figura 12E);
hepatopancreas con desprendimiento celular, pérdida de estructura tubular e infiltracion de
hemolinfa con hemocitos (Figura 12F); intestino con infiltracion de hemolinfa con hemocitos y

celulas con cariolisis (Figura 13).
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Figura 12. Organos y tejldos de Penaeus vannamei infectado con V|br|o harveyl Glandula antenal (A)
con infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha negra), pérdida de estructura (flecha roja), formacion
de noédulos hemociticos (flecha negra) y necrosis (flecha azul): branquias (B) con melanizacién en
dendobranquias (flecha negra), pérdida de estructura (flecha roja) e infiltracion de hemolinfa y hemocitos
(flecha amarilla); 6rgano linfoide (C) con pérdida de estructura, aglomerados bacterianos en lumen (flecha
blanca), formacidn de esferoides (flecha naranja) e infiltracion de hemolinfa (flecha amarilla); tejido
conectivo (D) con infiltracion severa de hemocitos y formacién de nédulos hemociticos (circulo negro);
epitelio del estomago (E) con pérdida de estructura (flechas negras) e infiltracion de hemolinfa y
hemocitos (flecha azul); hepatopancreas (F) con desprendimiento celular (flecha negra), pérdida de
estructura celular (flechas blancas) e infiltracion de hemolinfa y hemocitos (flecha amarilla). Tincion
H&E. Objetivo 40x.

Figura 13. Corte histoldgico longitudinal de intestino de Penaeus vannamei infectado con Vibrio harveyi
donde se observa infiltracion de hemolinfa y hemocitos (flecha negra) y células con cariolisis (circulo
negro). Tincion H&E. Objetivo 40x.
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Los organismos tratados con mangle blanco presentaron en todos sus érganos Yy tejidos grado de
severidad 1: infiltracion de hemolinfa con hemocitos y presencia de células normales, con
excepcion del epitelio del estbmago que mostré pérdida de estructura (Figura 14); se observo la
misma caracteristica en los organismos tratados con mangle rojo con infiltracion de hemolinfa
con hemocitos, inflamacién en dendobranquias y atrofia de células en epitelio del estémago y

tubulos de glandula antenal (Figura 16).

Figura 14. Organos y tejidos de Penaeus vannamei mfectado con V harveyi y tratado con L racemosa:
Glandula antenal (A) con infiltracion de hemolinfa y hemocitos (flecha negra); branquias (B) con
infiltracion de hemolinfa y hemocitos en dendobranquias normal; 6rgano linfoide (C) con masa amorfa
con vacuolas (flecha blanca), células normales (flecha negra) y fagocitosis de células (flecha amarilla);
tejido conectivo (D) con infiltracion de hemolinfa y hemocitos (flechas negras); epitelio del estomago (E)
con pérdida de estructura (circulo negro) e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha negra);
hepatopancreas (F) con presencia de células “B” (vacuolas) (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con
hemocitos (flecha amarilla). Tincion H&E. Objetivo 40x.

47



Figura 15. Corte histoldgico longitudinal de intestino de Penaeus vannamei infectado con Vibrio harveyi y
tratado con L. racemosa con epitelio cuticular simple (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con
hemocitos (flecha blanca). Tincion H&E. Objetivo 40x.

Figura 16. Organos y tejidos de Penaeus vannamei infectado con V. harveyi y tratado con R. mangle:
Glandula antenal (A) con atrofia celular en tabulos (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con
hemaocitos (flecha amarilla); branquias (B) con ramificacion normal en dendobranquias (flecha negra) e
infiltracion de hemolinfa con hemocitos (inflamacion) (flecha azul); 6rgano linfoide (C) con células
normales (flecha blanca), masa amorfa con vacuolas (flecha amarilla) y formacion de esferoides (flecha
roja); tejido conectivo (D) con infiltracion de hemolinfa (flecha negra) y hemocitos (flecha amarilla);
epitelio del estémago (E) con infiltracién de hemolinfa con hemocitos (flecha negra); hepatopancreas (F)
con infiltracion de hemolinfa (flecha negra) y presencia de células “B” (flecha azul). Tincion H&E.
Obijetivo 40x.
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Figura 17. Corte histoldgico longitudinal de intestino de Penaeus vannamei infectado con Vibrio harveyi y
tratado con R. mangle con atrofia celular en epitelio del intestino (flecha amarilla) e infiltracion de
hemolinfa con hemocitos (flecha negra). Tincion H&E.

