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RESUMEN

Una de las problematicas actuales en camaronicultura es la mortalidad causada por cepas
patogenas de Vibrio parahaemolvticus (Vp) causantes de la Enfermedad de Necrosis
Hepatopancredtica Aguda o AHPND por sus siglas en inglés. Dentro de las estrategias
implementadas sin excito en las granjas de camardn afectadas, el uso de antibidticos ha
provocado que algunas bacterias del sistema de cultivo se vuelvan resistentes; de ahi surge
la necesidad de buscar productos alternos, como extractos de algas marinas pardas
conocidas por poseer un potencial nutracéutico, gracias a su contenido de metabolitos con
actividad antibacteriana. Este trabajo se enfocd en evaluar e identificar los compuestos
activos del extracto encontrado con la mayor actividad antibacteriana contra Vp AHPND+
a partir de 6 especies de algas pardas colectadas en Baja California, México. El extracto
crudo (EC) acetdnico del alga Ecklonia arborea, obtenido mediante método Soxhlet, fue
el que presentd la mejor actividad (concentracién minima bactericida (CMB). de 3500
pg/mL). El EC de esta alga presentd cierta toxicidad en Artemia salina y, al adicionarlo
en dietas para camardn Litopenaeus vannamei a dosis de 1000 mg EC/Kg de camardn, se
encontrd una disminucion en el consumo, crecimiento y daios histologicos en
hepatopdncreas. A la dosis de 100 mg EC/Kg de camardn no se presentaron efectos
zootécnicos negativos, pero tampoco se mejord significativamente la sobrevivencia en
camarones desafiados con Vp AHPND+. Para tratar de eliminar compuestos toxicos, el
EC fue particionado con distintos solventes, obteniendo una fraccién soluble en acetato
de etilo (FAE), que presentd una mayor actividad antibacteriana (CMB de 750 pg/mL).
Sin embargo, la dosis de 1| mg FAE/Kg de camardn durante 7 dias tampoco mejoré la
sobrevivencia de camarones infectados con Vp AHPND+. La cromatografia ripida de
particion centrifuga (FCPC) permitid obtener un pool con una actividad antibacteriana 10
veces mayor que la de la EC (CMB 350 pg/mL). Los florotaninos eckol (5.23 mg g-1) v
dieckol (1.67 mg g-1) fueron identificados como los compuestos mayoritarios. Los
resultados sugieren que la actividad bactericida de la fraccion acetato de etilo de E.
arborea se debe principalmente a la mezcla de tlorotaninos. El uso nutracéutico de los
antibacterianos derivados de E. arborea para control del AHPND en camardn requiere de

mas estudios
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ABSTRACT

One of the current problems in shrimp farming is the mortality caused by pathogenic
Vibrio parahaemolyticus (Vp) strains that cause the Acute Hepatopancreatic Necrosis
Disease (AHPND)., Among unsuccessful strategies implemented in the affected shrimp
farms, the use of antibiotics has caused some of the bacteria found in the culture system
to become resistant; so there is a need to look for alternate products, such as extracts from
brown seaweeds that are nutraceutical candidates since they are known to possess a
number of metabolites with antibacterial activity. This thesis focused on the evaluation
and identification of the active compounds in the extract found with the highest
antibacterial activity against Vp AHPND+, from 6 brown algae species collected in Baja
California, Mexico. The crude acetonic extract (CE) from Ecklonia arborea algae,
produced by Soxhlet extraction, showed the highest activity (minimum bactericidal
concentration MBC 3500 pg/mL). E. arborea CE presented some toxicity to Artemia
salina and, once incorporated to Litopenaeus vannamei shrimp diets at a dose of 1000 mg
EC per Kg shrimp biomass, induced decreased consumption and growth, and histological
damage in the hepatopancreas. However, at a dose of 100 mg EC per Kg shrimp in a
challenge test with Vp AHPND-+, no significant difference was found in terms of survival
with respect to control. In order to eliminate toxic compounds, CE was partitioned with
different solvents, resulting in a fraction soluble in ethyl acetate (FAE), which presented
an improvement in its antibacterial activity with a MBC of 750 pg/mL. However, shrimp
that consumed the dose of 1 mg FAE/ Kg shrimp for 7 days, fail to be protected of the
mortality caused by Vp AHPND +. Fast-Centrifugal Partition Chromatography (FCPC)
allowed to obtain a pool that showed an increase of 10 times the antibacterial activity
(MBC 350 pg/ml.) with respect to the EC. Eckol (5.23 mg g-1) and dieckol (1.67 mg g-
1) were identified as the major compounds. Data suggest that bactericidal activity in the
E. arborea FAE could be attributed to the phlorotannin’s mix. More studies are required
to assess the nutraceutical use of E. arborea antibacterial extracts to control AHPND in

shrimp
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1.-INTRODUCCION

El cultivo de camar6n es una actividad sustentable a nivel mundial. En México la
produccidn de camaron es de aproximadamente 100,000 toneladas, representando una
tercera parte del volumen total de la produccion acuicola nacional (Comisiéon Nacional
deAcuacultura y Pesca, 20118). Sin embargo, las enfermedades emergentes son un factor
limitante, afectando directamente el volumen y costos de produccion. En el caso de China,
considerado uno de los mayores productores de camardn, desde el ano 2012 se reportaron
mortalidades en los cultivos de camardn, a consecuencia de la enfermedad de mortalidad
temprana o EMS por sus siglas en inglés (Early Mortality syndrome). Segtin datos de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) la tasa
de crecimiento anual mostré valores negativos (-1.5%) para los anos 2015-2019 (GOAL,
2017). En México en el afio 2013, 1a enfermedad de EMS afectd gravemente la produccidn
cayendo aproximadamente a la mitad (GAA), ocasionando pérdidas economicas de
millones de pesos, en las granjas del estado de Sonora y Sinaloa (Soto-Rodriguez et al.
2015).

La enfermedad de EMS fue reportada por primera vez en el ano 2009 en Asia, y en el afio
2011 se cambid el nombre a Enfermedad de Necrosis Hepatopancredtica Aguda (AHPND
por sus siglas en ingles). Esta enfermedad afecta a las especies Litopenaeus vannamei y
Penaeus monodon, y causa mortalidad por dafio celular en el hepatopdncreas producida
por la toxina producida por diferentes cepas de Vibrio parahaemolyticus. El uso de
antibidticos, cominmente administrados a través de alimentos medicados o por inmersion,
no €s una opcion ya que €stos provocan resistencia bacteriana y acumulacion de residuos
en el camardn y en el sedimento de las granjas. De hecho, los residuos de antibidticos en
los organismos son penalizados por la Administracidn de Alimentos y Medicamentos o la

Food and Drug Administration o (FDA por sus siglas en inglés).

Por esta razon, se ha incrementado la demanda de nuevas alternativas para combatir
enfermedades bacterianas en la camaronicultura y muchas investigaciones se han
enfocado en el uso de productos naturales. Los compuestos fitoquimicos de origen

terrestre ya han sido ampliamente explotados, pero una alternativa adicional la constituye



el ecosistema marino que es una gran fuente de compuestos bioactivos. Particularmente
la investigacion de las algas marinas como fuente de nutracedticos se ha intensificado en
los ultimos afios debido a sus diversas actividades bioldgicas entre las cuales destaca la

actividad antibacteriana (Abu-Ghannam y Rajauria, 2013).

En México contamos con extensos recursos algales. La costa del Pacifico de Baja
California Occidental se caracteriza por tener una biodiversidad excepcional
contribuyendo con un 67% del total de especies registradas en México (Pedroche y Senties
2003). A pesar del gran recurso con el que se cuenta, solo pocas especies son explotadas
v su uso es principalmente para la produccidn de ficocoloides como alginatos, agar y
carragenanos (Instituto Nacional de Pesca, 2000). En contraste, en las Costas del Pacifico
en Asia las algas marinas son ampliamente usadas como fuente de compuestos
farmacologicos. Las algas marinas en México también podrian aprovecharse de manera
mis exhaustiva para la produccién de nutracéuticos: en especial algunas especies de algas

pardas que se encuentran presentes durante todo el ano y son muy abundantes.

