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RESUMEN

El uso indiscriminado de antibioticos en la acuicultura produce un impacto negativo en el
medio ambiente, ademds de generar patdgenos resistentes a los antibioticos. En este sentido, y para
minimizar los efectos de estos quimioterapicos sobre los camarones cultivados, el medio ambiente
y los consumidores, se han evaluado otras terapias alternativas, entre las que se encuentra el uso
de extractos de macroalgas con capacidad antimicrobiana. El objetivo del presente estudio
consistié en evaluar la eficacia antibacteriana de extractos de Gracilaria vermiculophylla'y Ulva
flexuosa adicionados al alimento de P. vannamei en infeccion experimental con V.
parahaemolyticus. Se obtuvieron extractos acuosos de las especies de macroalgas seleccionadas,
a ¢stos se les determind su actividad antibacteriana sobre V. parahaemolyticus mediante la
determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y antibiogramas; adicionalmente se
determind la actividad antioxidante (ABTS y FRAP), la composicion fitoquimica (CTF, CF, %
acidos urdnicos y % sulfatos), asi como el contenido de metales (Cd, Pb, As, Hg). Posteriormente
se realizd6 un desafio bacteriano por inmersion sobre P. vannamei, evaluando alteraciones
histologicas en 6rganos y tejidos, asi como cambios en la poblacion hemocitaria. La CMI para
ambos extractos fue de 50 mg mL", con halos de inhibicién para G. vermiculophylla de
18.00+0.60 mm y para U. flexuosa de 14.00£0.29 mm. G. vermiculophylla exhibié mayor CTF
pero menor CF respecto a U. flexuosa, por otro lado G. vermiculophylla tuvo mayor capacidad
antioxidante ABTS y FRAP, lo contrario de U. flexuosa. El andlisis de metales resulto estar por
debajo de los maximos permisibles de la NOM-242-SSA1-2009 y del Reglamento (CE) n°
333/2007 de la Comisién de la Union Europea. En el desafio con V. parahaemolyticus se obtuvo
una sobrevivencia del 67% para los organismos alimentados con G. vermiculophylla, y 60% para
los de U. flexuosa, significando el doble de sobrevivencia con respecto al control positivo (30%)
24 horas post infeccion. Las alteraciones histopatologicas fueron observadas en el hepatopancreas
en la region proximal al intestino en los organismos del control positivo y fueron menores en los
organismos tratados. La poblacion hemocitaria total fue menor en los organismos del control
positivo respecto a los organismos tratados. Con base en el andlisis de las variables estudiadas se
puede concluir que los extractos acuosos de estas macroalgas son una alternativa prometedora para

el control de V. parahaemolyticus en el cultivo de camaron.
Palabras clave: Camaron blanco, AHPND, macroalgas, antibacteriano, hemocitos
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ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics in aquaculture has a negative impact on the
environment, in addition to generating antibiotic resistant pathogens. In this sense, and to minimize
the effects of these chemotherapeutic agents on shrimp culture, the environment and consumers,
they have evaluated other alternative therapies, including the use of macroalgae extracts with
antimicrobial capacity. The objective of this study was to evaluate the antibacterial efficacy of
extracts of Gracilaria vermiculophylla and Ulva flexuosa which were added in the diet of P.
vannamei who were subjected to experimental infection with V. parahaemolyticus. Hot water
extracts of the selected macroalgae species were obtained, their antibacterial activity on V.
parahaemolytic was determined by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
antibiograms; additionally the antioxidant activity was determined (ABTS and FRAP), the
phytochemical composition (CTF, CF, % uronic acids and % sulfates), as well as the metal content
(Cd, Pb, As, Hg). Subsequently, a bacterial challenge was performed by immersion on P.
vannamei, evaluating histological alterations in organs and tissues, as well as changes in the
hemocyte count and the differential haemocyte count. The MIC for both extracts was 50 mg mL"
!, with inhibition halos for G. vermiculophylla of 18.00 + 0.60 mm and for U. flexuosa of 14.00 +
0.29 mm. G. vermiculophylla exhibited higher CTF but lower CF compared to U. flexuosa, on the
other hand G. vermiculophylla had higher antioxidant capacity ABTS and FRAP, the opposite of
U. flexuosa. The metal analysis turned out to be below the maximum allowable of NOM-242-
SSA1-2009 and Regulation (EC) No 333/2007 of the Commission of the European Union. In the
challenge with V. parahaemolyticus, a survival of 67% was obtained for organisms fed with G.
vermiculofila, and 60% for those of U. flexuosa, meaning twice the survival with respect to the
positive control (30%) 24 hours later infection. Histopathological alterations were observed in the
hepatopancreas in the region proximal to the intestine in the positive control organisms and were
minor in the treated organisms. The total haemocyte count was lower in the positive control
organisms compared to the treated organisms. Based on the analysis of the variables studied, it can
be concluded that hot water extracts of these macroalgae are a promising alternative for the control

of V. parahaemolyticus in shrimp culture.

Keywords: White shrimp, AHPND, macroalgae, antibacterial, hemocytes
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1. INTRODUCCION

En el ano 2016, la produccion mundial de la acuicultura, ascendié a 110.2 millones de
toneladas, de los cuales se produjeron 7.9 millones de toneladas de crustaceos, siendo el camaron
blanco del Pacifico (Penaeus vannamei), el mas cultivado (FAO, 2018). Durante el 2017, México
se coloco en el séptimo lugar de produccion de camardn a nivel mundial con 221,695 toneladas,
siendo el estado de Sinaloa el principal productor, generando en conjunto con Sonora, un valor de

produccion de 13 mil 368 millones de pesos (SAGARPA, 2018).

Debido a la demanda de este producto, las densidades de siembra se han incrementado, teniendo
como consecuencia un aumento en la incidencia de enfermedades causadas por virus, hongos,
protozoarios, cianobacterias y bacterias, dando como resultado grandes pérdidas econdmicas

(Lightner y Pantoja, 2001; Morales-Covarrubias ef al., 2011).

En los ultimos afios se han registrado pérdidas econémicas de hasta 1 000 millones de dolares por
afio a nivel global en el cultivo de camaron, debido a la enfermedad denominada Enfermedad de la
Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND, por sus siglas en inglés) causada por cepas de
Vibrio parahaemolyticus (Tran et al., 2013; Lee et al., 2015). En el 2013, México tuvo una
reduccion importante en la produccion de camaron (mas del 50%) debido a que esta enfermedad

afecto los estados de Sinaloa, Sonora y Nayarit (Nunan ef al., 2014).

A nivel mundial en la camaronicultura se aplican antibioticos durante los ciclos de produccion,
tanto en la fase larvaria como en la de crecimiento, para el control o prevencion de enfermedades
bacterianas. Como consecuencia se ha incrementado la resistencia bacteriana en los ecosistemas
expuestos, con posibles afectaciones a la salud animal y humana debido a la acumulacion de
residuos de antibidticos en los tejidos de camarén (Santiago et al., 2009; Morales-Covarrubias et

al., 2012).

Ultimamente se ha promovido una produccion sana y sostenible del camaroén, involucrando

aspectos ambientales y sociales (Cuéllar-Anjel et al., 2010). Por lo que resulta necesario buscar
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alternativas naturales para sustituir el uso de antibioticos comerciales que no generen resistencia
bacteriana. En este sentido han sido utilizado diferentes compuestos naturales antibacterianos
provenientes de extractos vegetales para contrarrestar esta problematica (Pefia-Navarro et al., 2013;
Morales-Covarrubias et al., 2016). A su vez, el ambiente marino puede proveer productos naturales
con estructuras unicas que poseen actividades farmacoldgicas, cuenta de ello es que en los tltimos
afios se han estudiado diversos compuestos bioactivos de esponjas (Kotoku et al., 2017), corales
blandos (Lee et al., 2017), briozoos (Ortega et al., 2017), moluscos (Chand y Karuso, 2017),
tunicados (Wang et al., 2017), equinodermos (Brasseur et al., 2017) y algas marinas (Osuna-Ruiz
et al., 2016), como nuevas alternativas contra enfermedades. Durante el 2017 se describieron 1490
nuevos compuestos naturales provenientes del ambiente marino, de los cuales 89 compuestos

fueron de algas marinas (Carroll ef al., 2019).

Las algas marinas o macroalgas, han adquirido gran importancia como fuente prometedora de
compuestos bioactivos que pueden utilizarse para el desarrollo de farmacos (Osuna-Ruiz et al.,
2019). Estudios alrededor del mundo han demostrado que las algas verdes, rojas y pardas poseen
gran variedad de metabolitos activos con propiedades antibacterianas, antivirales, antitumorales,

antioxidantes, entre otras (Belattmania et al., 2016; Osuna-Ruiz et al., 2016 y 2019).

En las ltimas dos décadas, se ha incrementado el interés por emplear diversos extractos de algas
marinas como agentes terapéuticos y/o profilacticos en la acuicultura, principalmente contra
patologias de origen bacteriano. Sin embargo, en México existen muy pocos estudios sobre la
actividad antibacteriana de macroalgas. En este sentido, el objetivo de éste trabajo fue evaluar la
eficacia antibacteriana de extractos de las macroalgas Gracilaria vermiculophylla y Ulva flexuosa
adicionadas en la dieta de camaron blanco (Penaeus vannamei) en infeccion experimental con

Vibrio parahaemolyticus.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND)

En sus inicios, esta patologia fue conocida como Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS, por
sus siglas en inglés), debido a que aparecia dentro de los primeros 30 dias de cultivo,
posteriormente fue renombrada como Sindrome de la Necrosis Hepatopancreatica, por las lesiones
observadas en los camarones enfermos y actualmente se conoce como Enfermedad de la Necrosis
Aguda del Hepatopancreas (AHPND) (Lightner et al., 2012; Tran et al., 2013; Pantoja y Lightner,
2014).

Esta patologia afecta al camaro6n blanco del Pacifico Penaeus vannamei y al camardn tigre negro
Penaeus monodon, causando pérdidas millonarias en las granjas camaronicolas, ya que puede
ocasionar el 100% de mortalidad dentro de los primeros dos dias de la infeccion (Tran ef al., 2013).
La enfermedad se reportd por primera vez al sur de China, y después se propagd a Vietnam,
Malasia, Tailandia, Filipinas, México y Centroamérica (Lightner et al. 2012; Flegel, 2012; De la
Pena et al., 2015; Nunan, et al., 2014; Han et al., 2015). Cepas patégenas de Vibrio
parahaemolyticus han sido reportadas como las causantes de esta enfermedad, que se caracteriza

por causar dafios en el hepatopancreas del camarén (Tran et al., 2013).

Los signos clinicos de los camarones afectados por AHPND incluyen nado erratico, cromatéforos
expandidos, crecimiento reducido, letargia, opacidad muscular, acalambramiento, hepatopancreas
palido, cuticula blanda, atrofia del hepatopancreas y estomago e intestino vacios (Tran et al., 2013;

Pantoja y Lightner, 2014).

Esta enfermedad se caracteriza por presentar tres fases, fase aguda, de transicion y terminal. En la
fase aguda se observa pérdida de la funcion de las células que recubren los tibulos del
hepatopancreas (células R, B, F y E), desprendimiento agudo de las células de los tubulos del

hepatopancreas con distribucion proximal a distal, ausencia de infeccioén bacteriana (de cualquier
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tipo) dentro del hepatopancreas y ausencia de inflamacion intertubular o bien inflamacion muy
leve; en la fase de transicion se presenta inflamacion intertubular, melanizacion de las dreas mas
afectadas, principalmente en la region proximal de los tubulos (las areas mas cercanas al intestino
medio), se observa los inicios de la infeccidon bacteriana y posteriormente el desprendimiento de
las células de los tubulos; la fase terminal se define por inflamacion intertubular muy marcada,
melanizacion multifocal extensa de los tibulos necrosados, infeccion bacteriana secundaria masiva
por especies oportunistas de Vibrio sp., ademas en esta etapa, es muy dificil diferenciar entre una

vibriosis entérica comun severa y AHPND (Pantoja y Lightner, 2014).

2.2 Uso de Antibioticos en la Camaronicultura

Las enfermedades que enfrenta el cultivo de camarén estan relacionadas principalmente con virus
y bacterias (Flegel, 2012). Pero desde el 2009 a la fecha, las enfermedades de origen bacteriano a
nivel mundial han adquirido mayor relevancia debido a las altas mortalidades que han ocasionado,
la forma mas comun para tratar este tipo de patologias es el uso de antibioticos. En México, los
antibioticos mas utilizados son oxitetraciclina, florfenicol, ormetoprim-sulfametoxazol,

sarafloxacina y enrofloxacina (Roque et al., 2001; Santiago et al., 2009).