Los organismos infectados con Vibrio campbellii presentaron los siguientes resultados con grado
de severidad 4: glandula antenal y dérgano linfoide con pérdida de estructura e infiltracion de
hemocitos severa (Figura 18A y 18C), hepatopancreas con atrofia tubular, desprendimiento
celular (Figura 18F), tejido conectivo con infiltracién severa de hemolinfa y hemocitos (Figura
18D), epitelio del estémago con infiltracion de hemolinfa y hemocitos (Figura 18E), branquias
con pérdida de estructura e infiltracion masiva de hemocitos via hemolinfa (Figura 18B) e

intestino con atrofia celular (Figura 19).
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Figura 18. Organos y tejidos de Penaeus vannamei infectado con V. campbellii: glandula antenal (A) con
pérdida de estructura (flechas negras) e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flechas amarillas);
branquias (B) con pérdida de estructura (flecha negra) e infiltracion severa de hemocitos (inflamacién)
(flecha azul); érgano linfoide (C) sin presencia de células normales, formacion de esferoides (flecha
blanca) e infiltracién de hemolinfa (flecha amarilla); tejido conectivo (D) con infiltracién de hemolinfa
(flecha negra) y hemocitos (flecha azul); epitelio del estomago (E) con atrofia celular en células de
epitelio (flecha azul) e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha negra); hepatopancreas (F) con
atrofia tubular (flecha blanca), desprendimiento celular (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con
hemocitos (flechas amarillas). Tincion H&E. Objetivo 40x.

Figura 19. Corte histoldgico longitudinal de intestino de Penaeus vannamei infectado con Vibrio harveyi
con atrofia celular en células del epitelio (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha
azul). Tincién H&E. Objetivo 40x.

Los camarones tratados con mangle blanco presentaron en todos sus érganos Yy tejidos grado de

severidad 1: glandula antenal con tubulos normales (Figura 20A); branquias con ramificacion
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normal en dendobranquias (Figura 20B); 6rgano linfoide y epitelio del estdmago presentaron
células normales (Figura 20C y 20E); tejido conectivo con infiltracién de hemolinfa y hemocitos
(Figura 20D); hepatopancreas con hipertrofia de lumen e infiltracion de hemolinfa y hemocitos
(Figura 20F); intestino con infiltracion de hemolinfa con hemocitos (Figura 21). Los organismos
tratados con Mangle rojo presentaron Organos y tejidos con infiltracion de hemolinfa y
hemocitos; en hepatopancreas se observd deformacion tubular en grado 2 de severidad con
presencia de tubulos melanizados e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (Figura 22E); la

camara branquial con infiltracion de hemolinfa y hemocitos sin dafio celular (Figura 22B).

BRI, L NS 3 - - :

Figura 20. Organos y tejidos de Penaeus vannamei infectado con V. campbellii y tratado con L. racemosa:
glandula antenal (A) con infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha blanca) y células de tabulos de
glandula antenal normales; branquias (B) con ramificacion normal en dendobranquias (flecha negra) e
infiltracion de hemocitos via hemolinfa (flecha amarilla); érgano linfoide (C) con presencia de células
normales (flecha blanca) , masa amorfa con vacuolas (flecha amarilla) y formacion de esferoides (flecha
roja); tejido conectivo (D) con infiltracion de hemolinfa y hemocitos (flechas negras); epitelio del
estdmago (E) con estructura normal (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha
blanca); hepatopancreas (F) con hipertrofia de lumen en tubulos (flecha azul) e infiltracion de hemolinfa

con hemocitos (flecha negra). Tincion H&E. Objetivo 40x.
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Figura 21. Corte histoldgico longitudinal de intestino de Penaeus vannamei infectado con Vibrio harveyi y

tratado con L. racemosa con infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha azul). Tincién H&E.
Objetivo 40x.