El potencial nutracéutico de las algas marinas se acentia debido a su disponibilidad, bajo
costo y biocompatibilidad; v aunque su uso ya se ha reportado para el manejo de
enfermedades en el cultivo de camardn en India y Asia (Selvin y Lipton 2004; Immanuel
et al. 2004; Huang et al. 2006) en México esta aplicacion ha sido poco estudiada y
desarrollada. Por lo anteriormente mencionado, el objetivo del presente trabajo fue
investigar el potencial antibacteriano de algunas algas pardas mexicanas contra V.
parahaemolyticus AHPND+, y su uso como nutracéutico en dietas para el camardn blanco

L. vannamei, para el control del AHPND.



2.-ANTECEDENTES

2.1.- Produccion de camaron

En el afio 2017 la produccion mundial de cultivo de camarén fue estimada entre 2.9 y 3.5
millones de toneladas (http:/www.fao.org/in-action/globefish/marketreports/resource-
detail/es/c/1136583). En México, la produccion de camarén por acuacultura es una
actividad sustentable para los productores, contando con mil 382 granjas de camardn (71
mil 442 hectireas) especificamente de la especie Litopenaeus vannamei, ubicadas
principalmente al noroeste del pais. En términos de produccién, se ha mantenido arriba de
100,000 toneladas desde el ano 2015 (Anderson, Valderama, Jorry, 2019), solo para el
aino 2016 se cultivaron 129,049 toneladas, representando una tercera parte del volumen
total de la produccion acuicola nacional, superando en términos de valor a otras especies
comerciales como tilapia, atin, ostion y trucha (Comision Nacional de Acuacultura y
Pesca, 2018).

2.2.-Enfermedad de Necrosis Hepatopancreitica aguda (AHPND)

Uno de los méds importantes problemas en la produccion de animales acudticos es la salud
v el manejo de enfermedades. Las enfermedades afectan el cultivo de camardn en las
granjas del mundo, ocasionando pérdidas millonarias que van en aumento cada ano. El
Sindrome de la necrosis hepatopancredtica (AHPNS) afecta a las especies de Penaeus
monodon y Litopenaeus vannamei, se caracteriza por mortalidades masivas, alcanzando
en algunos casos hasta un 100% en estanques afectados, durante los primeros 10-30 dias
de cultivo y pocos dias después de los primeros signos de la enfermedad; causa enormes
pérdidas monetarias en el sector de produccion de camarén, Segtin lo declarado por la
Global Aquaculture Alliance (Reantaso y Gomez-Gil, 2013), las pérdidas estimadas
debidas a EMS / AHPND para el cultivo de camarén en Asia, fueron de US § 1000
millones.

Esta enfermedad, causd pérdidas econdmicas significativas entre los productores de
camaran de China y las Isla Hainan en 2009, esparciéndose por Vietnam y Malasia en
2011 (Lightner et al. 2012) y llegando a Tailandia en 2012 (Flegel, 2012; Thadtapong et
al., 2020). En 2012, se disemind por el noroeste de México, especialmente en los estados

del norte (Sonora y Sinaloa), produciendo una disminucion del 65% en la cantidad de



camaron L. vannamei producido en 2013, en comparacion con el afio 2011 (Nunan et al.
2014).

Los camarones infectados presentan signos clinicos como; nado erritico, aletargamiento,
crecimiento reducido, estémago e intestinos vacios, hepatopdncreas atrofiado con
coloracién palida o blanquecina (Fig. 1), v como consecuencia, se produce mortalidad a

los 60) dias de cultivo (Tran et al. 2013).

Fig.1. Penaens vanpamei (A, B), camardn infectado con AHPND por ensayos de inmersion.
Hepatopincreas (HP) atrofiado v pilido, estdmago (ST) e intestino (MG) vacios. (C, D) camardén normal,
grupo control negativo, mostrando el tamaio y color naranja obscuro normal del HP, ademiis del estémago
¢ intestino lleno, (B) y (C) fueron disectados individualmente de (A) y (C). respectivamente (Tran et al,
20113).

Al principio el origen de la enfermedad era desconocido y las hipotesis eran muy diversas,
algunas apuntaban a una amplia gama de agentes como plaguicidas, contaminacidn,
alimentacidn, pardsitos, algas nocivas, probidticos, endogamia, etc., por lo que se
considerd como una enfermedad idiopdtica, es decir, no se sabia si la causa era infecciosa
o toxica. Los primeros estudios fueron publicados por el Profesor Donald V. Lighter y su
equipo del laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona (APL/UAZ),
los cuales reportaron la primera aparicion en el sureste de China y las Islas Hainan en 2010
y subsecuentemente en Viet Nam y Malaysia en 2011. En el afio 2013, aislaron el agente
causal en cultivo puro e iniciaron pruebas de desafio por inmersion para los estudios de
infectividad. Lograron inducir mortalidades del 100%, con la patologia EMS / AHPNS
tipica en camaron expuesto al agente patogeno, encontrando en los andlisis histologicos

que las lesiones eran idénticas a las encontradas en muestras recolectadas de camarones
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infectados (Tran et al. 2013). Con el conocimiento de que EMS / AHPNS tenia una
etiologia bacteriana, por varias cepas de Vibrio parahaemolyticus, se cambid el nombre a

enfermedad de necrosis hepatopancredtica aguda (AHPND).

2.2.1.-Patogénesis de AHPND en camardén

El patdgeno se introduce en el camarén por via oral colonizando el tracto digestivo,
produciendo toxinas que causan la fase aguda, conocida por producir una disfuncion de
las células del hepatopincreas (HP), en donde se destruyen las células E. R, Fy B y se
produce desprendimiento de las células epiteliales tubulares causando infiltracion
hemocitica y necrosis del HP. En la fase terminal, adicionalmente se presenta una
infeccitn secundaria bacteriana masiva (Tran et al. 2013).

V. parahaemolyticus es una bacteria oportunista presente en el medio marino, sin
embargo, las cepas causantes de AHPND se volvieron virulentas, probablemente debido
a una serie de eventos de recombinacidn para obtener resistencia a antibidticos, a traves
de plismidos y / o elementos genéticos méviles (Han et al. 2015). Debido a la importancia
del patogeno, varios investigadores han estudiado los mecanismos de virulencia,
encontrando un plismido extracomosomal (~ 63 e 69 kbp) solo en las cepas causantes de
AHPND, a este plasmido se le denomind pVAl, y contiene los genes de toxinas PirA y
PirB (PirA'", PirB'") denominados asi por su origen, ya que son similares a toxinas
relacionadas con insectos Photorhabdus (Pir) (Han et al. 2015). En la investigacidn
realizada por Lai et al. (2015) observaron en camarones que fueron desafiados con
bacterias causantes de AHPND que inicialmente la bacteria colonizo el estémago, donde
comenzd a producir la toxina PirAB'? sin embargo, 6 horas post-infeccion se detectd la
toxina PirB*?, pero no la toxina PirA'?. Aunque en estudios previos, se ha demostrado que
ambos componentes de la toxina binaria PirAB'" son necesarios para inducir un efecto
toxico, se infiere que solo PirB'" puede ser suficiente para causar dano celular. La sintesis
de las toxinas solo tiene lugar cuando las bacterias llegan a cierta concentracidn, por lo
que productos que inhiben la formacién de biofilms y el quorum sensing pueden ser

nutracéuticos efectivos para controlar la mortalidad causada por esta enfermedad.



2.2.2.-Estrategias de manejo contra AHPND

El uso de antibidticos a través de alimentos medicados o por inmersion, fue una medida
inadecuada usada para combatir la enfermedad en cultivos de camardn, ya que ambos
métodos provocan un impacto directo en el entorno. El uso de antibidticos es regulado,
sin embargo, los niveles actuales de uso de antibacterianos en la acuicultura en todo el
mundo no son ficiles de determinar, debido a que los paises difieren en los sistemas de
distribucion y registro. En México la norma NOM-EM-006-PESC-2004, establece los
requisitos de sanidad acuicola para la produccion y movilizacion de crusticeos acudticos
vivos, muertos, sus productos y subproductos, asi como para su introduccion a los Estados
Unidos Mexicanos, también regula el uso de antibidticos permitidos, asi como su dosis en
cultivo de camaron. Los antibidticos mas utilizados para contrarrestar las enfermedades
producidas por bacterias del género Vibrio son oxitetraciclina (OTC), florfenicol (FFC),
fosfomicina, mononensina, sarafloxacina (SARA) y enrofloxacina (ENRO) (Romero et

al. 2012).

Otro factor limitante del uso de los antibi6ticos es la acumulacidn de residuos en los tejidos
de camaron que pueden alterar la flora intestinal y provocar problemas de intoxicacion o
alergias en el consumidor (Santiago et al. 2009). Ademds, los residuos en los organismos
no estin aprobados por las politicas de cero tolerancia de la Administracidn de Alimentos

y Medicamentos de E.U.A., o la Food and Drug Administration (FDA).

Los riesgos para la salud piblica relacionados con el uso de antimicrobianos en la
acuacultura incluyen el desarrollo y la diseminacion de bacterias resistentes a los
antimicrobianos debido a genes de resistencia, asi como la presencia de residuos
antimicrobianos en los productos de la acuicultura y el medio ambiente (Romero et al.
2012). Se ha encontrado resistencia a varios antibioticos en cepas de V. parahaemolyticus
causantes de AHPND (Lai et al. 2015). Para el caso de cepas provenientes de México, se
ha reportado resistencia a tetraciclina conferida por la presencia del gen tetB (Han et al.
20015), adicionalmente se ha estudiado la respuesta fisiologica e inmune de camarones
durante la fase aguda de AHPND, y la eficacia de oxitetraciclina (OX1) y florfenicol (FF)

para eliminar el patogeno causante de la enfermedad, encontrando que ninguno de los



antibidticos per se elimina a la bacteria y ambos antibidticos desarrollaron un efecto

negativo sobre su virulencia.