El abuso de estos antibidticos ha generado el aumento de bacterias resistentes, la persistencia en el
ambiente acudtico y la acumulacion de residuos de antibidticos en los tejidos del camardn
provocando alteraciones en la flora intestinal y problemas de intoxicacion o alergias en el

consumidor (Santiago et al., 2009).

2.3 Las Algas Marinas

Las algas marinas son organismos fotosintéticos que son comparables con las plantas terrestres por

ser productores del oxigeno y biomasa de los que dependen el resto de los seres vivos de la cadena
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alimenticia en el agua. Son importante fuente de alimento y de multiples productos que se obtienen
de ellas (Ledn et al., 2012). Habitan en diferentes ambientes, tales como litorales rocosos y
arenosos, arrecifes coralinos, lagunas costeras, estuarios, manglares o comunidades de pastos
marinos. Pueden encontrarse en las zonas supramareal, intermareal o submareal, estan fijas a
distintos sustratos del lecho marino o flotando libremente en el agua, son tolerantes a la salinidad
del agua de mar, carecen de verdaderos tallos, raices y hojas (De Almeida et al., 2011; Leodn et al.,

2012y 2019).

El grupo de las macroalgas incluyen tres filos de acuerdo a su pigmentacion: Las algas verdes o
clorofitas (Division Chlorophyta) son organismos fotosintéticos eucariontes que cuenta con
aproximadamente 7 000 especies. Se caracterizan por los pigmentos fotosintéticos como las
clorofilas a, b y carotenoides (Leon et al., 2012). Las algas de la clase Phaecophyceae (feoficeas),
pardas o cafés por su color comun, contiene dos pigmentos principales la xantofila y la fucoxantina
que enmascaran la clorofila a y ¢ (Leén y Nufniez 2017). Las algas rojas o rodofitas (Division
Rhodophyta o clase Rhodophyceae) cuentan con aproximadamente 7 100 especies. Su peculiar
color rojo se debe a la dominancia de algunos de los pigmentos accesorios (ficocianina, ficoeritrina

y aloficocianina) que enmascaran a la clorofila (Leon et al., 2019).

2.4 Algas Marinas como Antibacterianos en la Acuicultura

Las algas marinas poseen actividad antibacteriana que varia segun la especie, habitat, etapa de
crecimiento, edad, ubicacion geografica, contaminacion, organismos epifitos, método de

extraccion y disolvente utilizado en la extraccion (Pérez et al., 2016; Zerrifi et al., 2018).

Diversos autores han sefalado que la actividad antibacteriana que se ha observado en extractos de
macroalgas esta relacionada con la presencia de metabolitos secundarios entre ellos los compuestos
polifenolicos, que han sido reconocidos en diferentes estudios por su bioactividad, entre estos
compuestos se encuentran los 4cidos fenolicos, los flavonoides, las isoflavonas, quercetina y

lignanos, los cuales son producidos por las macroalgas para protegerse de factores externos como
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la radiacion UV, el estrés y los parésitos (Keyrouz et al., 2011; Li et al., 2011; Chojnacka et al.,
2012; Janarthanan y Kumar, 2018). El mecanismo de accion antibacteriana descrito para los
polifenoles, incluye principalmente la alteracion de la permeabilidad de la pared celular y
membrana citoplasmatica de la bacteria, debido a las interacciones de éstos compuestos con las
proteinas de la superficie celular, lo que provoca la ruptura de la membrana y como consecuencia,
se produce la salida de macromoléculas internas importantes para la bacteria, dando lugar a la
perdida de integridad celular y por consiguiente la muerte (Eom et al., 2012; Pérez et al., 2016;

Pava et al., 2017).

Las propiedades antibacterianas de las macroalgas se han utilizado en la acuicultura para controlar
o prevenir enfermedades bacterianas. En peces se han realizado estudios en los que se emplean
extractos de macroalgas para el tratamiento de enfermedades bacterianas, un ejemplo de ello es el
estudio de Thanigaivel y colaboradores (2015), utilizaron dos métodos de extraccion diferencial
(secuencial, maceracion) con diferentes solventes para identificar los compuestos bioactivos
presentes Gracilaria folifera y Sargassum longifolium, encontrando que los extractos etanolicos y
acuosos tenian actividad antioxidante y antibacteriana in vivo e in vitro contra Aeromonas
salmonicida. Para la prueba antibacteriana in vivo infectaron via inmersion a Oreochromis
mossambicus (tilapia) con Aeromonas salmonicida, y posteriormente agregaron una suspension de
macroalga al agua donde estaban los peces, obteniendo una sobrevivencia de hasta el 90%. Asi
mismo Fatima y colaboradores (2016), probaron la eficacia antibacteriana y antioxidante de
extractos de la macroalga roja Portieria hornemannii, infectando intramuscular a tilapia con V.
parahaemolyticus, para después administrar el tratamiento de macroalgas por inmersion,
obteniendo un 75% de sobrevivencia en los organismos tratados con la macroalga y tan solo un

25% en los organismos no tratados.

Las macroalgas también se han utilizado como agentes profilacticos e inmunoestimulantes en
peces, mostrado que los organismos alimentados con extractos de macroalga han presentado
niveles elevados de los parametros bioquimicos de sangre, respuestas inmunitarias mas fuertes y

mayores tasas de sobrevivencia respecto al control (Zeraatpisheh et al., 2018).

De igual manera, en camarones se han llevado a cabo estudios de profilaxis, Selvin y colaboradores
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(2011), incorporaron extracto de U. fasciata al alimento comercial para camardn, alimentaron a P.
monodon (1 g kg'! de camarén) durante 15 dias para posteriormente hacer un desafio bacteriano.
Los organismos fueron infectados via intramuscular con V. fischeri (2.8 x 10’7 UFC/camardn) V.
harveyi, V. alginolyticus y Aeromonas sp. (1 x 10° UFC/camarén). La dieta con extracto de U.
fasciata tuvo una proteccion completa (100% de sobrevivencia) contra V. harveyi, V. alginolyticus
y Aeromonas sp., y 60 % de sobrevivencia en organismo infectados con V. fischeri. De la misma
forma, Manilal y colaboradores (2012), incorporaron extracto de la macroalga roja Asparagopsis
sp. al alimento comercial para camarones, para posteriormente alimentar a camarones del genero
P. monodon durante 4 semanas y después desafiarlos con V. harveyi, V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus 'y Photobacterium damsela. Concluyeron que la administracion oral de

Asparagopsis sp. fue eficaz en el tratamiento de infestaciones naturales de vibriosis en P. monodon.

Del mismo modo se han llevado a cabo investigaciones sobre inmunoestimulaciéon de las
macroalgas en los camarones, los pardmetros inmunoldgicos que cominmente se analizan en estos
estudios son el conteo total (CTH) y diferencial de hemocitos(CDH), la actividad de la fenoloxidasa
(PO), el estallido respiratorio (ER), la superdxido dismutasa (SOD), la actividad fagocitica y la
tolerancia antibacteriana. Sudaryono y colaboradores (2018), evaluaron la eficacia sobre la
respuesta inmune, la tolerancia al estrés y tolerancia a V. parahaemolyticus de P. vannamei
incluyendo el extracto acuoso de Sargassum cristaefolium en su dieta. Los organismos se
alimentaron durante 28 dias y posteriormente fueron desafiados, obteniendo altas tasas de
sobrevivencia y mayor respuesta del sistema inmune. Extractos de la macroalga roja G. fisheri
también aumentaron los pardmetros inmunolégicos como CTH, CDH, PO y SOD en P. vannamei,
y cuando los organismos fueron desafiados con V. harveyi, la mortalidad se redujo notablemente
en comparacion con la de los organismos del control (Kanjana et al., 2011). Asi mismo, la
administracion de extracto de la macroalga parda Petalonia binghamiae incrementé la respuesta
inmune de P. vannamei y se observd un aumento en la tasa de sobrevivencia en organismos

infectados con V. alginolyticus (Chen et al., 2014).

Se han desarrollado otros estudios relacionados con las propiedades antibacterianas de las
macroalgas como tratamiento a infecciones bacterianas, un ejemplo de ello es el estudio de

Thanigaivel y colaboradores (2014), que probaron la actividad antioxidante y las propiedades
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antibacterianas de extracto de la macroalga verde Chaetomorpha antennina realizando
experimento in vitro por el método de difusion en pozo y un experimento in vivo, infectaron
intramuscularmente a P. monodon con V. parahaemolyticus, posteriormente sumergieron los
organismos infectados en agua que contenia el extracto de la macroalga y obtuvieron un 90% de
sobrevivencia. Sivakumar y colaboradores (2014), realizaron pruebas antibacterianas in vitro € in
vivo de extracto crudo de la macroalga U. fasciata, utilizaron el método de difusion en agar-agar
en donde hubo inhibicion contra V. harveyi. Para la prueba in vivo realizaron un ensayo con desafio
de inmersion en donde postlarvas de P. monodon se mantuvieron en agua que contenia V. harveyi
durante 30 dias, posteriormente adicionaron el extracto de la macroalga al agua obteniendo como

resultado una reduccidn significativa de los porcentajes de mortalidad.
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3. HIPOTESIS

La adicion de extractos de G. vermiculophylla y U. flexuosa en la dieta de P. vannamei
infectado por la bacteria V. parahaemolyticus, aumentara la sobrevivencia, la respuesta hemocitaria

celular y presentara menor dafio en hepatopancreas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la eficacia antibacteriana de extractos acuosos de G. vermiculophylla y U. flexuosa

adicionados en la dieta de P. vannamei en infeccion experimental con V. parahaemolyticus.

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de G. vermiculophylla y U.

flexuosa con V. parahaemolyticus.

e Determinar la actividad antioxidante, presencia de metales y composicion fitoquimica
(contenido total de compuestos fendlicos, contenido de flavonoides, acidos uronicos (%) y

sulfatos (%)) de los extractos acuosos obtenidos a partir de G. vermiculophylla y U.

flexuosa.

e Elaborar el alimento con el extracto de mayor eficacia de G. vermiculophylla y U. flexuosa

para pruebas in vitro e in vivo.

e Probar la eficacia del alimento con los extractos en juveniles de P. vannamei, realizando

desafios con V. parahaemolyticus para evaluar la sobrevivencia y revisar alteraciones

histoldgicas en o6rganos y tejidos.

e Realizar andlisis hematologicos en hemolinfa para poblacion total y diferenciacion

hemocitaria de juveniles de P. vannamei.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Elaboracion de Extractos de las Algas Marinas

5.1.1 Recolecta y Procesamiento de las Algas Marinas

Las muestras de G. vermiculophylla se recolectaron manualmente en el Estero de Urias (23° 10’
47.81" N, 106° 21' 19.87" O) y las de U. flexuosa en la zona intermareal de Playa Norte (23° 12
29.04" N, 106° 25'32.10" O) durante las horas de la marea mas baja, en el municipio de Mazatlan,
Sinaloa. Las muestras se procesaron de acuerdo a la metodologia descrita por Thanigaivel y
colaboradores (2015), se enjuagaron en el lugar de la recolecta para eliminar el exceso de fango,
arena y epicomensales adheridos, después se colocaron en bolsas de plastico y se almacenaron en
un recipiente con hielo para su conservacion, posteriormente fueron transportadas al laboratorio de
microscopia en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatléan,
en donde se lavaron con agua corriente para retirar el exceso de sal y material extrafio. Las muestras
recolectadas se separaron, una parte fue secada a la sombra a temperatura ambiente durante 5 dias,
después se trituraron en un molino doméstico, se tamizaron para obtener un tamafio de particula
uniforme (850 um) y fueron congeladas a —22 °C en bolsas herméticas, el resto se utiliz6 para su
identificacion, se emplearon las claves taxonomicas descritas por Ledn y colaboradores (2012 y

2019), y las descripciones de Ochoa-Izaguirre y colaboradores (2007).

5.1.2 Obtencion de Extractos Acuosos

Se utilizo la técnica reportada por Morales-Covarrubias y colaboradores (2016), con las siguientes
modificaciones, se prepararon infusiones colocando 5 g de cada macroalga pulverizada en 100 mL

de agua destilada a punto de ebullicion y se dejo hervir durante 3 minutos, después se filtro el
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concentrado y se almacen6 a —22 °C hasta su uso.

5.2 Determinacion de la Actividad Antibacteriana de los Extractos Acuosos

5.2.1 Cepa bacteriana V. parahaemolyticus

Se utiliz6 una cepa de V. parahaemolyticus (01082013-LS) causante de AHPND que fue aislada
de una unidad de produccién acuicola de camarén a baja salinidad en el Rosario, Sinaloa, México,
en julio de 2013, en donde se registré un evento de mortalidad del 90 al 100% de los organismos

(Morales-Covarrubias et al., 2016).