>

Figura 22. Organos y tEJIdOS de Penaeus vannamei infectado con V. campbellu y tratado con R. mangle:
glandula antenal (A) con atrofia en células de tibulos (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con
hemocitos (flecha amarilla); branquias (B) con ramificacion normal en dendobranquias (flecha azul) e
infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha blanca); 6rgano linfoide (C) con presencia de células
normales (flecha blanca), infiltracion de hemolinfa (flecha negra) y fagocitosis de células (flecha roja);
tejido conectivo (D) con infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flechas negras); hepatopancreas (E) con
infiltracion de hemolinfa (flecha blanca) y atrofia tubular (flecha negra); epitelio de estomago (F) con
atrofia celular (flecha negra) e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha blanca). Tincion H&E.
Obijetivo 40x.
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Figura 23. Corte histoldgico longitudinal de intestino de Penaeus vannamei infectado con Vibrio harveyi y
tratado con R. mangle con infiltracion de hemolinfa con hemocitos y presencia de ondulaciones en epitelio
(flecha azul). Tincion H&E. Objetivo 40x.

Todos los dérganos y tejidos de cada grupo por bacteria se sometieron a un andlisis de varianza
(p<0.05) comparando grados de severidad (siendo O = no presenta signos de infeccion, 1=
presencia baja de deformacién tubular, 2 = se observa la presencia moderada de deformacion
tubular, atrofia, melanizacién, 3 = se observan lesiones de moderadas a severas con
melanizacion, necrosis, atrofia y desprendimiento celular, 4 = lesiones severas con melanizacion,
atrofia y necrosis). Se observaron diferencias significativas entre los grupos control positivo y
ambos tratamientos, sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre alteraciones de

organos Y tejidos entre los dos tratamientos.

6.3. Analisis Hematol6gicos

6.3.1. Conteo Total Hemocitario

Se realiz6 la técnica de conteo de hemocitos totales en funcién de los 4 grupos de cada
experimento con cada bacteria y se observaron diferencias significativas entre ellos (p<0.05).
Para determinar los grupos donde se presentan dichas diferencias se realizd una prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

En organismos infectados con V. harveyi y tratamientos (Figura 24), la prueba de comparaciones
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maltiples indicd lo siguiente: 1) Los hemocitos totales en el control negativo fue
significativamente superior a los demés tratamientos (p<0.001), 2) El conteo total hemocitario
del control positivo fue inferior a los demas grupos analizados (p<0.001) y 3) Entre los dos

tratamientos (T-Blanco y T-Rojo) no se encontraron diferencias significativas (p=1.000).
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Figura 24. Conteo de Hemocitos Totales - Bioensayo con bacteria V. harveyi.

Para los organismos infectados con V. campbellii y tratamientos (Figura 25), la prueba Tukey
presenta las siguientes conclusiones: 1) El conteo total hemocitario del control positivo fue
significativamente inferior a los demas grupos, 2) No se encuentran diferencias significativas
entre el control negativo y tratamientos (negativo vs blanco, p=0.874 y negativo vs rojo, p=0.561

respectivamente) y 3) No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p=0.936).
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Figura 25. Conteo de Hemocitos Totales - Bioensayo con bacteria V. campbellii.

6.3.2. Conteo Diferencial Hemocitario

Por medio de un analisis de varianza bifactorial (tipo de hemocito y grupo) con interaccion se
evaluaron las diferencias en el conteo de hemocitos hialinos, semigranulares y granulares entre
los 4 grupos; los resultados fueron significativos (p<0.05).

Las conclusiones de analisis Tukey para el primer bioensayo fueron los siguientes: 1) Los grupos
de hemocitos en el control negativo no presentaron diferencias significativas (p=0.132), 2) En el
control positivo todos los grupos de hemocitos presentan diferencias significativas (p<0.001 y
p=0.014) y 3) En el tratamiento con mangle blanco los hemocitos granulares altamente
significativos con respecto a los hemocitos hialinos y semigranulares (p<0.001), de la misma
manera, hay presencia de diferencia significativa entre hemocitos hialinos y semigranulares
(p=0.002); esta situacion se observé también en tratamiento con mangle rojo (p<0.001 y p=0.002

respectivamente) (Figura 26).
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Figura 26. Conteo Diferencial Hemocitario - Bioensayo con bacteria V. harveyi.