2.2.2.1-Alternativas utilizadas para combatir AHPND

A consecuencia de la problemiitica con los antibidticos, ha surgido la necesidad de crear
tratamientos alternativos para controlar la enfermedad, como la implementacion de
fagoterapia (Jun et al. 2016), el uso de probidticos (Pinoargote y Ravishankar 2018),
predadores de bacterias Bdellovibrio (Kongrueng et al. 2017), nanoparticulas
(Maldonado-Muiiiz et al. 2020), formulaciones a base de mezclas de hierbas (Jha et al.
2017) asi como extractos de productos naturales como Galangal (Alpinia galanga Linn.)
(Chaweepack et al. 2015). Recientemente, se demostré que el consumo de proteinas
(lectinas y phycobiliproteinas) extraidas del alga roja Gracilaria fisheri (GPE), aumento
la sobrevivencia de los camarones L. vannamei después de una infeccion con V.
parahaemolyvticus AHPND', manteniendo caracteristicas histologicas normales en
hepatopincreas y una expresién minima del gen de la toxina AP3 (Boonsri et al. 2017).
Asi mismo, una mezcla de algas v probiSticos (una combinacion de Bacillus B2 y 20 mg
/ ml de algas rojas Gracilaria sp.) se reporto como una alternativa a los antibioticos para
controlar el brote de AHPND (Lim et al. 2019) ya que mostrd una inhibicién sinérgica de
la cepa de V. parahaemolyticus 3HP in vitro y en ensayos de desafio en camarones

también redujo significativamente la mortalidad.

Aunque la literatura empieza a evidenciar el potencial del desarrollo de nutraceiticos
antimicrobianos / inmunoestimulantes potentes y seguros a base de extractos de algas para
uso en el control de enfermedades en camardn, ésta es atlin un drea poco explorada, Cabe
seflalar que el término nutracéutico fue acufiado desde los conceptos de "nutricion” y
"farmacéutico” en 1989 por el Dr. Stephen DeFelice quien definié los nutracéuticos como
i . : ; & & G

un alimento o parte de un alimento que proporciona beneficios médicos o para la salud,

incluyendo la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades” (Brower, 1998).

2.3.- Aplicaciones de las algas marinas y su potencial antibacteriano
Actualmente las investigaciones se centran en la biisqueda de productos naturales con un
alto valor comercial con distintas aplicaciones: alimento para ganado, alimento para peces,

nutraceiiticos, fertilizantes organicos, productos farmacéuticos, cosméticos y productos



para el cuidado de la piel ente otros (Michalak and Chojnacka 2014, 2015; Wijesekara et
al. 2011; Cardoso et al. 2014). La particularidad de los recursos de origen marino, como
las algas, es que contienen compuestos con estructuras inicas que no son encontrados en
plantas terrestres, porque los ecosistemas marinos presentan condiciones ambientales
variables y para sobrevivir las algas producen una gran variedad de compuestos activos
que les permiten protegerse de condiciones extremas como la exposicién a rayos
ultravioleta, niveles de salinidad cambiantes, variaciones de temperatura y deficiencia de
nutrientes (Gupta y Abu-Ghannam 2011), de ahi nace la gran diversidad bioldgica y la
gran variedad de compuestos bioactivos (Maschek and Baker 2008).

Otros aspectos importantes relacionados con las algas marinas, es que poseen una gran
diversidad, ademidis de su ficil cultivo, rdpido crecimiento y existe la posibilidad de
controlar la produccién de algunos compuestos bioactivos manipulando las condiciones

cuando se producen por cultivo (Koivikko, 2008).

Considerando lo anterior, las algas marinas han recibido un mayor interés en el desarrollo
de nutraceuticos o aditivos funcionales (Gupta and Abu-Ghannam 2011; Michalak and

Chojnacka 2014; Ganesan et al. 2019).

2.3.1-Las algas marinas en México

Las algas marinas presentes en las costas de México a lo largo de los océanos Atlintico y
Pacifico, constituyen un recurso potencial de gran importancia y de multples
posibilidades econémicas. En especial, la costa occidental de Baja California es donde se
localiza el mayor niimero de especies de algas (742 spp.), con un 67% del total de especies
registradas para el Pacifico mexicano (Pedroche y Senties 2003). A pesar de esto, en la
actualidad el mayor interés estd dirigido a la explotacidn y empleo de especies de
importancia industrial especialmente en la zona del Pacifico Norte, para la produccion de
agar, alginato y carragenano, en donde solo una especie es explotada para cada producto,
como es el caso especifico de Gelidium robustum, Macrocvistis pvrifera y Gigartina
canaliculata, esta iltima exportindose a Estados Umdos (Mufioz-Ochoa, 2010). Esto se
debe a su relativa abundancia en nuestro litoral y que se cuenta con el mayor conocimiento
cientifico acumulado sobre ellas. Sin embargo, por su abundancia y amplia distribucién,

también ofrecen grandes posibilidades especies como Egregia menziesii, Ecklonia



arborea, Laminaria setchellii, Silvetia compressa y Sargasum muticum (Aguilar-Rosas et
al. 2010).

En México se ha estudiado muy poco el potencial farmacoldgico de las algas marinas, sin
embargo, la actividad antibacteriana contra patégenos de importancia médica y la
actividad inhibitoria de los mecanismos de resistencia bacteriana a los antibidticos de
extractos de algas ya ha sido reportado para algunas especies provenientes del Golfo de
California {Aguila-ﬂamirez et al. 2012), la Peninsula de Yucatin (Freile-Pelegrino y
Morales 2004) v especificamente para Baja California (Mufoz-Ochoa et al. 2010
Villarreal-Gomez et al. 2010). La investigacién sobre actividad antibacteriana contra
patogenos marinos de importancia en acuacultura de algas de Baja California es muy
escasa, pero destaca el trabajo realizado por Munioz-Ochoa (2010) quien evalud extractos
etandlicos de las algas Cystoseira osmundacea, Macrocystis pyrifera v Eisenia arborea
entre otras, encontrando actividad contra diversos patdégenos marinos como Vibrio
aestuarianus, concluyendo que el 80% de las algas evaluadas provenientes de Baja

California Sur, son una fuente de compuestos bioactivos antibacterianos.

2.3.2.- Actividad antibacteriana de compuestos extraidos de algas marinas pardas

Como se mencioné anteriormente. las algas marinas son consideradas una fuente de
compuestos bioactivos, ya que son capaces de producir una gran variedad de metabolitos
secundarios, con un amplio espectro de actividades biologicas. Se han identificado un gran

niimero de compuestos presentes en algas marinas (figura 2, Lopes, 2014).

Asi mismo, en algas verdes, cafés y rojas han sido reportadas una gran variedad de
actividades (antiviral, anti-helminticas, antifiingicas, antioxidantes y antibacterial)

(Bansemi et al. 2006).
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Fig 2.- Compuestos activos en algas marinas (Lopes, 2014)

Los compuestos mds importantes reportados por poseer actividad antibacteriana en las
algas son los polisaciridos sulfatados, dcidos poliinsaturados, los carotenoides, los
compuestos fendlicos y florotaninos (Airanthi et al. 2011; Peréz et al. 2016; Zou et al.
2008).

Debido su poder antibacteriano los polifenoles o compuestos fenélicos han adquirido una
enorme importancia en los tltimos anos. Estos compuestos solo son producidos por las
algas, no estin presentes en plantas terrestres, y son considerados metabolitos secundarios,
porque intervienen en procesos de seializacion y defensa como respuesta al estrés

ambiental (Balboa et al. 2013; Lopes et al. 2012).

Los polifenoles varian ampliamente y se dividen en grupos distintos segin sus estructuras,
desde simples moléculas como los dcidos fendlicos, hasta taninos y moléculas altamente
complejas como los florotaninos (Andrade et al. 2013; Bravo 1998). Los florotaninos
estdn compuestos de unidades de floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno) y abarcan una
amplia gama de pesos moleculares (126 kDa hasta 650 kDa), se dividen en seis grupos
especificos caracterizados por diferencias en la naturaleza de los enlaces estructurales
entre las unidades de floroglucinol y el nimero de grupos hidroxilo presentes. Los
fucoles, esfenoles y fuhaloles estin conectados por enlaces tipo aril-arilo, los isofuhaloles
estdn conectados por enlaces tipo éter, y los fucofloretoles estin conectados por ambos
tipos de enlaces; los eckoles se caracterizan por presentar al menos una seccion de tres

anillos con un elemento de dibenzodioxina substituido por uno grupo fenoxil en C-4
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(Lopes et al. 2012; Shibata et al. 2004). En la figura 3 se muestra la estructura quimica de

diferentes tipos de florotaninos encontrados en algas marinas.