5.2.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para la prueba de sensibilidad bacteriana se utiliz6 la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) en
tubo (McDermott et al., 2005). Se prepararon tubos con 5 mL de Caldo Soya Tripticaseina (TSB)
(BD Bioxon®) al 2.5% de NaCl (GOLDEN BELLMR) y se esterilizaron a 121 °C por 15 minutos.
Se prepararon diferentes concentraciones de extracto acuoso de las macroalgas de 5, 30, 50, 70 y
90 mg mL"'. Posteriormente se agregaron 100 puL de cada concentracién de los extractos acuosos
y 100 pL del indculo bacteriano (V. parahaemolyticus) en los tubos de TSB con sal, se incubaron
a 30 °C durante 24 horas. Después, fueron evaluados por medio de un espectrofotometro para
determinar la turbidez, se consider6 como CMI a la concentracion de extracto necesario para la
ausencia de turbidez en el tubo con cultivo bacteriano. La CMI se inoculo en Agar de Soya
Tripticaseina (TSA) (BD Bioxon®) con 2.5% de NaCl y agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa
(TCBS) (BD Difco™) para corroborar que no hubiese crecimiento bacteriano. Como control
negativo se utilizd6 TSB con sal sin inocular. Tanto los controles positivos como los negativos se

realizaron por triplicado.
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5.2.3 Antibiogramas (Halos de Inhibicion)

Para determinar la sensibilidad de la bacteria (V. parahaemolyticus) se realizaron antibiogramas
por el método de Kirby Bauer (1966). Se prepararon cajas Petri con el medio de agar Mueller
Hinton (BD Bioxon®) con 2.5% de NaCl de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Anexo 1),
y se dejaron secar durante 24 horas. También se prepararon cajas Petri con TSA al 2.5% de NaCl
(Anexo 2) en donde se sembr¢ la cepa de V. parahaemolyticus y se incubo durante 24 horas a 30
°C. De la placa de TSA sembrada, con un asa se tomo una cantidad de cepa y se resuspendié en
solucién salina estéril hasta obtener una turbidez de 0.5 de McFarland (1x10% UFC/mL). Un hisopo
estéril fue humedecido con la suspension bacteriana para sembrar las placas de Mueller Hinton.
Posteriormente se colocaron sensidiscos de 6 mm (Thermo Scientific™) y se impregnaron con 20
uL del extracto acuoso de cada macroalga, se incubo por 24 horas a 30 °C, esto se realizd por
triplicado. Se consideraron con actividad antibacteriana a los halos de inhibicion > 6 mm (Engel

et al., 2006; Silva et al., 2013).

5.3 Determinacion de la Composicion Fitoquimica y Capacidad Antioxidante de los Extractos

Acuosos

Después de las pruebas antibacterianas in vitro, a los extractos que exhibieron actividad
antibacteriana se les realizo la determinacion de su composicion fitoquimica (fenoles solubles
totales, flavonoides totales, sulfatos (%) y acidos urdnicos totales (%)) y pruebas de capacidad
antioxidante (reduccion del radical ABTS y potencial antioxidante reductor férrico (FRAP)),
dichos andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Compuestos Naturales Bioactivos de la

Universidad Politécnica de Sinaloa, en la ciudad de Mazatlan, Sinaloa.
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5.3.1 Fenoles Solubles Totales

Se utilizé la metodologia propuesta por Marigo (1973), para determinar el contenido total de
compuesto fendlicos solubles presentes en los extractos. Se mezclaron 100 pL del extracto con 150
pL de FOLIN (1:1), 1 mL de NaxCOs al 2% y NaOH 0.4%, se incubo a 25 °C por 20 minutos
protegido de la luz y se determin6 su absorbancia a 750 nm.

Para determinar la concentracion de fenoles se empled una curva estdndar de 4cido galico, los
resultados se expresaron en mg equivalentes de 4cido galico (EAG = mg de Acido Galico/g de

muestra seca). La cuantificacion se determino con la siguiente ecuacion:

. A
Equivalentes de Acido Galico (EAG) = xB™1 (1)

Donde:

A = Absorbancia de la muestra a 750 nm

b = Ordenada al origen de la curva estandar de 4cido gélico

m = Pendiente de la ecuacion de la linea recta en la curva estandar de acido galico

B = Peso seco de la muestra en gramos

5.3.2 Flavonoides Totales

El contenido total de flavonoides se realizd de acuerdo al método de Luximon-Ramma et al.
(2002). Se tom¢6 1 mL del extracto y se mezcl6 con 1 mL de AICl; al 2%, se agitaron vigorosamente
y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se determind su

absorbancia a 367 nm.

Para determinar la concentracion de flavonoides totales de la muestra se emple6 una curva estandar
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de Quercetina, los resultados fueron expresados en mg equivalentes de Quercetina (EQ) (mg de

Quercetina/g de muestra seca) mediante la siguiente ecuacion:
) ] A—b
Equivalentes de Queracetina (EQ) = — (2)

Donde:

A = Absorbancia de la muestra a 367 nm

b = Ordenada al origen de la curva estandar de Quercetina

m = Pendiente de la ecuacion de la linea recta en la curva estandar de Quercetina

B = Peso seco de la muestra en gramos
5.3.3 Determinacion del Contenido de Sulfatos

El contenido de sulfatos se determind con el método descrito por Dogson y Price (1962), se colocod
1 mg de la muestra (en tubo con tapon de rosca) y se le agrego 1 mL de HCI 1 N, se cerraron bien
los tubos para hidrolizarlos por 4 — 5 horas a 110 °C. Se tomaron 250 pL del hidrolizado y se
colocaron en un tubo de ensayo limpio, se ajust6 el volumen a 500 pL por adicion de HC1 1 Ny
después 3.5 mL de Acido Tricloroacético 30% y se agitd en el vortex, se agregd 1 mL de BaCl,-
gelatina y se agit6 en el vortex, se dejo reposar por 10 minutos, para leer su absorbancia a 360 nm

contra blanco HCI 1 N. Mediante la siguiente ecuacion se cuantificaron los sulfatos:

. (A—Ay)—-b
Contenido de sulfatos [ug/mL] = — 3)

Donde:
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A = Absorbancia de la muestra a 360 nm
Ao = Absorbancia de blanco reactivo (nm)
b = Ordenada al origen de la curva estandar de K2SO4

m = Pendiente de la ecuacion de la linea recta en la curva estandar de KoSQOq4

5.3.4 Determinacion del Contenido de Acidos Urénicos Totales

Para la determinacion de 4cidos urénicos se empled el método modificado de carbazol (Bitter y
Muir, 1962). Se tomaron 3 mL de solucién 1 (0.025 M de Na;B4O7.10H20 en H>SO4), y se le
agregaron 500 pL de la muestra, se cerraron los tubos y se agitaron, se incubaron por 10 minutos
en bafio de agua hirviendo y después se enfri6 a temperatura ambiente para agregarle 100 pL de
solucion 2 (0.125 % de Carbazol en metanol mantener los tubos en bafio de hielo a 4 °C), se agitd
vigorosamente y se incub6 15 minutos en bafio de agua hirviendo, se dejo enfriar a temperatura
ambiente para leer la absorbancia a 530 nm. Se utilizé la siguiente ecuacion para cuantificar los

acidos urdnicos totales:

- . (A—Ay)—-b
Acidos uronicos totales [ug/mL] = — (4)

Donde:

A = Absorbancia de la muestra a 530 nm

Ao = Absorbancia de blanco reactivo H2SO4

b = Ordenada al origen de la curva estandar de 4cido glucurénico

m = Pendiente de la ecuacion de la linea recta en la curva estandar de acido glucurénico
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5.3.5 Reduccion del Radical ABTS

Para determinar la capacidad de reduccion de radicales ABTS en los extractos, se utiliz6 la técnica
descrita por Przygodzka et al. (2014), con algunas modificaciones. Se empled el radical ABTS
(2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate). Para realizar las mediciones, el ABTS se
activo 16 horas antes de la siguiente manera, se pesaron 19.2 mg del radical ABTS y se disolvieron
en 5 mL de agua desionizada (protegido de la luz) y 37.8 mg de persulfato de potasio (K2S208)
disuelto en 1 mL de agua desionizada (protegido de la luz), se tomaron 88 pL de la solucion de
persulfato y se agregaron a la solucion de ABTS, se agitd vigorosamente y se dejo reposar a
temperatura ambiente protegido de la luz. Después se tom6 1 mL del radical ABTS activado y se
mezclo con 88 mL de etanol, se ajustd a una absorbancia de 0.8 a 734 nm. Para el ensayo en una
celda de 4 mL se mezclaron 2.9 mL de la solucion de ABTS y 100 pL del extracto respectivo
midiendo la absorbancia directamente al tiempo cero y a los 10 minutos después a 734 nm, a
temperatura ambiente. Se empled como blanco etanol a 80% y como estandar se utilizé Trolox. El

porcentaje de reduccion del radical ABTS se determin6 mediante la siguiente ecuacion:

A—-B
% Reducciéon ABTS = x 100 (5)

Donde:
A= La absorbancia de la solucion de ABTS antes de afiadir el extracto (tiempo cero).

B = La absorbancia de la solucion ABTS después de 10 minutos de la adicion del extracto.

5.3.6 Potencial Antioxidante Reductor Férrico (FRAP)

Para determinar el Potencial Antioxidante Reductor Férrico (FRAP) de los extractos, se utilizo la

metodologia descrita por Benzie y Strain (1996) modificada por Szo6llosi y Sz6116si (2002). Se
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prepardé una solucion amortiguadora de acetatos 300 mM, pH 3.6; 2,4,6-tripiridil-2-triazina
(TPTZ) 10 mM en HCI1 40 mM; FeCl3*6H>0, 20 mM, en agua HPLC. Para el reactivo FRAP, se
mezclaron 50 mL de buffer de acetatos con 5 mL de solucion TPTZ y 5 mL de FeCls. Para el
ensayo, se agregaron 100 puL de la muestra o estdndar y 1400 pL de reactivo FRAP en microtubos,
se incubd por 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente, posteriormente se determind la

absorbancia a 593 nm. Como blanco se utilizo agua y se empled Trolox como estandar.

5.4 Determinacion de Metales

Para determinar la posible presencia de metales potencialmente toxicos en los extractos, se
enviaron muestras de las macroalgas al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD) Unidad Guaymas, al laboratorio de Ciencias Ambientales para determinar el contenido de
metales tales como Mercurio (Hg), Cadmio (Cd), Plomo (Pb) y Arsénico (As).

Las muestras fueron analizadas por voltamperometria de disolucion anddica en un equipo de VA

Computrace 747 (Metrohm). El limite de deteccion para los metales fue de 0.0001 mg/kg.

5.5 Elaboracién del Alimento

La elaboracion del alimento se realizé de acuerdo al método descrito por Morales-Covarrubias et
al. (2016). El alimento comercial para camarones (Purina 35; 35% de proteina y 7.70% de lipidos)
se pulverizd con un molino doméstico y se tamizd para homogenizar el tamano de particula,
después se agregaron 50 mL de los extractos acuosos de las algas marinas con una concentracion
de 50 mg/mL para hacer una pre-mezcla, junto con agua destilada tibia (< 50 °C), se elaboraron
nuevamente los pellets con un molino de carne doméstico (3 mm de didmetro) y se secaron en un
horno a temperatura no mayor a 40 °C durante 18 horas, posteriormente se almacenaron en
refrigeracion (4 °C) en bolsas herméticas. Se siguid el mismo procedimiento para elaborar una

dieta control solo que sin adicionar extractos.
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Para corroborar la efectividad antibacteriana se utilizd el mismo procedimiento de los
antibiogramas mencionado anteriormente, y se midi6 el didmetro del halo de inhibicioén por cada

alimento.

5.5.1 Evaluacion de Consumo de Alimento

Para evaluar el consumo de alimento y palatabilidad se sigui6é la metodologia por Morales-
Covarrubias et al. (2016), para este bioensayo se utilizaron acuarios de acrilico con 10 L de agua
de mar, en cada acuario se colocd un organismo, utilizando 5 repeticiones con cada alimento
(alimentos con extracto de macroalgas y alimento sin extracto de macroalgas).