En el bioensayo con la bacteria Vibrio campbellii (Figura 27), el analisis Tukey presenta las
siguientes conclusiones: 1) Los hemocitos no presentan diferencias significativas en el control
negativo (p=0.252), 2) Los hemocitos granulares presentan diferencias significativas en
comparacion a los hialinos y semigranulares (p<0.001), asi como entre éstos respectivamente
(p=0.003), 3) Los grupos de hemocitos en T- Mangle blanco presentan diferencias significativas
(p=0.004) y 4) Los hemocitos granulares presentan diferencias significativas con respecto a
hialinos y semigranulares (p<0.001), mientras que entre éstos no se presenta diferencia
significativa (p=0.224).
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Figura 27. Conteo Diferencial Hemocitario — Bioensayo con bacteria V. campbellii.
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7. DISCUSION

El presente estudio mostrd6 que los camarones alimentados con dietas de extracto
hidroalcoholico de mangle tuvieron un aumento significativo en la tasa de supervivencia, conteo
total y diferencial hemocitario y su estructura histoldgica en comparacion a los organismos
infectados. Los resultados obtenidos en los perfiles fitoquimicos de ambos mangles son similares
a las investigaciones de Cruz et al. (2015), Marroquin y Cruz (2016), Lopez et al. (2018) y Da
Silva (2019), donde el contenido de flavonoides y taninos se encuentran siempre presentes y en
altas cantidades. Estos compuestos estan ligados a las propiedades antioxidantes (Rosales-Castro,
2009) y antiinflamatorias (Parvin et al., 2015), donde suponen un efecto estabilizador de la
membrana gracias a una union por cargas entre los componentes del extracto vegetal con la
membrana del heritrocito (Oyedapo et al., 2010), y asi, proteger a la membrana de agentes que
estén involucrados en la lisis de esta (Acosta, 2018).

Los extractos hidroalcoholicos de Mangle rojo y Mangle blanco adicionados en el alimento
disminuyd las alteraciones en drganos y tejidos y mejoré la respuesta hemocitaria en los
organismos. No existen muchos reportes en camarén, sin embargo, el uso de terapias con plantas
dentro de la acuicultura ha mostrado resultados positivos y complementa la posibilidad del uso de
herbolaria en esta area. Esto se verifica con los estudios de mejora en sistema inmunolégico por
ingesta de alimento adicionado con extractos de plantas en salmén del atlantico (Kousoulaki et
al., 2015; Kousoulaki et al., 2020), abulén rojo (Méndez-Ancca et al., 2018), trucha arcoiris
(Desai et al., 2012), tilapia del nilo (Azaza et al., 2008), besugo (Atalah et al., 2007) y lubina
(Tibaldi et al., 2015; Cardinaletti et al., 2018); donde todos presentan un beneficio post cosecha
para consumo humano, asi como bajo o nulo impacto en el medio ambiente.

Los hemocitos juegan un papel importante en la defensa celular; un namero inferior al normal de
hemocitos que circulan en los crustaceos se correlaciona bien con una resistencia reducida a los
patogenos (Dhayanithi et al., 2015). Se observaron diferencias significativas, tanto en conteo
total como en diferencial hemocitario, respecto al control positivo de ambas bacterias; la
disminucion del conteo total hemocitario (CTH) en los camarones infectados probablemente se
debi¢ a la acumulacion de hemocitos en el lugar de la inyeccion para la cicatrizacion de heridas y
la fagocitosis de cuerpos extrafios (Aftab-Uddin et al., 2017; Mugidah et al., 2018). En este
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estudio, el CTH aumentd después de la ingesta del alimento adicionado con los extractos de
mangle rojo y blanco, esto puede deberse a que los concentrados aumentaron la inmunidad de los
camarones que conduce a un aumento de CTH, promoviendo la resistencia en los camarones
mediante la proliferacion de hemocitos y el aumento de su actividad fagocitica (Yeh et al., 2009;
Velmurugan & Citarasu, 2010; Kannappan et al., 2018; Zhai & Li, 2019). En este estudio, la
estructura histolégica en los organismos de ambos tratamientos demostré una mejora en
comparacion a los grupos infectados, tanto hepatopancreas como el resto de los érganos y tejidos;
esto se observa de la misma manera en la sobrevivencia de los camarones, lo que confirma que el
uso de herbolaria para la trata de enfermedades bacterianas es una opcidn viable. Tal es el caso de
la investigacion de Aftab et al. (2017) donde afirma que la adicion de extractos metandlicos de
hierbas influyen de manera positiva en P. monodon infectados con V. harveyi; por otro lado,
Mufidah et al. (2018) expone al mangle Avicennia marina como buen candidato para la trata de