Fig 3.- Estructuras quimicas de diferentes tipos de florotaninos. Floroglucinol (1), Tetrafucol A (2),
Tetraflorethol B (3), Fucodiplorethol A (4), Terrafuhalol A (5), Tetraisofuhalol (6) y Florofucofuroeckol (7)
(Lopes et al., 2012).

Estos compuestos son exclusivos de algas pardas (Phaeophyceae) y han sido identificados
en distintas familias, incluyendo: las Alariaceas, Fucaceae y Sargassaceae, especialmente
los géneros Cvstophora v Ecklonia, los cuales son una buena fuente de florotaninos
(Cardoso et al. 2014). Los florotaninos son sintetizados a través de la via de acetato-
malonato en el aparato de Golgi, se conoce que estin involucrados en la absorcion de
radiacion ultravioleta, y son considerados agentes quimicos de defensa (Lopes et al. 2012).
La concentracion puede variar entre las especies por el tamano, la edad, el tipo de tejido,
la salinidad, la estacionalidad, los niveles de nutrientes, la presencia de depredadores, la
intensidad de la luz y la temperatura del agua. Su concentracion puede alcanzar el miximo
en el Atldntico templado y tropical (hasta el 20% de la masa seca de algas pardas) y el
minimo en las regiones tropicales del Pacifico e Indo-Pacifico.

Al igual que otros compuestos polifenolicos, los florotaninos han sido sujeto de estudio

debido a que han demostrado ser potencialmente benéficos para la salud humana. Se ha
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reportado que presentan actividades antibacterianas, antioxidantes, antifiingicas, anti-

VIH, anti-diabetes, antiinflamatorias y antialérgicas (Eom y Kim 2012; Lopes et al. 2012).

Las macroalgas pertenecientes a la familia Lessoniaceae, como el género Ecklonia y
algunos miembros de la familia Laminariaceae han sido evaluados en cuanto a su potencial
actividad antibacteriana y la composicion de florotaninos presentes (Nagayama et al 2002;
Eom et al. 2011; Lopes et al. 2012). Tipicamente floroglucinol, eckol y dieckol estin
relacionados con la actividad antibacteriana (Pérez et al. 2016) y la mayoria de los estudios
relacionados con la actividad antibacteriana, se han realizado a partir de extractos y
compuestos aislados del género Ecklonia y Eisenia (Eom et al. 2012). Compuestos como
eckol, 8.8-bieckol, dieckol, dieckoldioxinodehydroeckol, fucofuroeckol-A, 7-
phloroeckol y phlorofucofuroeckol-A, han mostrado tener actividad antibacteriana contra
una extensa variedad de bacterias incluyendo Vibrio parahamolyticus (Choi et al. 2010
Eom et al. 2012; Nagayama et al. 2002).

2.3.3. Extraccion de compuestos activos de algas marinas

En la busqueda de nuevos productos de origen natural a base de extractos de algas marinas,
uno de los primeros pasos a seguir es la seleccion de la especie algal. La disponibilidad
de compuestos activos se ve influenciada por factores como la estacionalidad y el lugar
de colecta (Vatsos and Rebours 2015; Shannon and Abu-Ghannam 2016). El tipo de
extraccion también impacta la eficacia v la cantidad de metabolitos con potencial
antibacteriano. Algunos métodos tradicionales de extraccion solido-liquido usados son:
maceracion, sonicacion y soxhlet con variantes en tiempo de extraccion, solvente usado,
pH. temperatura, tamano de particula y la relacion solvente muestra (Liet al. 2017; Leyton
et al. 2016; Shannon and Abu-Ghannam 2016).

Dependiendo de la polaridad del solvente utilizado, los grupos funcionales extraidos
pueden ser lipofilicos polares o no polares, sin embargo, la eleccion del solvente depende
de los compuestos de interés. Se conoce que los solventes organicos (metanol, etanol,
diclometano, acetona, entre otros) resultan ser mais eficientes en la extraccion de

compuestos antibacterianos (Ncube et al, 2008, Abu_Ghannam and Rajauria, 2013).
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2.3.3.1.- Determinacion de actividad antibacteriana de metabolitos activos

La evaluacion de la actividad antibacteriana para productos de origen natural normalmente
se lleva a cabo en ensayos de difusion en agar por su simpleza y rapidez, el mas utilizado
es el ensayo con discos, partiendo de un indculo estindar esparcido en la superficie del
agar (Ncube et al 2008). Una variante del ensayo en pozo es el ensayo de doble capa de
agar, diferencidndose en que el indculo se encuentra dentro del agar y no en la superficie,

por lo que la muestra tiene un mayor contacto con €] en inoculo (Selvin et al. 2004).

Sin embargo, estos métodos son apropiados como pruebas de seleccién preliminar ya que
el volumen del in6culo, la fase de crecimiento de la bacteria, el medio de cultivo utilizado,
pH, también afectan los resultados (Rios et al. 1988) de ahi que la comparacién de valores
con la literatura no sea precisa (Janssen et al. 1987; Friedman et al. 2002). Ademis, estos
métodos no permiten conocer la concentracion minima inhibitoria o bactericida (CMI o
CMB) de los extractos las cuales deben ser determinadas mediante métodos de dilucidon

(Balouiri et al. 2016; Klanénik et al. 2010),

2.3.3.2.-1dentificacion de compuestos activos

Con el fin de hacer posible la asignacion de la actividad antibacteriana a compuestos
especificos, es necesario la identificacion del o de los compuestos activos. Uno de los
métodos basados en la separacion de los compuestos mds utilizado, es la cromatografia de
liquida de alta resolucién o HPLC por sus siglas en inglés. En casos en donde los
estdndares de referencia no estin disponibles, una herramienta utilizada es la HPLC
acoplada a espectrofotometria de masa de alta resolucion (HPLC-MS-TOF) basada en la
identificacion mediante la medicién precisa de la masa iGnica y su caracteristico patrén
isotopico (en un espectro de masas hay una region de iones moleculares) que corresponden
al 16n formado por la eliminacién de uno o mds electrones y una region de fragmentos
relacionados con la molécula especificos para cada compuesto por lo cual hacen la funcidn
de huella dactilar (Aszyk y Kot-Wasik 2016; Lopes 2014). La identificacidn de
compuestos extraidos de algas, mediante la comparacion con espectros reportados en
literatura, es un método usado por numerosos investigadores (Sugiura et al. 2007, Shibata

et al. 2008, Joung et al. 2012).

13



2.3.3.2.1.-Purificacion de compuestos activos

En general la purificacién de compuestos activos de extractos se llevaba a cabo por
métodos como: ultrafiltracidn, cromatografia de particion centrifuga, cromatografia de
capa fina, filtracién en gel (Sephadex) v cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
(Dieuleveux et al. 1998; Pérez et al. 2016; Shannon y Abu-Ghannam 2016). La Tabla 1
resume el procedimiento de obtencién, separacion, identificacion y purificacion de
florotaninos con actividad antibacteriana contra distintos patdgenos extraidos de algas
pardas. La HPLC es uno de los principales métodos utilizados para la purificacién de
florotaninos obtenidos a partir de algas, con algunas variantes en el método y condiciones

de corrida (Tabla 2).
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Tabla 1.- Métodos de separacion, aislamiento, purificacion e identificacidn de florotaninos con actividad antibacteriana de extractos de algas pardas

Norotaninos obtenidos de algas cafés mediante HPLC

CMI/
Extracto Particiones del . Actividad Fracciommie nio Identificacion/
a Compuesio CME Purifiacidn Referencia
Alg crude  extrato crudo - antibacte rianga 'ml de compuesios Cuantificaciin
Eckol Inkibicicn de
e, Dieckal Smphiylocacens HPLC / estindares
Eiseria dichlorometane anrens vy 5. aurens & ﬂ.m:l.unnx{
;,-.. .;' metanol o pei de DOXindehydroeckol resistente a meticiima ~ 32-64 (dieckol, eckol, Eom (2012)
icvelis i n- FucofurosckolA R weckol, cckol, v
etilo v n Urose: (MRESA) /! Vibrio Kstoloiol
Butanaol T-Noroec kol parahacmobyticus " J
Florofucofuroeckol (KCTC 2724) TFaCE OF
ool C :
hexarne, Ehmfﬂ?lrii;;‘a datos obtenidos de
c Con &
Eck lonia p— diclorometana, Eekol Inhibic ﬂﬂl de 8. aqureus, 125-250 st HPLC UV, MS, IH HMR-F:M etal (2010
cava butanol, agua, MRSA, Salmonella sp, dic W 13C-NMR , con los
acetato de etilo ; reportados en
dhe et metanol ;
_—- SR TS TS
metanaliclorafo ! = i
8.8-Heckol Racilluy cereus, : s
miefetnol N0 ARNA: Eckal Campylobacter jejuni Cromatografin en  Cromatogra UMk o
Ecklonia Fitss ! A TR e fia de HPLC usando MNagayami et
Bkt atondlice Diecknl ” ;.w hr;;r.:‘.l:m .:-nlei.f 008 mhm;;,;- I;a sibca e La;f; s I al (2002)
particonada  Florofucofuroeckol A 2@IE O EAMLI TLC referancia
o S nvphimurinm, Vibrio
o Floroghcnol parafiaemalviicis
Inhubicidm de 5. qurens, Cromatoges
Saurens (MRSA), fia en
Bacillus subifilis, Cromatografisen co S
hexano, Acinetobacter sp., i e RP-18 Bagpace
Eckloni tanol  dich tano, : : ; ¥ o
“ﬂ:m::::” ::J:e:fr ;:;:r::; e:':u Dieckol Kiebsiella pneumonia, 33 356 pelysando acettato (gradiente  magnetica nuclear Lee et al. (2008)
| ni-b _ "“_"mmnﬂ y de etilos metanol  de metanol (NMR)
¥ n-bulano birminghamensis, (50c1 a 5:1) de 20% a
I.S'nh:mmrﬂu. : 100% ) and
B it Slhrgr It Sephadex
flexneri e
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Tabla 2.- Métodos y condiciones para cuantificar o purificar (Isaza et al. 2013)