Se alimento a los organismos con las dietas, proporcionando un 20% de su peso corporal durante
5 dias consecutivos. Después de un periodo de 4 horas el alimento no consumido (sin las heces)
se recupero de cada acuario, se enjug6 con agua destilada para eliminar la sal y posteriormente se
seco en el horno (40 °C), se enfrid y se peso, para hacer una estimacion del consumo de alimento

con la siguiente formula:

Peso del alimeto consumido = A — B (6)

Donde:
A= Peso total del alimento ofrecido en g

B= Peso del alimento recuperado en g

5.6 Aclimatacion de los Organismos

Se adquirieron aproximadamente 600 postlarvas de P. vannamei de un laboratorio con un peso
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aproximado de 2 g, de los cuales se selecciond un numero representativo (10 %) para conocer su
estado de salud, se les realizaron analisis bacterioldgicos (Lightner, 1996), andlisis en fresco
(Morales-Covarrubias, 2010), pruebas de biologia molecular y analisis histologico (Bell y Lightner
1988) para descartar alguna patologia como AHPND, el virus de la mancha blanca, el virus de la
necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa y enfermedades por protozoos.

Una vez descartada cualquier patologia los organismos permanecieron confinados
aproximadamente un mes en el CIAD Unidad Mazatlan en 6 tanques de 400 L con aireacion
constante, 35 ups de salinidad, con una temperatura de 25+3 °C y se alimentaron 3 veces al dia a
saciedad con alimento comercial para camarones (Camaronina 35 Purina®; 35% de proteina y

7.70% de lipidos).

5.7 Diseflo Experimental

Una vez que los organismos pesaron entre 4 y 5 g se realiz6 el experimento. Los camarones se
aclimataron en la sala de bioensayos 24 horas previas a la infeccion por inmersion. Se emplearon
acuarios de acrilico con 10 L de agua de mar (cada acuario contenia 10 camarones), con aireacion
individual, temperatura de 29+1 °C, salinidad de 35 ups. Se utilizaron dos tratamientos y dos
controles, cada uno con tres replicas, para el seguimiento de la sobrevivencia (Morales-Covarrubias
et al., 2016) (Figura 1). Los tratamientos y controles fueron los siguientes: A) Control negativo
(sin adicion de bacteria y alimentados con dieta control), B) Control positivo (camarones
desafiados con V. parahaemolyticus y alimentos con dieta control), C) Tratamiento con G.
vermiculophylla (camarones desafiados con V. parahaemolyticus y alimentados con dieta que
contenia extracto de G. vermiculophylla) y D) Tratamiento con U. flexuosa (camarones desafiados

con V. parahaemolyticus y alimentados con dieta que contenia extracto de U. flexuosa).

5.7.1 Preparacion de Suspension Bacteriana (Indculo)

La infeccion bacteriana se realizo por el método de inmersion, que consistio en la adicion directa
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del inoculo. Se prepar6 una suspension bacteriana (indculo) (Anexo 3), tomando una muestra de la
cepa de V. parahaemolyticus (01082013-LS) criopreservada a —80 °C y se incub6 en TSB al 2.5%
de NaCl por 24 horas a 30 °C, la suspension bacteriana se ajusté a una concentracion de 1 x 10®
UFC/mL (Morales-Covarrubias et al., 2016). El inoculo se adiciono a los acuarios de los
tratamientos y de los controles positivos, con excepcion de los acuarios de los controles negativos.
Los camarones se alimentaron 15 minutos después de la infeccion, a los organismos del control
negativo y del control positivo se les alimentd con alimento control y a los organismos de los
tratamientos de macroalgas se les dio el alimento adicionado con extractos de macroalgas (G.
vermiculophylla y U. flexuosa), posteriormente se alimentaron cada 6 horas de la misma forma.
Durante el bioensayo se observaron los signos clinicos que presentaban los organismos, ademas se

registrd la mortalidad hasta el final del desafio (24 horas).

A T =

Figura 1. Montaje de bioensayo infeccion experimental por inmersion con V. parahaemolyticus.

5.8 Analisis Histoldgico

Los organismos sobrevivientes de cada tratamiento y control del desafio bacteriano, se analizaron
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con fines histopatologicos para revisar las alteraciones en 6rganos y tejidos. Todas las muestras se
fijaron con solucion Davidson (alcohol etilico 96%, formalina 100%, acido acético glacial y agua
destilada) durante 48 horas. Los organismos fueron cortados, para deshidratarse y procesarse en
parafina, una vez obtenidos los bloques de parafina se descalcificaron para posteriormente hacer
cortes a 5 um con el microtomo (LEICA RM2125RT). Se realiz6 la tincion con hematoxilina-
eosina (H & E), y finalmente se examinaron mediante un microscopio optico (Olympus BX60)
adaptado con una camara digital (Infinity 2) (Anexo 4) (Bell y Lightner 1988; Prophet et al.,1995;
Morales-Covarrubias, 2010; Tran et al. 2013).

5.9 Anadlisis Hematologicos

Para evaluar el conteo total y diferencial de hemocitos (CTH y CDH), se tomaron muestras de
hemolinfa antes de que los organismos sobrevivientes fueran fijados para los analisis histologicos.
Con ayuda de una jeringa de 1 mL se tom6 la muestra de hemolinfa por cada camarén de la base
del pledpodo del primer segmento abdominal, se depositd en un tubo eppendorf con solucion
Alsever (2:1) y se preservo en refrigeracion para posteriormente realizar el CTH y CTD (hialinos,
semi-granulares y granulares) en una camara de Neubauer (Figura 2) con ayuda de un microscopio
optico (Olympus BX60) (Barracco et al., 2008). E1 CTH fue expresado en millones de células por
mL y el CDH en porcentajes hemocitarios. Se consideraron valores entre 5 x 10°a 15 x 10°
hemocitos/mL como aceptables (Guillan et al., 2004).

También se realizd la tincion de los hemocitos adaptando una técnica empleada para frotis

sanguineo (Anexo 5).
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Figura 2. Camara de Neubauer, cuadros rojos para CTH.

5.10 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos en las diferentes determinaciones fueron sometidos a un andlisis de
normalidad de una via (ANOVA), a los datos que no presentaron normalidad se les aplico un
andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis. Para comparar los datos entre extractos se
realizaron pruebas de t de Student (p <0.05). Con los datos de la mortalidad y tiempo de muerte
de los desafios, se obtuvieron curvas de sobrevivencia de los organismos mediante un estimador
no paramétrico y por maxima verosimilitud Kaplan-Meier. Para todas las pruebas se utilizo el
software estadistico R.

Todos los resultados se presentan en valor promedio y desviacion estdndar obtenido de triplicados.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los Extractos Acuosos

La determinacion de la CMI se realizéo mediante la turbidez presentada por cada concentracion de
extracto acuoso inoculado. La concentraciéon de 5 mg mL™' presento turbidez a diferencia de las
otras concentraciones 30, 50, 70, 90 mg mL"! en donde no se observd crecimiento bacteriano
(turbidez) (Cuadro 1). Para corroborar que no hubiese crecimiento bacteriano se resembraron en
placas de agar (TSA con sal y TCBS) para contar las UFC de V. parahaemolyticus. Se determind
que la CMI tanto para G. vermiculophylla como para U. flexuosa fue de 50 mg mL™!, al no presentar

crecimiento bacteriano en las placas de agar.

Cuadro 1. Resultados de CMI para extractos acuosos de G. vermiculophylla y U. flexuosa.

Concentraciones (mg mL™)
5 30 50 70 90

Macroalgas Bacteria (1x10% UFC)

_|_

G. vermiculophylla V. parahaemolyticus

U. flexuosa V. parahaemolyticus + - - - -
+ = crecimiento bacteriano
- = sin crecimiento bacteriano

6.2 Halos de Inhibicion Bacteriana de Extractos Acuosos

El extracto acuoso que exhibié mayor actividad antibacteriana fue G. vermiculophylla con un halo
de inhibicion de 18.00 = 0.58 mm (Figura 3) en comparacion a U. flexuosa (14.00 = 0.29 mm)
(Figura 4) inhibiendo el crecimiento de V. parahaemolyticus (1x10* UFC/mL).
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Figura 3. Halo de inhibicion de G. vérmiculophylla (18.00 = 0.58 mm).
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KR 1
Figura 4. Halo de inhibicion de U. flexuosa (14.00 £ 0.29 mm).

6.3 Composicion Fitoquimica y Capacidad Antioxidante de los Extractos Acuosos

Respecto de la composicion de los extractos de las especies empleadas en este estudio, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el contenido total de
polifenoles y flavonoides. El extracto acuoso de G. vermiculophylla presentd un mayor contenido
de polifenoles totales expresados como mg equivalentes de acido galico por cada gramo de extracto
seco, respecto del extracto de U. flexuosa (10.58 +2.31 y4.78 £0.67 mg EAG/g, respectivamente),
sin embargo, el resultado para el contenido total de flavonoides expresado en mg equivalentes de
quercetina por cada gramo de extracto seco, reveld que el extracto de G. vermiculophylla contenia

una menor cantidad de este tipo de compuestos respecto del extracto de U. flexuosa (10.32 + 0.73
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y 32.07 = 0.99 mg EQ/g, respectivamente). Por otro lado, no se detectd la presencia de acidos
urdnicos en el extracto de G. vermiculophylla, caso contrario al extracto de U. flexuosa donde se
encontro un 0.13 % de éstos; el contenido de sulfatos totales presentes en los extractos fue de

10.22% para G. vermiculophylla y 12.30% para U. flexuosa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicién fitoquimica de los extractos acuosos de las macroalgas.

Macroalgas CTF (mg EAG/g) CF (mg EQ/g) Acidos urénicos (%) Sulfatos (%)
G. vermiculophylla 10.58 £2.312 10.32 +£0.73% ND 10.22 +£0.09*
U. flexuosa 4.78 £0.67° 32.07 +0.99* 0.13+0.06 12.30 + 0.09*

CTF = Contenido total de compuestos fenélicos, expresado como mg Equivalentes de Acido Gélico por cada gramo de muestra seca (EAG)
CF = Contenido de flavonoides, expresado como mg equivalentes de Quercetina por cada gramo de muestra seca (EQ).

Los valores se muestran en promedio + D.E. Las diferentes letras en las columnas representan diferencias significativas entre los extractos (P <0.05).
ND= no detectado.

La capacidad antioxidante medida por reduccion del radical ABTS y la capacidad antioxidante
reductora férrica (FRAP), a una concentracion de 1 mg/mL de extracto, reveld que los extractos de
ambas especies poseen una actividad antioxidante similar ya que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre cada especie (p >0.05) para estas determinaciones; para el
extracto de G. vermiculophylla la actividad de reduccion del radical ABTS y FRAP fue de 21.73 +
11.59 y 46.78 £ 5.21 TEAC respectivamente, y para el extracto de U. flexuosa 21.59 £ 1522y
44.17 £ 2.42 TEAC, respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Capacidad antioxidante de extractos acuosos de macroalgas.

Macroalgas ABTS TEAC FRAP TEAC
G. vermiculophylla 21.73 £ 11.59 46.78 £5.21
U. flexuosa 21.59 +£15.22 44.17+£2.42
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6.4 Determinacion de Metales

Los resultados del andlisis de la determinacion de metales para los extractos acuosos de G.
vermiculophylla y U. flexuosa (Cuadro 4) fueron comparados con normas para crustaceos, debido
a que no existen normas especificas para macroalgas, dichos resultados presentan cantidades
menores a los maximos permisibles de la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009,
Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados
(Cuadro 5) y del contenido méaximo de metales pesados en productos alimenticios del Reglamento

(CE) n° 333/2007 de la Comision de la Union Europea (Cuadro 6).

Cuadro 4. Deteccion de metales en extractos acuosos de macroalgas.

Metales (mg/Kg) G. vermiculophylla U. flexuosa
Mercurio (Hg) 0.01082 0.00297
Cadmio (Cd) <ND 0.00115
Plomo (Pb) <ND 0.00567
Arsénico (As) 0.02609 0.02437

ND: no detectado

Cuadro 5. Limites maximos permisibles de la norma NOM-242-SSA1-2009 para metales
pesados en productos frescos, refrigerados y congelados (parte comestible).

Especificacion Especie Limite méximo (mg/Kg)
Arsénico (As) Crustaceos 80

Cadmio (Cd) Otras 0.50

Plomo (Pb) Crustaceos 0.50

Cuadro 6. Contenidos maximos de metales pesados en productos alimenticios del Reglamento
(CE) n° 333/2007 de la Comision de la Union Europea.