Vibrio parahaemolyticus en P. vannamei.
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8. CONCLUSIONES

1. Ambos extractos hidroalcoholicos inhibieron el crecimiento de ambas bacterias in vitro.

2. Los extractos adicionados al alimento controlaron la mortalidad causada por V. harveyi y V.
campbellii en los organismos estudiados.

3. Los analisis histologicos y hematologicos presentan diferencias significativas entre grupos
control y tratamientos.

4. Los extractos de R. mangle y L. racemosa pueden utilizarse como excelentes candidatos para
tratamiento de enfermedades en P. vannamei generadas por V. campbellii y V. harveyi.
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9. RECOMENDACIONES

En base a esta investigacion, se numeran las posibles sugerencias:

1. Hidroponia de mangle rojo y/o blanco en estanques experimentales de cultivo de camarén, u
otro tipo de crustaceos, para remocion de nutrientes y mejora en la calidad del agua.

2. Dados los resultados en el punto anterior, someter ambos mangles a las pruebas vistas en esta
investigacion (perfil fitoquimico y actividad antioxidante), con previa obtencién de extractos
mediante diferentes metodologias.

3. Cuando los camarones obtengan un peso y medida Optimas, someterlos a una infeccién

experimental por inyeccion con bacterias del género Vibrio.
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11. ANEXOS

11.1. Técnica de analisis histologico

Descrita por Lightner, 1996.

11.1.1. Fijacién o Conservacion

Los érganos Y tejidos de juveniles de camardn blanco (P. vannamei) se fijaron por inyeccién en
AFA Davidson (Alcohol- Formaldehido-Acido acético; AFA). Se inyectd el camarén vivo
(moribundo) directamente en todo el hepatopancreas y en cada uno de los segmentos
abdominales, con una cuchilla se realiz6é un corte del rostrum hasta la parte final de los urépodos
y se introdujo al organismo en un frasco de 500 ml con solucién Davidson para su fijacion
completa por 24 horas, posteriormente se le retiro la solucion Davidson se enjuago con agua

dulce y se le adicion6 alcohol al 70% hasta su analisis.

11.1.2. Corte Histoldgico

Los organismos que se encontraban sumergidos en alcohol etilico al 70%, se les realizo un corte
longitudinalmente partiendo del rostrum hasta el telson con una navaja de micrétomo, una vez
gue se obtuvieron los cortes con ayuda de unas pinzas de diseccién se acomodaron las muestras
en Uni-cassette (VWR CS 1500 TEK WHT 14221-384), para colocarse en el recipiente de

deshidratacion.
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11.1.3. Inclusién en Parafina

Los cortes fueron deshidratados en el procesador automatico de tejidos (Tissue-Tek 11, Mod.
4640-B) este equipo cuenta con 12 vasos de 1 L cada uno. Utilizando una serie de soluciones de
alcohol en concentraciones ascendentes y bafiadas en parafina, se llevé acabo en el siguiente
orden:

1) Alcohol etilico al 70%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

2) Etanol al 80%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

3) Etanol al 95%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

4) Etanol al 100%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

5) Xilol, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

6) Parafina, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

11.1.4. Embebido en Parafina

Para la realizacion de los bloques las muestras se colocaron en moldes con ayuda de centro de
embebido (Leica Mod. EG1160) que consta de un dispensador de parafina liquida (55-60°C), una
placa caliente para la orientacion de las piezas y una placa fria para la solidificacién del bloque a
una temperatura inferiores a 10°C, los tejidos son colocados en moldes con las partes de interés
hacia el fondo y se llenaron con parafina liquida (55-60°C) ejerciendo presion sobre ellos en la
cama fria del embebedor, cuidando que la parte inclinada del uni-cassette® quede en relacion con

la porcion del tejido méas duro (cefalotorax).