Ecklonie maxima Eisenia arborea Eizenia bicvelis
2 Develosil ODE-5 (250 x 4.5 mm LD, 5 mm) y
A, 2 . e 3
Fase E:Cnl:naﬁ I;r:::. Okl F¥xl Devebosal ODS-5 columa (250 £ 10 mm LD, 5 :.n_;:::f[{g ':;':::m s
estacionaria " ) : Rt
F mévil CHCL-EOH varias condiciones..  Solucidn A (0L1% TFA) v solucsin B MeOH agua (cluente A) v
e hugo: 4 ml/min {acetonitrilo conteniendo (1% TFAL MeOH (eliente By

Condiciones analiticas: 30-mun gradiente
entre A v B, fluj: 0.5 ml/'min, Cronstografia
preparativa; se aplcamn tres condiciones de

i = eluckin. Condickin 1: gradiente de clucidn  Gradiente Encal de 30% a
Cendients entre A v B (0-3F% B por 130 man, 100¥% de B por 20 men,
de elucién mantenicdo 2 30% B por 30 mn y 30-100% B mantenido por 25 min.
por 30min); Condicidn 2 elucidn Bocriticn
con 18% B: v Condwion 3 47% metanol
con (1% TFA | flujo ;10 ml nen,

Dete ceidn UV i 275 am UV i 280 niiii LW e 1900 400 i
Referencia Glombitea et al 1985 Sugiura et al 2007 Shibata et al 2004

La Cromatografia Ripida de Particion Centrifuga o FCPC por sus siglas en inglés, es un
método de cromatografia liquido-liquido que posee numerosas ventajas sobre los métodos
convencionales ya que es un sistema cerrado, por lo que no hay presencia de fase solida
estacionaria y los solventes pueden ser completamente recuperados y reciclados. Todo
esto sin afectar la bioactividad ademis de disminuir sustancialmente los costos operativos
debido a mayores rendimientos (Lee et al. 2014; Wanasundara and Fedec, 2002). El
principio de separacion involucra la particion de la muestra entre dos fases de solventes
inmiscibles (fase estacionaria y movil). Una separacidn exitosa depende de la seleccidn
de un sistema de solventes eficiente, que proporcione un rango dptimo del coeficiente de
particién o (Ka) para obtener la mejor separacion de los compuestos de interés. Y esto se
logra con valores de Kd que fluctien entre (0.125 a 8 (Pauli and Friesen 2008). También,
la proporcion relativa de la cantidad de muestra que pasa a cada una de las dos fases de

solventes es determinada por los coeficientes de particion (Wanasundara and Fedec 2002).

La cromatografia FCPC es una herramienta utilizada en el fraccionamiento y aislamiento
de compuestos bioactivos obtenidos a partir de productos naturales incluyendo extractos

de algas marinas (Abedini et al. 2016; Lee et al. 2014; Kim et al. 2011). Ademais, los
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extractos crudos se han purificado o refinado en procesos de fraccionamiento guiados por
su actividad antibacteriana, que incluyen extraccion secuencial de solventes y/o
cromatografia (Pérez et al. 2016; Abedini et al. 2016, Abdellaoui et al. 2014); dando como
resultado una recuperacion de los compuestos del 70 al 95%, con un grado de pureza de
entre 80 al 99 % (Kim et al. 2011: Miche et al. 2011, Abedini et al. 2016, Lee et al. 2014).

2.4.- Aplicacion de extractos de algas marinas como aditivo en dietas para camaron
para combatir enfermedades bacterianas

Investigadores como Vatsos y Rebours (2015), Saulnier et al (2000) y Pérez et al (2016)
recomiendan para evaluar sustancias antibacterianas (como los extractos de algas marinas)
se realice un examen in vitro inicial, en los que se evalian distintos métodos para
determinar la actividad antibacteriana (tabla 3), seguido de un estudio in vive. Los ensayos
en Artemias sp son ampliamente utilizados como indicador de toxicidad de productos
naturales, como los extractos de algas marinas (Ayesha et al. 2010: Kanjana et al, 2011),
(Figura 4). Esto debido a que no es evidente si el efecto protector observado es de origen
antimicrobiano directo, o es producto de una inmunoestimulacién, o de un efecto
sinérgico. La tabla 3 muestra algunas investigaciones en donde se ha evaluado la inclusion
de extractos de algas como aditivos para combatir infecciones causadas por Vibrios

(Vatsos y Rebours 2015)
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Fig. 4.- Modos de administracion de los exiractos de algas en el cultivo de peces v camarones (Vaisos ¥

Rebours 2001 5)

Las algas marinas son utilizadas en la acuacultura, se ha estudiado su valor nutricional

como posibles sustitutos de la harina de pescado, o como agentes aglutinantes, los

resultados indican que las dietas a base de algas marinas pueden usarse para cultivar

muchos organismos acudticos, como peces, camarones, erizos de mar y abulones (Vatsos

vy Rebours 2015). Otro ejemplo es el de Immanuel et al. (2004); ellos mostraron que

extractos butandlicos de algas aumentan la tasa de supervivencia de juveniles de camardn

P. indicus. Sin embargo, la literatura relacionada con los alimentes medicados a partir de

metabolitos secundarios de algas es escasa (Selvin y Lipton 2004).
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Tabla 3.- Evaluacion de extractos de algas marinas con actividad antibacteriana in vitro e in vive Vibrio sp. en camardn (Vaisos ¥ Rebours 200 1)

Método de  Especie de

i Ens in vifro E in vi
Especie de alga R in ayo in v nsayo in vive Patdge no Resultados
Prueba de sepuridad del extracto de
L : algi en etanol’ enriguecimiento de o : e
G jliria fisheri Solventes Panaeus Difusicn en disco dj&':;ﬂm.l il flﬂfxn!'i: Vibrio harvevi Efecto antibacterians m viro /
" At 5 | i K ! ! ey frita F ;
Lt orginicos manadon {CMI ; : : pnrr ’ Disminue ifm de montalhidad
mmersiin en post-kirvas y juveniles de
Camaron
r o ; Efecio antibaclersano i vitro
Enr cumuento de Artemia salina /
Ulva lactuca’ Solventes Penaeus G . T e O DA Vibric / Reducexin de b carga
T : R Difusicn en disco  Desafio por mmersiin en uveniles de . 1
Sargassum wightii  orginicos indicus SR parahiaemolyticus bacteriina en organos |/
DiEminuciin de mortalidad
Y P, ¢ Difusid disco Pruebas de alu win'desalios de
aArgassum Aok ENEe NS us : nendisco Pruebas de alinentacion/desafios Vibric hsrseyi Dkt s skt
jrolveystum monoadan fCMI mcubaciin
Efecto antibacteruno in vitro
Ensavo de f d =
; Solventes Penaeus v . ; ~ e . / Reduccwin de la actividad de
Uhva fasciara : disusiin en agar Desafio por mmersin Vibrio harvevi i P
orEinicos manaodon en pasy CMI factores de virulencia/
i Dismmucion de mortalidad
Enmsavo de Desaflit AL TS 00 Efecio antibaciern i vitro /
Chaeromearpha Solventes Penacus = S o ARSI AR PRt Vikric Al
st orghnicos monodon disusin en agar  myeccion miramuscular aplicando el rens bt Efecto werapedtico después de
¢ o ) N posn extracto por medio de inyeceiin £ ’ haber desafudo
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3.-JUSTIFICACION