Contenido maximo

Metal Producto (me/Ke peso fresco)
Plomo (Pb) Crustaceos 0.50
Cadmio (Cd) Crustaceos 0.50
Mercurio (Hg) Crustéaceos 0.50
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6.5 Evaluacion de Consumo de Alimento

En cuanto a la evaluacion del consumo de alimento, se observo una ingesta favorable por los
organismos, ya que 30 minutos después de suministrar el alimento, los camarones tenian el
intestino lleno (Figura 5), por lo que se consider6 una aceptacion positiva del alimento con extracto
de macroalga. Cada camar6én consumid por dia aproximadamente 30 mg de cada alimento con

extracto de macroalga.

Figura 5. Camar6n consumiendo alimento con extracto de macroalgas e intestino lleno (flecha).

6.6 Desafio de Eficacia

Los organismos infectados con la bacteria V. parahaemolyticus (1 x 108 UFC/mL) del control
positivo mostraron alteraciones en comportamiento y coloracion después de una hora de infeccion
(Figura 6), presentando opacidad muscular (Figura 6a), nado decubito (Figura 6b) y erratico

(Figura 6c), acalambramiento (Figura 6d) (con permanencia en el fondo del acuario, Figura 6e),
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también se observd coloracion rojiza en urdépodos y antenas (Figura 6f). Después de 4 horas post
infeccion, los camarones se observaron con intestino vacio, letargicos, con permanencia en el
fondo, y con mortalidad a partir de las 6 horas. Al final del desafio (24 horas después de la

infeccion) la sobrevivencia fue del 30% (Figura 7).

Figura 6. Organismos con alteraciones en comportamiento y coloracién post infeccion. a)
opacidad muscular, b) nado decubito, ¢) nado erratico, d) acalambramiento, €) organismo con
permanencia en el fondo, f) coloracion rojiza en urépodos y antenas.

Los camarones del control negativo no registraron alteraciones en comportamiento ni mortalidad.
Los organismos con tratamiento de G. vermiculophylla presentaron signos clinicos 2 horas después
de la infeccion (nado dectibito, movimiento de los 0jos y enrojecimiento en urépodos). Once horas
después de la infeccion se registraron las primeras mortalidades (dos organismos), con una

sobrevivencia del 67% al final del bioensayo (Figura 7).
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Los camarones tratados con U. flexuosa presentaron alteraciones en comportamiento y coloracion
2 horas post infeccion (acalambramiento, enrojecimiento de urdpodos y nado decubito). Se
registraron 3 mortalidades 14 horas post infeccidn, y una sobrevivencia del 60% al final del desafio
(Figura 7).

En el caso de los organismos tratados con G. vermiculophylla y U. flexuosa la sobrevivencia fue
similar 24 horas post infeccion (p >0.05). Sin embargo, entre controles y tratamientos se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).
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Figura 7. Curvas de sobrevivencia (Kaplan — Meier) de juveniles de P. vannamei infectados con
V. parahaemolyticus.
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6.7 Analisis Histologico

Los organismos analizados presentaron patologias en sus diferentes 6rganos y tejidos a lo largo del
bioensayo las cuales se describen a continuacion:

Hepatopancreas (Figura 8), los organismos del control negativo mostraron tubulos
hepatopancredticos normales, con células embrionarias (E), fibrilares (F), de reserva (R) y
secretoras o globulares (B) (Figura 8a). Los organismos del control positivo, presentaron
desprendimiento de las células E, F, B y R de los tubulos del hepatopancreas de la region proximal
al intestino e infiltracion severa de hemolinfa con hemocitos en la region intertubular (Figura 8b).
En los organismos tratados con la macroalga G. vermiculophylla se observaron tubulos normales
del hepatopancreas con estructuras vermiformes en el lumen e infiltracion de hemolinfa y
hemocitos en tejido conectivo intertubular (Figura 8c). En los organismos tratados con U. flexuosa,
se observd desprendimiento celular e infiltracion de hemolinfa y hemocitos en tejido conectivo

intertubular (Figura 8d).
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Figura 8. Corte histologico longitudinal de hepatopancreas (zona proximal al intestino) de P.
vannamei. a) organismos del control negativo presentan estructura tubular normal, con células
E (embrionarias), F (fibrilares), R (reserva) y B (secretoras o globulares); b) organismos del
control positivo con tiibulo con desprendimiento de células E, F, By R (1) e infiltracion severa
de hemolinfa y hemocitos (flecha); c) organismos tratados con G. vermiculophylla con tubulo
con estructuras vermiformes en el lumen (*) e infiltraciéon de hemolinfa y hemocitos (flecha);
d) organismos tratados con U. flexuosa con tubulo con desprendimiento celular (1) e
infiltracion de hemolinfa con hemocitos (flecha). Tincion H&E.

Glandula antenal (Figura 9), los organismos del control negativo mostraron tiibulo y lumen
normal e infiltraciéon de hemolinfa con hemocitos (Figura 9a). Los organismos del control
positivo, mostraron atrofia en los tibulos e infiltracion severa de hemolinfa y hemocitos (Figura
9b). En los organismos tratados con G. vermiculophylla se observaron tubulos normales, células
picnéticos e infiltracion de hemolinfa con hemocitos (Figura 9c). En los organismos tratados con
U. flexuosa se observo infiltracion de hemolinfa y hemocitos con formacion de un nddulo

hemocitico (Figura 9d).
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Figura 9. Corte histoldgico longitudinal de gandula antenal (zona del celomosaco) de P.
vannamei. a) organismos control negativo presentan tubulo y lumen normal (Tub) con
infiltracion de hemolinfa con hemocitos (Hem); b) organismos del control positivo con atrofia
en los tubulos (1) e infiltracion severa de hemolinfa con hemocitos (2); ¢) organismos tratados
con G. vermiculophylla con tibulo normal, células picnoticas (*) e infiltracion de hemolinfa
y hemocitos (flecha); d) organismos tratados con U. flexuosa con infiltracion de hemolinfa y
hemocitos (flecha) con formacion de nédulo hemocitico (Nh). Tincion H&E.

Branquias (Figura 10), en los organismos del control negativo se observo estructura normal de los
filamentos secundarios con hemocitos en hemolinfa (Figura 10a). En los organismos del control
positivo se observo infiltracion severa de hemolinfa y hemocitos con pérdida de la estructura
(Figura 10b). En los organismos tratados con G. vermiculophylla (Figura 10c) y U. flexuosa
(Figura 10d) (no mostraron diferencias entre ellos) se observod infiltracion de hemolinfa con

hemocitos.
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Figura 10. Corte histologico longitudinal de filamentos branquiales de P. vannamei. a)
organismos del control negativo con filamentos branquiales normales y hemocitos en
hemolinfa (Hem); b) organismos del control positivo con infiltracion severa de hemolinfa (1)
y hemocitos (2) y perdida de la estructura (3); ¢) organismos tratados con G. vermiculophylla
con infiltracién de hemolinfa (flecha) con hemocitos (asterisco); d) organismos tratados con
U. flexuosa con infiltracion de hemolinfa (flecha) con hemocitos (asterisco). Tincion H&E.

Intestino (Figura 11), los organismos del control negativo mostraron una estructura normal del
epitelio columnar e infiltraciéon de hemolinfa con hemocitos en tejido conectivo esponjoso (Figura
11a). En los organismos del control positivo se observaron células con nucleos picnéticos y
cariorréxis en el epitelio columnar e infiltracion severa de hemolinfa en tejido conectivo con
migracion de hemocitos al epitelio columnar (Figura 11b). En los organismos tratados G.
vermiculophylla se observo estructura normal del epitelio columnar, infiltracion de hemolinfa con

hemocitos y debris en el lumen (Figura 11c). En los organismos tratados con U. flexuosa se
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observaron células con nucleos picnoticos en el epitelio columnar e infiltracion severa de

hemolinfa en tejido conectivo con migracion de hemocitos al epitelio columnar (Figura 11d).
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Figura 11. Corte histolégico longitudinal de intestino de P. vannamei. a) organismos del
control negativo con epitelio columnar normal (Eph) e infiltracion de hemolinfa con
hemocitos en tejido esponjoso (Hem); b) organismos del control positivo con células
picnoticas (1) y cariorréxis (2) en epitelio columnar e infiltracion severa de hemolinfa (3) con
hemocitos migrando al epitelio (4); ¢) organismos tratados con G. vermiculophylla con
estructura normal del epitelio columnar (flecha), infiltracion de hemolinfa con hemocitos (*)
y debris en el lumen (Lum); d) organismos tratados con U. flexuosa con células picnéticas (1)
e infiltracion severa de hemolinfa (flecha) con migracion de hemocitos (*). Tincion H&E.

47



6.8 Analisis Hematologicos

En los resultados de los hemogramas se observaron variaciones en el conteo total y diferencial de
hemocitos entre los controles y tratamientos, en los cuales se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05). El CTH fue significativamente menor en los organismos
del control positivo (1.35 x 10° cel/mL). En los organismos tratados con las macroalgas se observo

una pequefia disminucién del CTH comparado con el control negativo (Figura 12).

En las poblaciones hemocitarias: hemocitos hialinos, semi-granulares y granurales (Figura 13), se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre los tratamientos
(macroalgas) y controles (positivo y negativo). Los organismos del control positivo tuvieron una
disminucién de los hemocitos hialinos (16%) y una dominancia de los hemocitos granulares (29%).
En los organismos tratados con G. vermiculophylla se observd con mayor presencia a los hemocitos
semi-granulares (33%), seguidos por los hemocitos hialinos y granulares (23%). Los organismos
tratados con U. flexuosa presentaron mayor porcentaje de hemocitos semi-granulares y granulares

(29%) y menor de hemocitos hialinos (19%) (Figura 14).
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Figura 12. Conteo total de hemocitos de P. vannamei infectados con V. parahaemolyticus. Los
datos son medias + D.E. Las diferentes letras sobre las barras indican las diferencias

estadisticamente significativas (p <0.05).
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Figura 13. Diferenciacion hemocitaria. a) hialino (nicleo amplio y céntrico); b) semi-granular
(nucleo tipicamente en forma de herradura o esférico con granulos pequenos); ¢) granular (tienen
grandes granulos). Tincion Hemocolorante rapido Hycel.
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Figura 14. Conteo diferencial de hemocitos de P. vannamei infectados con V. parahaemolyticus
expresado en porcentajes. Las diferentes letras sobre las barras indican las diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05).
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7. DISCUSION

En los ultimos afios las enfermedades de origen bacteriano han provocado grandes pérdidas
economicas. En México desde el 2013 a la fecha la enfermedad de mayor presencia en los sistemas
de produccion acuicola es AHPND, causada por V. parahaemolyticus (Nunan et al. 2014). Para
tratar esta patologia comunmente se utilizan antibidticos comerciales como la oxitetraciclina,
florfenicol y enrofloxacina, su uso indiscriminado ha provocado el aumento de bacterias
resistentes, contaminacion y problemas de salud al consumidor (Roque ef al., 2001; Santiago et al.,
2009). Debido a estas problematicas, en los tltimos afios se han buscado alternativas de origen
natural para sustituir el uso de antibidticos comerciales, es por ello que en este estudio se probo la
eficacia antibacteriana de los extractos acuosos de las macroalgas G. vermiculophylla y U. flexuosa

contra V. parahaemolyticus, como posibles alternativas para su control en la camaronicultura.

Se evaluo la eficacia antibacteriana in vitro de los extractos acuosos de las dos macroalgas,
determinando su CMI y mediante antibiogramas sus halos inhibitorios. Se determiné que la CMI
tanto de G. vermiculophylla como de U. flexuosa fue de 50 mg mL™! contra V. parahaemolyticus
(1 x 108 UFC/mL). En cuanto a los resultados de los antibiogramas, el extracto acuoso de G.
vermiculophylla exhibi6 mayor eficacia con un halo de inhibicion de 18.00 £ 0.58 mm, en

comparacion al del extracto de U. flexuosa que fue de 14.00 + 0.29 mm.

Para macroalgas rojas contra V. parahaemolyticus se han reportado distintos halos de inhibicion,
lo es el caso de extractos de metanol y acetona de G. vermiculophylla en donde se observaron halos
de 3.24 £ 1.23 mm y 3.17 + 0.55 mm respectivamente (Amarillas et al., 2016), asi mismo, se
report6 un halo inhibitorio de 13.6 + 0.50 mm con extracto etanolico de otra especie de macroalga
roja Hypnea musciformes (Silva et al., 2013).