11.1.5. Cortado de Bloque

Los bloques de parafina ya descalcificados son puestos en refrigeracion a -4°C, por 10 minutos,
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para la obtencidon del corte se utilizd6 un micrétomo Leica (RM2125 RTS). Los bloques se
rebajaron a 20 um, hasta que todos los tejidos se encontraran expuestos, posteriormente se realizo
el corte a 5 um y se depositaron en un bafio de flotacion marca (Boekel scientific 044305648-
2162) previamente calentado a 50°C, retirandose el corte en un portaobjeto para ponerlo en una

gradilla, para luego ser colocada en una estufa por 12 horas a 55°C para el secado de los cortes.
11.1.6. Tincién Hematoxilina-Eosina

Los tejidos fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina de Harris y Eosina (H&E) pasando por
una secuencia de soluciones mostradas a continuacion, de acuerdo con la Figura 28:
1. Desparafinizar las laminillas directo en xileno por 2 cambios de 5 minutos cada uno.
. Dos cambios en alcohol absoluto con 10 sumergidas lentas cada uno.
. Dos cambios en alcohol al 96% con 10 sumergidas lentas cada uno.

. Dos cambios en alcohol al 80% con 10 sumergidas lentas cada uno.

2
3
4
5. Alcohol al 50% con 10 sumergidas lentas.
6. Agua destilada con 10 sumergidas lentas.

7. Hematoxilina Harris durante 5 minutos.

8. Lavar en agua corriente durante 5 minutos.

9. Una sumergida rapida en alcohol acido.

10. Lavar en agua corriente durante 5 minutos.

11. Cinco sumergidas lentas en agua amoniacal.

12. Lavar en agua corriente durante cinco minutos.

13. Eosina durante 2 minutos.

14. Tres cambios en alcohol al 96% con 10 sumergidas lentas cada uno.
15. Tres cambios en alcohol absoluto con 10 sumergidas lentas cada uno.

16. Cuatro cambios en Xileno con 10 sumergida lentas cada uno.
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Figura 28. Diagrama de técnica de tincién Hematoxilina y Eosina (H&E) por Lightner (1998).

Se tomaron las muestras del bafio de xileno para el montaje, se colocaron 2 gotas de aceite de
resina en el portaobjeto donde fue hecha la tincion y se colocd el cubreobjetos evitando la

formacion de burbujas, se deja secar durante unas horas antes de su observacion al microscopio.

11.2. Técnica de Recuento Total y Diferencial de Hemocitos

Descrito por Cuéllar-Anjel, 2014

Para realizar el recuento total de hemocitos, el microscopio electronico se enfocd primeramente
en el ocular 10x y, posteriormente se paso al ocular de 40x, donde se visualizé individualmente
un cuadrante (Fig. 29a); y con ayuda del carro del microscopio se desplazd por la cuadricula
hasta contar las células presentes en todo el cuadro. Los recuentos se realizaron siguiendo las
flechas para evitar que las células se cuenten dos veces o que no se cuenten (Fig. 29b). Ademas,
se observaron 3 lineas que delimitan el cuadro, éstas definieron cuales células eran contables (las
gue no tocan la 2da linea) o cuales se encontraban fuera del campo de recuento (las que tocan o

estan encima de la 2da linea) (Figura 29c).
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a) b) —t4| ©)
Figura 29. Vista de un cuadrante de la cAmara de Neubauer con el ocular de 40x. donde a) cuadrante

utilizado para realizar el recuento total; b) indicacion de como se debe de realizar el recuento; c)
indicacion de las células que se deben de tomar en cuenta para el recuento.
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