La industria de cultivo de camardén enfrenta grandes pérdidas monetarias, a causa del
patogeno Vibrio parahaemolyticus responsable de la enfermedad AHPND, la cual no ha
sido controlada adecuadamente. Las estrategias implementadas como el uso de
antibidticos no han tenido éxito, ademas de producir efectos negativos tales como generar
resistencia bacteriana. De ahi la importancia de buscar recursos naturales y sustentables
que actiien como antimicrobianos. Considerando que las algas marinas pardas mexicanas
poseen una gran cantidad de metabolitos secundarios con actividades biolégicas entre
ellas la actividad antibacteriana, resulta relevante e innovador obtener extractos e
identificar y caracterizar los compuestos responsables de la actividad antibacteriana contra
Vibrio parahaemolyticus responsable de la enfermedad AHPND, e incorporarlos como
aditivos en dietas para camar6n que ayuden al control de la enfermedad de AHPND en el
camarén blanco L. vannamei. Adicionalmente, la aplicacién de productos marinos
naturales, como nutracéuticos para controlar las enfermedades del camardén es una
estrategia novedosa debido a su gran potencial y su uso seguro para el cultivo de camaron.
El desarrollo de la presente investigacion, ademis de promover el aprovechamiento de
recursos naturales en México como lo son las algas pardas, podria impactar la produccion
de camardn blanco al disminuir la mortalidad causada por la enfermedad antes

mencionada.
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4.-HIPOTESIS

Algunas algas pardas de Baja California son una fuente de compuestos con actividad
antibacteriana contra Vibrie parahaemolyticus causante de la Enfermedad de Necrosis
Hepatopancredtica Aguda (AHPND) en camardn Litopenaeus vannamei. La inclusion de
extractos ricos en estos compuestos como aditivos nutracéuticos permite aumentar la

sobrevivencia a la infeccidn.
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5.-OBJETIVO GENERAL

Investigar el potencial antibacteriano de algunas algas pardas de Baja California, México
contra V. parahaemolyticus AHPND+, y su posible uso como nutracéutico en dietas para

el camarén blanco L. vannamei, para el control de la AHPND

5.1.-Objetivos especificos

.- Obtener extractos crudos de 6 algas pardas con diferentes solventes orgdnicos,
mediante dos métodos de extraccion y evaluar su actividad antibacteriana in vitre contra
Vp AHPND+ para seleccionar el extracto crudo del alga con mayor potencial

antibacteriano.
2.- Evaluar la toxicidad del extracto crudo seleccionado en nauplios de Artemia

3.- Evaluar el efecto del extracto crudo de alga seleccionada al adicionarlo en dietas para
camarén L. vannamei en términos de consumo, crecimiento, sobrevivencia y efecto

protector ante la infeccion causada con Vp AHPND+.
4.- Caracterizar quimicamente el extracto crudo del alga seleccionada

5.- Fraccionar el extracto crudo del alga seleccionada para aumentar la actividad

antibacteriana contra Vp AHPND+

6.- Aislar y purificar los compuestos responsables de la actividad antibacteriana de la

fraccidon mds activa del alga seleccionada.

7.- Evaluar el efecto de la fraccion mds activa al adicionarla en dietas para camardn L.
vannamei en términos de consumo, sobrevivencia y efecto protector a la infeccidn con Vp
AHPND+.

8.- Investigar mecanismos de accion de la fraccion mds activa mediante pruebas de

inhibicién de biofilm y de inhibicién de quorum sensing.
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6.-MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos generales seguidos por etapas en esta investigacion se muestran a

manera de esquema en la figura 5.

' ™
Obtencion e

tdentificacion del
material algat

B

Procesamientode las
algas

rmwmdemm“ ED[ Seleccitn de salventes ]E:>[ Tipow: e eiliscditn ]
' } !
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i
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mh;h“m maver petividsd Ensavos de toxicidad en
Microdilucion en placa N L antibactariana Artentia sp.
; B ) Fraccion de acetato de Ensavos inviveenl
Mﬂhliﬂtﬁlmﬁﬂ etilo. Extractorico en “vennanel
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o foxicidad
1 . Ensayos de desafio

infeccioso

Separacion de compuestos Mecanismos de accidn
guids mediante su actividad Qs
antthacteriany mediante FCPC

Fig 5.-Esquema general de procedimientos seguidos en la investigacion.

6.1.- Recepeidn, identificacion y procesamiento de las algas marinas

Las algas marinas fueron proporcionadas por la empresa Baja Kelp. La colecta fue
realizada en la Escalera, Baja California, México (3130 59.1'N-116°38 51.1"W) (Fig.6)
entre los meses de diciembre del 2014 y enero del 2015, el método de cosecha se realizo
a mano, utilizando sélo ejemplares adultos v usando podas selectivas para cada especie de

alga (tabla 4).
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Fig.6.- Sitio de estudio: Costa de Baja California

Tabla 4.- Método de cosecha de las especies de algas evaluadas

Alga Colecta
Ecklonia El corte solo se hace en ejemplares adultos y en | de las 2 frondas,
arborea por incision sobre la horquilla de bifurcacion.
Macrocystis El corte solo se hace en ejemplares adultos, cortando desde el
pyrifera arranque de la fronda y respetando el estipe liso sin laminas.
Egregia El corte solo se hace en ejemplares adultos, de longitud superior
menziesii 5m cortando hasta 2m desde la punta hacia la base. Se dejan
intactos aquellos ejemplares con presencia de soros maduros
Silvetia El corte se realiza cortando solo el penacho sobresaliente. Se
compressa evitan las plantas que contengan concepticulos
ﬁﬂ?f‘gap "fﬂm El corte solo se hace en ejemplares adultos, desde la base. Se
californica i , i _ - .
dejan intactos los ejemplares con presencia de soros maduros
Cystoseira El corte solo se hace en ejemplares adultos, desde la base.
osmundacea

Las algas fueron enjuagadas con agua de mar para eliminar residuos de arena o conchas,
posteriormente, se inspeccionaron para erradicar toda forma de epibiontes y fauna
asociada al entorno natural de la planta. El secado se llevd a cabo al aire libre y
posteriormente las algas fueron empacadas en sacos de polipropileno y enviadas a
Monterrey, Nuevo Ledn por paqueteria. Se clasificaron con el lote: A.PCH-431740-
12/14. Las algas fueron cortadas en tamaiios de entre 2-3 cm de largo, posteriormente
fueron molidas en molino (Pulvex 2000, México) a un tamaiio de particula de = 500 pm.
Fueron empacadas en bolsas de plistico al vacio y almacenadas a temperatura ambiente

hasta su uso (Fig. 7)
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Fig. 7.- Procesamiento de algas en laboratorio de Maricultura

Las caracteristicas morfologicas y anatomicas (tabla 5) de todas las especies de algas secas
enteras fueron observadas en el estereoscopio (Leica-TS1232W26, México). Basado en
las caracteristicas morfométricas y el patron de distribucion ecoldgica, la identificacion
taxonomica de los especimenes fue realizada con la ayuda del Dr. Sergio M. Salcedo del
Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Biologicas, UANL usando

como referencias claves taxondmicas escritas por Gabrielson (2006).
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Tahla 5.- Identificacidn de las algas de estudio por el Dr. Sergio Salcedo

Manual de Fuente: s
Muestra Referencia Algabase Nombre Cientifico

Cystoseira osmundacea
/ Stephanocystis
osmundacea
(Turner) (C. Agardh
1820)
Macrocystis pyrifera
(Linnaeus) (C. Agardh
1820)

Pelvetia compressa /
Silvetia compressa

(]. Agardh)
(De Toni 1985)

Eisenia arborea
/Eckionia arborea
(Areschoug 1876)

Prerygophora
califarnica
(Ruprecht, 1852)

Egregia menziesii
(Turner) (Areschoug
1876)

6.2.- Obtencion de extractos crudos de algas

6.2.1.- Seleccion de solvente

Con la finalidad de seleccionar el mejor solvente para la obtencion del extracto mis activo,
se usaron los siguientes solventes de diferente polaridad: acetona, etanol, acetato de etilo,
etér de petrdleo, diclorometano/metanol (1:1) para cada una de las 6 algas. Para ello, se
pesaron 10 g de cada alga molida en matraces de 200 ml y se agregaron 40 ml de solvente,
siguiendo la relacion de 1:4 p/v descrita por Saritha et al. (2013), la extraccion se realizd

durante 24 h con agitacién constante y a temperatura ambiente usando un bafio de agua
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(Shak-R-Bath, Lab- Line, M 3582). Posteriormente los extractos fueron filtrados usando

papel Whatman No. 541 y concentrados al vacio en un rotavapor (Heidolph, BO2000).

6.2.2- Seleccion de método de extraccion
Una vez seleccionado el mejor solvente en base a las pruebas antibacterianas, se evaluaron
dos métodos de extraccion (extraccion fria y extraccion caliente) con la finalidad de elegir

el método que permitiera obtener el extracto con mayor actividad antibacteriana.