Por otra parte, Manilal y colaboradores (2009), evaluaron la actividad antibacteriana in vitro de 15
especies de macroalgas rojas de la India, contra diversas bacterias (cepas clinicas y no clinicas),
entre ellas V. parahaemolyticus, cepa para la cual solo 4 especies de macroalgas mostraron

actividad antibacteriana considerable, Asparagopsis taxiformis produjo un halo inhibitorio de
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22.00 = 1.60 mm, Laurencia brandenii de 16.00 £ 1.60 mm, Laurencia ceylanica de 6.00 = 1.70
mm y Hypnea valentiae de 5.00 + 1.80 mm siendo la que mostrd un halo mas pequefio.
Otro género bacteriano probado ha sido V. alginolyticus, el cual fue evaluado con extracto etandlico

de G. salicornia obteniendo un halo de 6.00 mm (Vijayavel y Martinez, 2010).

También se han desarrollado investigaciones con especies de macroalgas rojas contra bacterias del
genero Vibrio patogenas de peces, incluyendo a V. parahaemolyticus. Fatima y colaboradores
(2016), probaron extractos de la macroalga Portieria hornemannii contra V. parahaemolyticus,
resultando el extracto metanodlico el mas efectivo con una zona de inhibiciéon de 15.00 mm, la
misma zona de inhibicion fue reportada para extracto cloroformo/metanol de Gracilariopsis

longissima contra V. alginolyticus y V. vulnificus (Cavallo et al., 2013).

En investigaciones reportadas para macroalgas verdes, se han observado halos de inhibicion
menores a los reportados en este estudio, tal es el caso de extractos etanolicos U. fasciata, contra
V. parahaemolyticus (7.90 £ 0.30 mm) (Silva et al., 2013) y contra V. alginolyticus (10.00 mm)
(Vijayavel y Martinez, 2010), también para el extracto de acetato de etilo de la misma especie de
macroalgas contra V. harveyi (12.30 mm) (Sivakumar et al., 2014). De la misma forma, se ha
reportado la actividad antibacteriana de macroalgas verdes en cepas patogenas de peces, lo cual es
el caso de extractos cloroformo/metanol de Chaetomorpha linum que fue probado para V. vulnificus
obteniendo un halo de inhibicion de 13 mm y de Cladophora rupestris para la misma cepa con una

zona de inhibicion de 9 mm (Cavallo et al., 2013).

Con lo anterior se puede notar que las especies de las macroalgas poseen distinta actividad
antibacteriana, diversos estudios demuestran que las especies pertenecientes a la familia de las
macroalgas rojas poseen destacadas propiedades antibacterianas en comparacion a las algas verdes
y pardas. Otros factores que influyen en la actividad antibacteriana de las macroalgas, tanto rojas,
verdes como pardas, son la estacion del afio que fueron recolectadas (Hornsey y Hide, 1974) y el

método de extraccion y el solvente utilizado (Tuney et al., 2006).

En el presente estudio se vio reflejado lo anteriormente mencionado, ya que en el experimento in

vivo la macroalga mas eficaz fue G. vermiculophylla, los organismos tratados con dieta que
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contenia extracto de esta macroalga tuvieron una sobrevivencia del 67% y los organismos
alimentados con dieta con que contenia extracto de U. flexuosa tuvieron el 60%, lo cual fue el doble
a comparacion de los organismos sobrevivientes del control positivo (30%) 24 horas post infeccion,
esto concuerda con investigaciones realizadas con diferentes extractos de macroalgas y bacterias,
lo es el caso de un estudio donde evaluaron la actividad antibacteriana de extracto etandlico de C.
antennina via inmersion en P. monodon infectado intramuscularmente con V. parahaemolyticus,
observaron una sobrevivencia del 90% en organismos tratados y tan solo el 10% en los que no
fueron tratados con extracto de macroalga, y concluyeron que C. antennina se puede usar para
tratar la infeccion bacteriana en los camarones como una alternativa al uso de antibioticos
comerciales (Thanigaivel et al., 2014). También se ha demostrado que los extractos algales son
prometedores para la larvicultura del camardn ya que en un estudio el extracto de acetato de etilo
de U. fasciata redujo la mortalidad en postlarvas de P. monodon infectadas con V. harveyi

(Sivakumar et al., 2014).

Por otro lado, las algas marinas también se han probado como tratamientos profilacticos para
camar6n contra bacterias del genero Vibrio, la macroalga U. fasciata se probd en camarones P.
monodon, los cuales fueron alimentados por un periodo de tiempo con dieta que contenia extracto
de la misma y después fueron infectados, presentando una sobrevivencia significativa (Selvin et
al., 2011), asimismo se probo una dieta que contenia extracto de Asparagopsis sp durante 4
semanas y posteriormente infectaron a los organismos (P. monodon), y postinfeccion siguieron
alimentandolos de la misma forma, este alimento tuvo un amplio potencial terapéutico, ya que
controld la vibriosis (Manilal et al., 2012). Cabe mencionar que las bacterias probadas en los

estudios antes mencionados no causan AHPND.

Los extractos algales no solo se han probado para contrarrestar enfermedades bacterianas de
camarodn, sino también se han realizado investigaciones para combatir enfermedades causadas por
bacterias en peces, en especial en tilapia (O. mossambicus), en ensayos in vivo se han probado
extractos de G. folifera y Portieria hornemannii contra A. salmonicida y V. parahaemolyticus
respectivamente, en ambos estudios se tuvieron resultados favorables (Thanigaivel et al., 2015;

Fatima et al., 2016).
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Otros estudios demuestran que los extractos de macroalgas actian como inmunoestimulantes, en
camardn se ha comprobado el aumento en la capacidad inmunitaria, ya que se ha observado la
estimulacion en parametros de defensa celular y humoral, ademds disminuye la mortalidad en
organismos cuando son expuesto a vibrios (Hou y Chen, 2005; Fu ef al., 2007; Yeh y Chen, 2009;
Yeh et al., 2010; Kanjana et al., 2011; Chen et al., 2014).

Algunas de las investigaciones anteriormente mencionadas sugieren que la preparacion de
alimentos que contengan bioactivos provenientes de las macroalgas, pueden aplicarse en campo a
gran escala, ademds es un enfoque rentable y ecoldgico para el manejo de enfermedades en la

acuicultura (Thanigaivel et al., 2015; Fatima et al., 2016).

En el ensayo in vivo del presente estudio, los organismos fueron infectados con V.
parahaemolyticus causante de AHPND, los organismos del control positivo mostraron alteraciones
en comportamiento y coloracion después de 1 hora de la infeccion, presentaron opacidad muscular,
nado decubito, enrojecimiento en urépodos y antenas, acalambramiento, nado erratico, letargia al
fondo del acuario y tenian intestino palido, estos signos clinicos son caracteristicos de la patologia
y fueron descritos por Tran y colaboradores (2013) y Pantoja y Lightner (2014). En cambio, los
organismos que recibieron tratamiento de G. vermiculophylla y U. flexuosa mostraron signos
clinicos como movimiento de los ojos, acalambramiento, nado erratico, enrojecimiento de

urépodos y nado dectbito 2 horas después de la infeccion.

A los organismos sobrevivientes después del reto bacteriano, se les realizd6 un analisis
histopatologico para revisar alteraciones en 6rganos y tejidos. El hepatopancreas es considerado el
6rgano blanco de la enfermedad, ya que AHPND causa desprendimientos de las células E, F, By
R de los tiibulos del hepatopancreas y atrofia de los tibulos. El avance de las lesiones se desarrolla
de la zona proximal de los tiibulos del hepatopancreas y avanzan hacia las zonas distales (Tran et
al., 2013; Pantoja y Lightner, 2014; Nunan et al., 2014), estos dafios fueron observados en los
organismos del control positivo, a diferencia de los organismos tratados con ambos extractos de
las macroalgas en donde no se observaron alteraciones, lo cual sugiere que los extractos acuosos
de las macroalgas G. vermiculophylla y U. flexuosa tienen un efecto antibacteriano sobre V.

parahaemolyticus tanto in vitro como in vivo. En un estudio de Thanigaivel y colaboradores (2014),
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también se reportd ausencia de danos y/o alteraciones en hepatopancreas, branquias y musculo de
camarones tratados con extracto etanolico de C. antennina infectados con V. parahaemolyticus (sin

plasmido toxigeno).

Otro 6rgano analizado en este estudio fue la glandula antenal, es un 6rgano renal que se encuentra
en el cefalotorax y estd conformado por tubulos ramificados (Ilamado laberinto) (Bell y Lightner
1988). Este drgano estd involucrado en el control del volumen de la hemolinfa, la regulacion i6nica
y osmotica, la excrecion de compuestos organicos y la reabsorcion de fluidos, azlicares y
aminoacidos del filtrado primario de orina (Riegel y Cook, 1975; Mantel y Farmer, 1983; Lin et
al., 2000; Fregoso-Lopez et al., 2018). Los organismos tratados con las macroalgas no presentaron
alteraciones en el 6rgano, solo se observo infiltracion de hemolinfa con hemocitos lo cual es una
respuesta normal del sistema inmunoldgico. En cambio, los organismos del control positivo si
presentaron alteraciones como atrofia de los tubulos e infiltracion severa de hemocitos y hemolinfa
lo cual concuerda con la investigacion de Pefia-Navarro y Varela-Mejias (2015) que describieron
dafios histologicos en P. vannamei infectado con V. parahaemolyticus en la glandula antenal como
nddulos hemociticos en el laberinto y en la region del celomosaco e infiltracion hemocitica difusa,
también para la enfermedad bacteriana Necrosis Hepatopancreatica Séptica causada por Vibrios se
describieron alteraciones como infiltracion de hemocitos y la formacién de nédulos hemociticos

con colonias bacterianas (Morales-Covarrubias et al., 2018).

Ademas de la glandula antenal, las branquias son el tejido en donde principalmente se logra la
regulacion osmotica e ionica de los crustaceos. Entre sus funciones esté el intercambio de gases, el
transporte de iones, y una de las funciones fisiologicas mas importantes es la osmorregulacion, la
homeostasis y la regulacion extracelular del pH (Freire et al., 2008). Ademas, este tejido juega un
papel sumamente importante en el sistema de defensa del camaron (Burgents et al., 2005). En el
analisis histologico del presente estudio, no se observaron alteraciones en las branquias de los
organismos tratados con macroalgas, a diferencia de los organismos del control positivo en los
cuales se observo infiltracion severa de hemolinfa y hemocitos y perdida de la estructura normal,
debido a la infeccion con V. parahaemolyticus, esto indica que los extractos acuosos de las
macroalgas tuvieron eficacia antibacteriana, ya que Burgents y colaboradores (2005), en su

investigacion observaron que las branquias son sitios en donde se adhieren las bacterias vivas, de
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acuerdo a sus observaciones sugieren que las bacterias se adhieren primero a las branquias, y mas
tarde los hemocitos se adhieren a las bacterias, posiblemente formando ndédulos y fagocitando las

bacterias.

El intestino de los camarones esta conformado por un epitelio mucoso y estd formado por células
columnares que estdn sostenidas por una membrana y una capa de musculos. Las bacterias que
contienen toxinas (por ejemplo V. parahaemolyticus causante de AHPND), asi como sustancias
toxicas que se ingieren, pueden producir enzimas que degradan la membrana y secretan productos
quimicos que pasan a través de estas capas, provocando danos en las células intestinales e
inflamacion hemocitica en el intestino (Fregoso, 2015). Lo anterior coincide con lo que se observé
en los organismos del control positivo, ya que presentaron células con nucleos picnéticos en el
epitelio columnar, infiltracion severa de hemolinfa con hemocitos e inflamacion del intestino. Caso
contrario para los organismos tratados con los extractos acuosos de las macroalgas en los cuales se
observo la estructura normal del epitelio columnar e infiltracion de hemolinfa con hemocitos
normal, esto indica que la bacteria V. parahaemolyticus no causé dafios en estos organismos gracias

a la dieta con adicidn de extractos acuosos de G. vermiculophylla'y U. flexuosa.

También se realizo el conteo total y diferencia de hemocitos (CTH, CDH) al ser un parametro
inmunitario ampliamente estudiado en camarones, debido a que pueden usarse como marcadores

de salud porque sus cambios estan correlacionados con el estado infeccioso (Zhang et al., 2009).