6.2.2.1.- Extraccion fria

Se llevé a cabo una extraccidn por contacto a temperatura ambiente a mayor escala, para
obtener mayor cantidad de extracto para pruebas antibacterianas. Cada una de las 6 algas
fue extraida por separado 3 veces, utilizando 200 g de alga molida y acetona al 100% en
una relacion 1:10 p/v, durante 2 h con agitacién a 200 rpm (CG-1965 20 L, Chemglass).
Se utilizaron 2.5 L de acetona en la primera extraccion y 2 L en la segunda y tercera
extraccion. Los extractos fueron agrupados v filtrados al vacio, posteriormente la acetona

fue evaporada en un equipo de rotavapor (Calramo, BO2000).

6.2.2.2- Extraccion caliente

La extraccion fue llevada a cabo usando un equipo Soxhlet, se utilizé un cartucho de papel
filtro (Whatman No. 541) conteniendo 50 g de alga molida. Se usaron 200 ml de acetona
al 100 % para la extraccion a una temperatura de entre 50-55°C durante 2 h,
posteriormente el extracto fue filtrado al vacio y la acetona fue eliminada en un rotavapor.
Los extractos concentrados fueron almacenados en frascos protegidos de la luz a 4 °C

hasta su uso,

6.3- Evaluacion de extractos crudos de las algas

6.3.1-Actividad antibacteriana

La actividad de los extractos obtenidos con diferentes solventes se determiné mediante
ensayo de difusion en discos y la actividad de los extractos obtenidos con diferentes

métodos de extraccidn se determind mediante ensayo de difusién en discos y en pozos.

6.3.1.1.- Bacteria de prueba v método de criopreservacion
Para la realizacion de todas las pruebas microbiolGgicas y desafios bacterianos se utilizo

la cepa M09-04 de Vibrio parahaemolyticus causante de AHPND, la cual fue donada por
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el Dr. Bruno Gamez Gil, responsable de la Coleccidn de microorganismos de importancia
acuatica del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), A.C. Unidad
Mazatlin. Esta cepa fue aislada de camarones enfermemos de AHPND y clasificada con
alta virulencia segun el estudio conducido por Soto-Rodriguez et al. 2015. La bacteria se
mantuvo en criopreservacidn (-80°C) hasta su uso. Con la finalidad de preservar la cepa
proporcionada por el CIAD, para su utilizacion en los posteriores experimentos de la
investigacion, se llevo a cabo la produccion de biomasa y la criopreservacion de la misma.
Para ello, cuentas de vidrio de aproximadamente de 2 a 5 mm de didmetro, fueron lavadas
v sumergidas en dcido clorhidrico al 2% durante 2 horas. Con el objetivo de eliminar la
alcalinidad de las cuentas, nuevamente fueron lavadas hasta obtener un pH neutro y
secadas en estufa a 37 °C. Las cuentas fueron transferidas a tubos eppendorf (0.5 ml) de
manera individual, previamente llenados con 100 pl de TSB (Becton Dickinson and
Company, NI, EE. UU) al 2.5 % de NaCl, adicionado con glicerol al 15 %. Posteriormente
los tubos fueron esterilizados y una vez atemperados fueron inoculados con una asada de
biomasa de la cepa M09-04, previamente inoculada en TSA al 2.5 % de NaCl. Después
de inocular, se homogeniz6 y se llevé a incubacion a 30 °C por 24 h. Una vez observada

turbidez en el medio, los tubos fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

6.3.1.2.- Activacion de la cepa V. parahaemolyticus M09-04

Antes de realizar cualquiera de las pruebas microbiolégicas o desafios bacterianos la cepa
criopreservada fue activada. La activacion consistié en tomar una cuenta de vidrio, una
vez que el medio fue temperado, posteriormente se adiciond a un tubo con 10 ml de caldo
TSB con 2.5 % de NaCl, y se mantuvo a 28 °C con agitacion constante (Unimax 1010,
Heidolph, Schwabach, Germany) por 24 h.

6.3.1.3.-Ensayo de difusion en discos

La actividad antibacteriana de los diferentes extractos fue determinada mediante el
método modificado de Bauer et al. (1966). Se prepararon cajas petri vertiendo 20 ml de
agar Muller Hinton + 2.5 % de NaCl (MHB; Becton Dickinson and Company, NJ, EE.
UUL). El in6culo fue estandarizado usando 100 pL de suspensién bacteriana a una
concentracion de 10° UFC/ mL, la cual fue homogenizada en la superficie del agar con un

hisop6 estéril. Se utilizaron discos estériles de papel filtro de 6 mm de didmetro,
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impregnados con 10 pL de cada extracto, a una concentracion de 30 mg/mL, una vez
evaporado el solvente, se adicionaron 10 pL del extracto nuevamente y asi sucesivamente
hasta llegar a 100 pL. Los discos se colocaron en la superficie del medio con pinzas
estériles y se presiond suavemente para asegurar el contacto con la superficie del agar.
Como control positivo se usé enrofloxacina (30 pg/mL) y como control negativo el
solvente con el que fue preparado el extracto, las placas inoculadas se incubaron a 30 ° C
durante 24 h. La zona de inhibicidn fue observada v medida en milimetros con la ayuda
de un Vernier digital (CD-6" CS, Mitotuyo Corp., JPN). Todas las pruebas fueron

realizadas por triplicado.

6.3.1.4.-Ensayo de difusion en pozos

Se llevo a cabo siguiendo la metodologia modificada de Selvin y Lipton (2004), la capa
inferior fue preparada con 10 ml de Agar-Agar. Penicilindros estériles de acero inoxidable
fueron distribuidos en la capa inferior, a continuacion, se adicionaron 15 ml de Agar
Muller-Hinton, el cual previamente fue inoculado con 100 pL de la suspension bacteriana
a una concentracién de 10* UFC/mL, posteriormente los penicilindros fueron removidos
con pinzas estériles, los pozos resultantes fueron llenados con 100pul de extracto a una
concentracion de 30 mg/mL. Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado. El solvente
utilizado para la disolver el extracto fue anadido como control, y la enrofloxanina (30
pg/mL) se usé como control positivo. Las placas fueron incubadas por 24 h a 30 °C,
posteriormente el dizmetro de inhibicidn fue medido con un Vernier el valor reportado fue
el promedio de los replicados (3 mediciones). Los didmetros de inhibicién se analizaron
utilizando el software SPSS (version 20 para Windows). Se uso el andlisis de varianza de
una via (ANOVA de una via), posteriormente una prueba de comparacion muiltiple

mediante Tukey y Duncan, con un nivel de significancia de p < 0.05.

6.3.1.5.- Ensayo de microdilucion en placa

Una vez establecida la actividad antibacteriana del extracto crudo fabricado con el mejor
solvente (acetona) del alga con mayor actividad (E. arborea) se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) capaz de inhibir al patégeno V.p AHPND + y la
concentracion minima bactericida (CMB) mediante el método de Sarker et al. (2007) con

algunas modificaciones. El extracto crudo se disolvié en DMSO al 5% adicionado con
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0.75 % de Tween 20, para obtener una solucién a una concentracion de 12 mg/mL. A
partir de la solucién (stock) se prepararon 8 concentraciones de prueba, en un rango de
(.38 a 3 mg/mL. En cada pozo, de una microlpaca de 96 pozos de poliestireno estéril
(3370 Costar®, Kennebunk ME, EE. UU.), se adicionaron 100 pL de TSB al 2.5 % de
NaCl, 50 pl de cada dilucion y posteriormente 50 ul de la suspensidn bacteriana a una
concentracién de 10° UFC/mL., El DMSO/ Tween 20 se usé como control negativo, la
mezcla de todas las soluciones excepto la bacteria se usd como blanco vy la enrofloxacina
a 30 pg/mL como control positivo. Las pruebas fueron realizadas por triplicado. Las
microplacas fueron envueltas en film para evitar deshidratacion e incubadas a 30 °C por
18 h. Después del tiempo de incubacion, 10 pl de la solucién indicadora de resazurin 0.1%
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) fueron adicionados a cada pozo.
Posteriormente las placas se incubaron 4 horas mas a la misma temperatura. El cambio de
color se evalud visualmente. Cualquier cambio de color de pirpura a rosa o incoloro se
registrd como crecimiento bacteriano positivo. La concentracion mas baja que produjo un

cambio de color se tomd como el valor CMI (Zhao and Stevens, 1998).

La concentracion minima bactericida (CMB) (definida como la concentracién minima del
extracto a la cual no se observa ningilin crecimiento bacteriano después del periodo de
incubacidn (24 h)) se determind inoculando 100 pl del contenido de los pozos de la
microplaca de la CMI (en los cuales no hubo crecimiento o el resazurin no generd cambio
de coloracion) en agar TCBS (Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra) y sembrando por
extension. Las cajas fueron incubadas a 30 °C por 24 h. La CMB se registré cuando se

inhibid el 100 % del crecimiento bacteriano.