Se han reportado diferentes CTH, para camaron, en los controles negativos se han observado para
Penaeus monodon 12 x 10° cel/mL (Kanjana et al., 2011) y para Penaeus vannamei 7.91 x 10°
cel/mL (Magallon, 2004), 12 x 10° cel/mL (Hou y Chen, 2005), 15 x 10° cel/mL (Fu et al., 2007),
12.5 x 10% cel/mL (Yeh y Chen, 2009), 14 x 10° cel/mL (Yeh et al., 2010), 3-5 x 10° cel/mL
(Campa-Coérdova, et al., 2010), 4 x 10° cel/mL (Pefia-Navarro et al., 2013), 28.5 x 10° cel/mL
(Luna-Gonzalez et al., 2013) y 7.9 x 10° cel/mL (Tello, 2018), en este trabajo se obtuvo un CTH
de 6.95 x 10° cel/mL en el control negativo. Estas diferencias se deben a que en los crustdceos los
valores de referencia en los conteos de hemocitos son muy variables, ya que estan influenciados
por condiciones propias del camarén (muda, sexo, y edad) y del medio de cultivo (temperatura,

salinidad y oxigeno disuelto, etc.) (Barracco et al., 2008).
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Se observo una pequefia disminucion del CTH en los organismos tratados con macroalgas, y
variacion en las diferentes poblaciones de hemocitos, sin embargo, en los organismos del control
positivo se observd una disminucion significativa en el CTH. Esto se debe a la respuesta
inmunolodgica celular del camardn, los hemocitos migran para eliminar a la bacteria de su
organismo, una variacion similar del CTH y CDH se ha observado en otros estudios (Flores, 2006;
Yeh y Chen 2009; Yeh et al., 2010; Peha-Navarro et al., 2013). Los hemocitos disminuyen y las
poblaciones cambian porque tienen la funcion de coagular, fagocitar, encapsular y activar el
sistema profenoloxidasa (proPO) ante algun agente etioldgico (Le Moullac et al., 1997). La
comprension de estas reacciones inmuno celulares depende de su identificacion y caracterizacion,
se constituyen por tres tipos, los hemocitos hialinos, los cuales estdn relacionados con los
mecanismos de coagulacion y se cree que son las principales células fagocitarias; los hemocitos
semi-granulaes que se consideran como formas intermedias, que luego de su maduracion se
transforman en hemocitos granulares, en cuanto a la funcion de estos ultimos, se relaciona
principalmente con la fagocitosis de microorganismos, la formacion de capsulas y nddulos y

también con la produccion de moléculas toxicas y microbicidas (Barracco et al., 2008).

Investigaciones sugieren que algunos compuestos antioxidantes pueden ser los principales
responsables de las propiedades antibacterianas de las especies de algas marinas (Rajauria ef al.,
2012; Patra et al., 2015), en los que, generalmente la actividad antibacteriana ha sido atribuida a
compuestos como acidos grasos, acido ascorbico, acidos carboxilicos y en su mayoria a los
polifenoles (Manilal et al., 2009; Vijayavel y Martinez, 2010; Sivakumar et al., 2014; Fatima et
al.,2016). Los compuestos fenolicos han sido reportados cominmente en las macroalgas (Rajauria
et al., 2012). Estos compuestos son reconocidos por tener por tener diversas actividades biologicas,

incluyendo la actividad antibacteriana y antioxidante.

En el presente estudio, el extracto acuoso de G. vermiculophylla mostrd un contenido total de
compuestos fenolicos o CTF de 10.58 + 2.31 mg EAG/g y fue mayor al reportado por Osuna-Ruiz
y colaboradores (2016), para un extracto hexéanico (2.94 = 0.091 mg EAG/g) de la misma especie,
asi como para un extracto etandlico de G. folifera (5.2 mg EAG/g) (Thanigaivel et al., 2015), por
el contrario, en el caso del extracto analizado en este estudio, el contenido de polifenoles fue menor

que el encontrado en un extracto etandlico de G. salicornia (14 + 1.1 mg EAG/g) (Vijayavel y
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Martinez, 2010). El extracto de acuoso de U. flexuosa tuvo un CTF de 4.78 + 0.67 mg EAG/g y
fue mayor reportado por Farasat y colaboradores (2014), en extracto metandlico de la misma
especie (2.67 = 0.22 mg EAG/g). Lo que revela la relacion que existe en la composicion de los
extractos evaluados y el tipo de solvente empleado para su obtencién. Respecto de la diferencia
entre especies, debido a que nos existen reportes similares para extractos de U. flexuosa, si
consideramos otras especies de macroalgas verdes, se han reportado valores de CTF mas elevados
cuando se emplea metanol y etanol en la obtencion de extractos, tales como U. fasciata y C.
antennina con 21 £ 1.3 y 180 £ 0.01 mg EAG/g, respectivamente (Vijayavel y Martinez, 2010), lo
que explicaria en parte el bajo contenido de polifenoles totales encontrados en nuestro extracto

obtenido empleado agua como solvente.

De los compuestos polifenolicos, los flavonoides han sido mencionados como compuestos de
importancia biolodgica, por que ejercen efectos beneficiosos para la salud a través de sus
propiedades antioxidantes (Osuna-Ruiz et al., 2019), mediante la eliminacion de los radicales
libres, la elevacion de los antioxidantes enddgenos, el rompimiento de las reacciones en cadena de
la peroxidacion lipidica y ademas ejercen acciones moduladoras en las células a través de acciones
en las vias de senalizacion (Tsao, 2010; Rajauria et al., 2012). El contenido total de flavonoides
(CF) determinado para el extracto acuoso de G. vermiculophylla (10.32 = 0.73 mg EQ/g) resultd
menor que los reportados en un estudio realizado a diferentes extractos de esta macroalga con otros
solventes tales como hexano, acetona y metanol de los cuales se obtuvieron diferentes CF: 12.1 +
0.4,144+0.2y 10.8 0.1 mg EQ/g respectivamente (Osuna-Ruiz et al., 2016), pero el contenido
en el extracto acuoso evaluado en nuestro estudio, fue mayor al reportado para un extracto etanolico
de G. folifera (9.3 mg EQ/g) (Thanigaivel et al., 2015). En el caso del extracto acuoso de U.
flexuosa (32.07 £ 0.99 mg EQ/g) fue mayor al reportado por Farasat et al. (2014) para extracto
metanolicos de esta misma especie (9.46 + 1.56 EQ/g), y menor al exhibido por extracto etanolico
de C. antennina (CF = 79.6 = 0.01 mg QE/g) (Thanigaivel et al., 2014). Lo cual una vez mas,
demuestra la influencia que tiene el solvente utilizado en la presencia de dichos compuestos. Lo
que, como consecuencia, puede influir en la actividad biologica exhibida por los extractos,
particularmente la actividad antioxidante. En este sentido, las variaciones observadas en este
estudio, se encuentran influenciadas por las condiciones de andlisis (radical y técnica empleada) y

de la naturaleza de la muestra, asi como de los solventes y técnicas empleadas para la extraccion
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de los compuestos naturales (Osuna-Ruiz et al., 2016 y 2019). Asi mismo, la extraccion y
composicion de compuestos fenolicos provenientes de macroalgas se encuentran fuertemente
influenciadas por el método de extraccion empleado y el tamafio de particula de la muestra, asi

como de las sustancias interferentes (Thanigaivel et al., 2014).

Un componente algal de alta solubilidad en agua caliente y al que se le atribuyen distintas
actividades bioldgicas, son los polisacaridos sulfatados, se ha observado que el nivel de sulfatacion
en estos compuestos, el contenido de 4cidos urénicos y la conformacion del polisacarido tienen
una influencia significativa sobre el tipo de bioactividad y su eficiencia como agente bioactivo
(Osuna-Ruiz et al., 2016). Es por ello que se determiné el contenido de acidos urénicos y el
contenido de sulfatos en los extractos acuosos empleados en el presente estudio. Para el extracto
acuoso de G. vermiculophylla no se encontraron acidos uronicos presentes en los polisacaridos del
extracto, pero si se detectaron sulfatos en un 10.22 %, en cambio para U. flexuosa el contenido de
urénicos y sulfatos fue de 0.13 % y 12.30 %, respectivamente. En un estudio realizado para
extractos de polisacaridos solubles en agua caliente y precipitados con etanol de G. vermiculophylla
y U. expansa encontraron presencia de urdnicos (9.6 y 13.4 %, respectivamente), asi como niveles
de sulfatacion distintos que los encontrados en este estudio (1%, para G. vermiculophylla; y 14.9
% para U. expansa) (Osuna-Ruiz et al., 2016). La composicion de los polisacéaridos sulfatados en
algas marinas, intra e inter especie, también se ve influenciada por diferentes factores, como la
localizacion geografica, la temporada de recoleccion, la calidad del agua de mar (disponibilidad de
nutrientes especialmente sulfatos) y los procesos de extraccion (Rioux et al., 2007; Lee et al.,
2014), lo que pudiera atribuirse a las variaciones encontradas en nuestro estudio entre ambos

extractos y las diferencias en comparacion con las mismas especies reportadas en otros estudios.

La actividad antioxidante de los extractos acuosos de G. vermiculophylla y U. flexuosa los
resultados obtenidos fueron muy similares entre las dos especies de macroalgas para la reduccion
del radical ABTS por cada mg de extracto seco, para G. vermiculophylla fue de 21.73 + 11.59
TEAC y para U. flexuosa 21.59 + 15.22 TEAC, sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05). De la misma forma los resultados obtenidos para FRAP indicaron que G.
vermiculophylla (46.78 £ 5.21 TEAC) tiene similar poder reductor que U. flexuosa (44.17 = 2.42

TEAC), esto concuerda con el estudio de Costa y colaboradores (2010), ellos también encontraron

59



mayor poder reductor en la macroalga roja G. caudata con respecto a C. isthmocladum una
macroalga verde. Sin embargo, estos resultados son diferentes a los encontrados por Kelman y
colaboradores (2012), en extractos metandlicos de varias especies de macroalgas verdes y rojas, en
donde ellos observaron que los valores obtenidos de FRAP para las macroalgas verdes fueron
mayores a los observados para las especies de macroalgas rojas, esto se debe a que la actividad
antioxidante de los extractos naturales esta asociada principalmente con los polifenoles,
flavonoides y carotenoides (Farasat et al. 2014; Osuna-Ruiz et al., 2019). Los polifenoles
naturalmente son hidréfilos, por lo que los polifenoles libres como aglicones, glucosidos y
oligbmeros, se extraen facilmente con agua o con solventes organicos polares como el metanol,
etanol, acetona o sus mezclas con agua. Pero dependiendo de la solubilidad de las caracteristicas
quimicas de los polifenoles objetivo debe seleccionarse el disolvente para extraccion (Tsao, 2010;
Osuna-Ruiz et al., 2019), por lo que el comportamiento bioldgico y composicional de los extractos

evaluados en este estudio, estan intimamente relacionados con la técnica de extraccion empelada.

En este estudio también se realizd la determinacion de metales pesados debido al ambiente en
donde estan expuestas las macroalgas y por su capacidad de acumular y tolerar metales pesados,
ademas los extractos algales se incorporaron a la dieta de P. vannamei. Se determin6é Hg, Cd, Pby
As a los extractos acuosos, en el de G. vermiculophylla se detect6 0.01082 mg/Kg de Hg'y 0.02609
mg/Kg de As, Cd y Pb no se detectaron, para U. flexuosa se detectd 0.00297 (Hg), 0.00115 (Cd),
0.00567 (Pb) y 0.02437 (As) mg/Kg. Esta distribucion de metales pesados es similar a la reportada
para extractos etandlicos de Ascophyllum nodosum, U. lactuca y Saccharina longicruris, es decir,
el metal pesado més abundante en estas tres macroalgas fue el As (8.57, 7.65 y 6.01 pg/G,
respectivamente), seguido por el Pb (0.57, 13.80 y 2.46 ug/G, respectivamente), Cd (0.05, 0.20 y
0.04 ng/G, respectivamente) y en menor cantidad Hg (<0.01, 0.05 y 0.01 pg/G, respectivamente)
(Boisvert et al., 2015). Los contenidos de estos metales son variantes, ya que dependen de la
especie y la etapa de desarrollo de las macroalgas, ademas de las variaciones ambientales como la
concentracion de metales pesados en el agua y la interaccion entre metales y salinidad y/o pH
(Frikha et al., 2011). En este estudio los resultados obtenidos de metales pesados fueron
comparados con los maximos permisibles de la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009,
Productos y servicios. Productos de la pesca, frescos, refrigerados, congelados y procesados

(Cuadro 5) y con el contenido maximo de metales pesados en productos alimenticios del

60



Reglamento (CE) no 333/2007 de la Comision de la Union Europea (Cuadro 6), los resultados
obtenidos para las dos macroalgas estan por debajo de los maximos permisibles de las dos normas,
cabe mencionar que se hizo esta comparacion ya que no existe una norma especifica para

macroalgas.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que los extractos acuosos de las
macroalgas G. vermiculophylla y U. flexuosa son eficaces contra V. parahaemolyticus en

experimentos in vitro € in vivo.

G. vermiculophylla present6 un halo de inhibicion de 18.00 + 0.58 mm. Los organismos tratados
con esta macroalga presentaron alteraciones histologicas en hepatopancreas con presencia de
estructuras vermiformes en el lumen del tubulo e infiltracion de hemolinfa y hemocitos en tejido
conectivo intertubular y en glandula antenal con células picndticas e infiltracion de hemolinfa con
hemocitos. En branquias e intestino solo hubo migracion de la respuesta hemocitaria. Asi mismo
presentaron variaciones en las poblaciones hemocitarias, siendo mayores los hemocitos semi-
granurales (33%), seguido de los granulares y de los hialinos (23%) con poblaciones equilibradas,

y tuvieron una sobrevivencia del 67%.

A diferencia de U. flexuosa que tuvo un halo de inhibicion de 14.00 = 0.29 mm, en los organismos
tratados con esta macroalga se observaron alteraciones histoldgicas especialmente en
hepatopancreas con tibulos con desprendimiento celular e infiltracion de hemolinfa y hemocitos
en tejido conectivo intertubular, en glandula antenal con infiltracién de hemolinfa y hemocitos con
formacion de un nédulo hemocitico y en intestino con nucleos picndticos en el epitelio columnar e
infiltracion severa de hemolinfa en tejido conectivo con migracion de hemocitos al epitelio
columnar. Las poblaciones hemocitarias fueron mayores en los hemocitos semi-granuares y
granulares (29%) con poblaciones iguales, y menores en hemocitos hialinos (19%). Al final del

desafio presentaron una sobrevivencia del 60%.
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9. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere ampliar esta investigacion, analizando la
capacidad antioxidante de las macroalgas para utilizarse como fortificadores del sistema

inmunologico en camaron.

Se recomienda caracterizar el compuesto con actividad antibacteriana de los extractos acuosos de

G. vermiculophylla y U. flexuosa.
También se sugiere probar las propiedades antibacterianas de otras especies de macroalgas que se

distribuyen en México especialmente en las costas de Sinaloa, para incrementar el conocimiento

y para su aplicacion en la acuicultura como posibles alternativas a los antibioticos comerciales.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de Agar Mueller Hinton con 2.5% de NaCl

Materiales y reactivos:
- Agua destilada
- Matraz con tapénde 1 L
- Probetade 1L
- Agitador magnético
- Placas Petri
- Agar Mueller Hinton
- NaCl
- Balanza (resolucion 0.01 mg)
- Placa de calentamiento

- Autoclave (121 °C)

Procedimiento:

Para preparar 1 L de agar, se pesaron 38 g de polvo de agar Mueller Hinton, y 25 g de NaCl y se
agregaron a un matraz con un litro de agua destilada, se coloco sobre la placa de calentamiento y
con ayuda de la agitaciéon se mezcld frecuentemente dejando hervir por 1 minuto, después se
esterilizo a 121 °C por 15 minutos. El agar se dejé enfriar para posteriormente verterlo a placas
Petri hasta obtener un grosor aproximado de 4 mm, se mantuvo a temperatura ambiente hasta su

posterior uso.
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Anexo 2. Preparacion de Agar Soya Tripticaseina (TSA) al 2.5% de NaCl

Materiales y reactivos:
- Agua destilada
- Matraz con tapon de 1 L
- Probetade 1L
- Agitador magnético
- Placas Petri
- Agar Soya Tripticaseina (TSA)
- NaCl
- Balanza (resolucion 0.01 mg)
- Placa de calentamiento

- Autoclave (121 °C)

Procedimiento:

Para preparar 1 L de TSA con sal, se pesaron 40 g de polvo de agar de Soya Tripticaseinay 20 g
de NaCl (ya que el TSA contiene 5% de sal), se agregaron a un matraz con un litro de agua
destilada, se disolvid y se dejo remojar por 15 minutos, se calent6 agitando frecuentemente durante
1 minuto para su dilucion. Se esterilizo en la autoclave a 121 °C por 15 minutos, se dejoé enfriar

para después vaciarlo a placas Petri.
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Anexo 3. Método para la Preparacion de Suspension Bacteriana (Indculo)

Materiales y reactivos:
- Agua destilada
- Matraz con tapon de 1 L
- Probetade 1 L
- Matraz Erlenmeyer de 1 L
- Varilla de vidrio
- Tubo de ensayo estéril
- Tubos de centrifuga estériles
- Pipeta estéril
- Caldo Soya Tripticaseina (TSB) (BD Bioxon®)
- NaCl (GOLDEN BELLM)
- Balanza (resolucion 0.01 mg)
- Autoclave (121 °C)
- Incubadora (30 °C)
- Centrifuga (10,000 rpm)

Procedimiento:

Primeramente, se prepard el medio de cultivo TSB con sal, se pesaron 30 g de polvo de caldo de
Soya Tripticaseina y 20 g de NaCl ya que el TSB contiene 5% de sal, y se agregaron al matraz que
contenia un litro de agua destilada, se agitd con una varilla de vidrio para disolver bien los reactivos,
una vez disueltos el caldo se coloco en la autoclave por 15 minutos a 121 °C y se dejo enfriar para

su posterior uso.
Después se prepard solucion salina al 2.5%, se pesaron 25 g de NaCl y se agregaron a un litro de

agua destilada, la sal se disolvio con ayuda de una varilla de vidrio, posteriormente se meti6 a la

autoclave por 15 minutos a 121 °C.
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Para la preparacion de la suspension bacteriana se inoculo un tubo con 10 mL de TSB con sal, se
incubo por 24 horas a 30 °C, se puso el cultivo bacteriano en dos tubos de 5 mL de centrifuga
estériles, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se tir6 el sobrenadante, y se
realizaron dos lavados de la siguiente manera, se adicionaron 5 mL de solucion salina estéril en
cada tubo, se resuspendio6 el paquete celular bacteriano y se volvio a centrifugar en las mismas
condiciones, se tir6 el sobrenadante, una vez realizados los dos lavados se ley6 a una absorbancia
de 610 nm y una D.O. de 1.0, la suspensién bacteriana se ajusté a una concentraciéon de 1x108

UFC/mL. Todos los pasos se realizaron en condiciones de esterilidad.
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Anexo 4. Analisis Histologico

El andlisis histologico se realizd con base a lo descrito por Bell y Lightner (1988) y Morales-

Covarrubias (2010).

Materiales y reactivos:

Navaja de diseccion

- Pinzas de diseccion

- Guantes

- Jeringa de 3 mL

- Resina

- Parafina

- Porta objetos

- Cubre objetos

- Uni-cassettes

- Agua destilada

- Hematoxilina

- Eosina

- Etanol 96 %, 80 %, 70 % y 50 %
- Formalina 100 %

- Acido aceitico glacial

- Alcohol etilico absoluto
- Xilol

- Microscopio compuesto
- Deshidratador

- Embebedor

- Microtomo

- Estufa
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Procedimiento:

¢ Fijacion o conservacion
Los organismos sobrevivientes fueron fijados con soluciéon Davidson la cual se prepara de la
siguiente manera: 330 mL de alcohol etilico 96%, 220 mL de formalina 100%, 115 mL Acido

acético glacial y 335 mL de agua destilada (se almacena a temperatura ambiente).

Se inyecto al camaron vivo directamente en todo el hepatopancreas, en la parte posterior y anterior
abdominal, teniendo precaucion de no tener contacto con la solucion fijadora en piel y ojos. Se
inyectan entre 5 y 20 % equivalente al peso corporal del camarén. Con ayuda de una navaja se
realizo un corte en la parte posterior de los organismos desde el rostrum hasta la parte final de los
urépodos y se introdujeron en un frasco con 500 mL de solucién Davidson para su fijacion
completa durante 48 horas, posteriormente se le retiro la solucién Davidson se enjuagaron con
agua corriente y al frasco se le adicion6 alcohol al 70% en donde se colocaron los organismos
hasta su andlisis. En una etiqueta de papel cera con lapiz se escribi6 la fecha y hora de la fijacion

del organismo y del tratamiento que correspondian, cuya etiqueta se puso en el frasco con alcohol.

e Corte histologico
Posteriormente a los organismos se les realizaron cortes longitudinales desde el rostrum hasta el
telson y transversales separando los segmentos 1, 3 y 6 del resto del abdomen con ayuda de una
navaja, para los dos cortes primero se retiraron las terminaciones distales de los urépodos una vez
que se obtuvieron los cortes, con ayuda de unas pinzas de diseccion se acomodaron las muestras

en Uni-cassettes.

e Embebido en parafina
Primeramente, los cortes fueron deshidratados en el procesador automatico de tejidos (Tissue-Tek
II, Mod. 4640-B) este equipo cuenta con 12 vasos de 1 L cada uno, utiliza una serie de soluciones
de alcohol en concentraciones ascendentes y parafina, el proceso se llevo a cabo en el siguiente
orden:

- Etanol al 70%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

- Etanol al 80%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno
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Etanol al 96%, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

Etanol absoluto, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

Xilol, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

Parafina, 2 bafios separados de 1 hora cada uno

Las muestras se colocaron en moldes con ayuda de un 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 solidificacion del bloque a una temperatura menos de 10 °C,
los tejidos fueron 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.

e Cortado
Los bloques de parafina primeramente fueron rebajados a 20 pum hasta que los tejidos se
encontraran expuestos para posteriormente desclasificarlos por media hora, después se refrigeraron
a -4 °C, por 15 minutos para obtener los cortes de 5 pm con ayuda de un micrétomo (LEICA
RM2125 RT), después el corte se colocod en un portaobjetos para ponerlo sobre una placa caliente
por unos minutos y posteriormente colocarlo en una gradilla, una vez terminados todos los cortes,

las gradillas fueron puestas en la estufa por 12 horas a 40 °C para el secado de los cortes.

e Tincion

La tincién de organos y tejidos de las muestras de camardén se realizd con la técnica de
Hematoxilina — Eosina (H&E), la cual se realiza de la siguiente manera:

- Dos bafios separados de xilol (5 minutos cada uno)

- Dos bafios separados de etanol absoluto (10 sumergidas lentas cada uno)
- Dos bafios separados de etanol 96 % (10 sumergidas lentas cada uno)

- Dos bafios separados de etanol 80 % (10 sumergidas lentas cada uno)

- Dos bafios separados de etanol 50 % (10 sumergidas lentas cada uno)

- Agua destilada (10 sumergidas lentas)

- Sumergir las muestras 20 minutos en Hematoxilina de Harris

- Sumergir las muestras por 5 minutos en agua con flujo continuo

- Sumergir las muestras dos veces en alcohol acido
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- Sumergir las muestras por 2 minutos en agua con flujo continuo

- Sumergir las muestras 30 veces en agua amoniacal

- Sumergir las muestras por 10 minutos en agua con flujo continuo

- Sumergir las muestras 10 veces en etanol 80%

- Sumergir las muestras por 2 minutos en Eosina-Floxina

- Tres bafios separados de etanol 96 % (10 sumergidas lentas cada uno)

- Tres bafios separados de etanol absoluto (10 sumergidas lentas cada uno)
- Tres bafios separados de xilol (10 sumergidas lentas cada uno)

- Por ultimo montar con resina sintética y dejar secar

e Diagnostico histoldgico
Las laminas histologicas tefiidas fueron observadas con un microscopio 6ptico (Olympus BX60)
con objetivos de 40x y 60x para revisar alteraciones en organos y tejidos provocadas por la
infeccion experimental con V. parahaemolyticus. Se tomaron fotografias con ayuda de una camara

digital (Infinity 2) adaptada al mismo microscopio.
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Anexo 5. Técnica para Tincién de Hemocitos

Para tefiir hemocitos se modificoé la técnica de equipo para tincion de frotis sanguineo

(Hemocolorante rapido Hycel).

Materias y reactivos:
- Porta objetos
- Agua destilada
- Aceite de inmersion
- Solucion fijadora
- Hemocolorante I
- Hemocolorante I1

- Microscopio optico

Manejo de la muestra

1. Tomar 30 pL de hemolinfa y preservarla con 60 pL de alsever (2:1).

Procedimiento

1. Tomar 50 pL de la muestra y esparcir en el portaobjetos, dejar secar al aire durante 24
horas.
Cubrir la muestra con la solucién fijadora durante 3 segundos, dejar escurrir el exceso.
Cubrir la muestra con el hemocolorante I durante 3 segundos, dejar escurrir el exceso.
Cubrir la muestra con el hemocolorante II durante 3 segundos, dejar escurrir el exceso.

Enjuagar con agua destilada (1 vez) y dejar secar durante 1 hora.

AN O

Observar al microscopio con el objetivo de 100 X, utilizando aceite de inmersion.

0JO NO SUMERGIR MUESTRA EN ALGUNA DE LAS SOLUCIONES
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