6.4.-Evaluaciones in vivo del Extracto Crudo (EC) del alga seleccionada
6.4.1.-Ensayo de toxicidad en nauplios de Artemia

La toxicidad de los extractos que presentaron actividad antibacteriana contra Vp.
AHPND+ del alga seleccionada se evalud en el Programa Maricultura, en nauplios de
Artemia sp. siguiendo el método modificado de Solis et al. (1993). Se eclosionaron quistes
secos en agua marina sintética (35 ppm de NaCl) a una temperatura de 27-30 °C con
aireacion abundante vy un continuo régimen de luz, en un contenedor de vidrio

acondicionado con un drea obscura para fotoperiodo. Aproximadamente 72 h después de
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la eclosion, los nauplios fototropicos fueron colectados con micropipeta y fueron
concentrados en un vial. Grupos de 15 nauplios de artemias por tratamiento con 4 réplicas,
fueron expuestos a 7 concentraciones (900,810,720,630,540,450,360 pg/mL) del EC. La
toxicidad fue determinada a las 24 h de exposicion contando el nimero de sobrevivientes
y calculando el porcentaje de mortalidad. Se uso agua destilada como control negativo.
Los nauplios que no exhibieron movimiento alguno durante la observacién fueron
considerados como muertos. El ensayo fue realizado 2 veces (ensayo | v 2). La dosis letal
media o LCso fue definida como la concentracion requerida del extracto para producir
50% de mortalidad de los nauplios, y fue calculada por regresion lineal. En acuerdo con
Meyer et al. (1982) y Ohikhena et al. (2016) el criterio de toxicidad para extractos de
origen natural usado fue el siguiente: el extracto que muestra valores de LCso >1000 pg/
mL se considera no toxico, valores de LCs0=500 pg/mL pero no mayores a 1000 pg/ mL
se considera de toxicidad baja, mientras que aquellos que tienen valores de LC s <500

pg/mL se consideran toxicos.

6.4.2.- Bioensayos en camarén con EC del alga seleccionada

Los experimentos en camarén fueron disenados con la finalidad de evaluar el efecto de
diferentes concentraciones del EC del alga seleccionada en parimetros de consumo,
toxicidad (Bioensayo 1), crecimiento (Bioensayo 2). histologia (Bioensayo 3) y
sobrevivencia de camarones desafiados (Bioensayo 4). Los bicensayos | vy 2 fueron
realizados en las instalaciones del Programa Maricultura y los bioensayos 3 y 4 en la sala

de bioensayos del Ciad de Mazatlin.

6.4.2.1.-Condiciones experimentales generales en los bioensayos realizados en
Programa Maricultura

6.4.2.1.1.- Sala de bioensavos

La Sala de bioensayos del programa Maricultura consta de un sistema de recirculacion de
agua marina sintética (8 m’), estd equipada de 4 tanques de pre engorda de 500 L cada
uno con doble fondo y un sistema de aireacién y recirculacion (“air ift”), dos tanques
colectores que funcionan a manera de tanques de sedimentacion de 1500 L que se
encuentran en la parte inferior del sistema, un tanque de succidn que se encuentra entre

los dos colectores y recibe el agua de ellos; en la parte superior del sistema se encuentran
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dos tanques equipados con un sistema de regulacién de temperatura por intercambio y que
suministran de agua al sistema por medio de gravedad, un filtro (contactor) bioldgico,
filtros de carbén activado, filtros de cartucho de 50 micras, y espumadores. La sala cuenta
con acuarios de 60 y 120 L y se mantiene un recambio de agua promedio de 10 veces al
dia para mantener la calidad del agua estable. El agua marina se prepara en un tanque con
capacidad de 500 L que cuenta con 4 airlifts para la difusion de aire. El tanque se llena
con agua dulce de la Nave vy se anaden 20 L de Fritz® Supersalt concentrado y 36 kg de
sal DEPSA, posteriormente el agua se agita v se deja reposar por 3 dias, esto con la
finalidad de obtener una completa disolucion de las sales presentes, seguido se diluye con
agua dulce y se distribuye en los diferentes tanques de la sala para logar una salinidad

final de 36.25 ¢/L. = (.88, la cual es medida mediante un refractémetro.

6.4.2.1.2.- Calidad de agua

Los parimetros fisicoquimicos como amonio, nitritos, nitratos, pH. y salimdad, se
monitorean semanalmente mediante kit comercial NUTRAFIN. La concentracion (ppm)
fue determinada tomando lecturas de absorbancia (espectrofotémetro DeNovix DS-11) a
una longitud de onda de 645 nm que corresponde a amonio libre, 545 nm para nitratos y
540 nm para nitritos. Se utilizan curvas de calibracién previamente establecidas para

determinar la concentracidn.

6.4.2.1.3.-Animales experimentales

Los camarones usados en los bioensayos fueron juveniles de la especie Litopenaeus
vannamei proporcionados por la compaiia Fitmar de Mazatlin, Sinaloa, México. Los
camarones fueron enviados por avidn al aeropuerto de Monterrey. A la llegada, cada lote
de camarones fue aclimatado en los tanques rectangulares de fibra de vidrio de 500 L de
capacidad, removiendo agua paulatinamente (cada 15 min/ 2 L) de las bolsas plisticas de
empaque y adicionando agua del tanque hasta lograr igualar las condiciones de
temperatura, salinidad y pH de la sala de bioensayos. Los camarones aclimatados fueron
mantenidos en los tanques de reserva hasta su distribucion segun el diseiio de cada
bioensayo. En ese periodo de adaptacién los camarones fueron alimentados tres veces al
dia (9:00 am, 12:00 pm y 4:00 pm) con una dieta comercial (LECS 742-R-577-01
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Nutrimar, Sinaloa, México). Adicionalmente, los restos de heces y alimento se removieron

diariamente con un sifdn.

6.4.2.1.4.- Distribucién de los camarones al inicio de los bioensayos

Para cada ensayo se realizé una biometria preliminar de 100 camarones con el objetivo de
conocer la distribucién de los pesos de los camarones disponibles y mantener una
distribucion homogénea de organismos en los grupos experimentales. Para ello se registro
el peso de cada uno de los organismos, después de eliminar el exceso de agua con un
lienzo hiimedo. Los pesos promedio de cada acuario al inicio de cada bioensayo fueron
comparados entre tratamientos mediante un andlisis de varianza de una via seguidos por
la prueba Tukey post-hoc (software STATISTICA, Version 5.0). La distribucién inicial
se considerd homogénea cuando el andlisis mostrd ausencia de diferencias significativas

entre los acuarios y entre los tratamientos asignados aleatoriamente.

6.4.2.1.5.-Tiempo de adaptacion previo a los bicensayos de desafio

Al inicio de cada bioensayo los camarones fueron transferidos a las unidades
experimentales y se dio un tiempo de adaptacidn de 24 h antes del inicio del ensayo. En
este periodo los camarones muertos fueron reemplazados por otros de la misma talla, Los
camarones fueron sometidos a un ayuno 24 h antes del inicio de cada experimento, esto

para asegurar un mayor consumao del alimento suplementado.

6.4.2.2.- Bioensayo 1: efecto en consumo y toxicidad (72h)

La organizacion United States Enviroment Protection Geney o USEPA por sus siglas en
inglés (2002), menciona que cuando se desconoce el origen de la muestra, es necesario
llevar a cabo un ensayo preliminar para obtener el rango de toxicidad del producto, usando
concentraciones logaritmicas o diluciones del rango de 100, 10, 1, 0.1 y 0% por un tiempo
de 24 h, sin embargo, Ramirez y Mendoza (2008) sugieren para el caso de postlarvas una
duracion de 72 h. En base a estas recomendaciones se llevo a cabo un ensayo para evaluar
el efecto de 5 dosis de EC del alga seleccionado que fue E. arborea (0,1,10,100,1000 mg
de EC /kg de biomasa de camardn) sobre el consumo y toxicidad medida en términos de

sobrevivencia en un periodo de 72 h.

Como alimento control se utilizé el alimento comercial peletizado (LECS 742-R-577-01

Nutrimar, Sinaloa, México). El contenido de humedad y cenizas del alimento se determiné
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mediante los procedimientos establecidos 930.15 y 942.05 AOAC (1997)
respectivamente. La proteina total (%) se cuantificd mediante el método AOAC 930.03
utilizando un analizador de nitrogeno (Truspec CHN, Leco Corporation, St. Joseph, MI,
EE. UU). El alimento de prueba fue preparado usando como alimento base la dieta LECS
742, el alimento medicado fue suplementado con el EC, a partir de dos soluciones madre
a una concentracion de | y 100 mg EC/ ml de acetona, respectivamente (tabla 6). Los
pellets impregnados con el extracto fueron mezclados durante 1 min para asegurar una
homogenizacién completa. En seguida se secaron en horno a 60"C hasta eliminar por
evaporacidn cualquier residuo de acetona y finalmente se cubrieron con aceite de pescado

(2% ) para evitar pérdidas por lixiviacién del extracto.

Tabla 6.- Descripeidn de la cantidad de EC de E. arborea requerida para preparar los distintos tratamientos

Tratamiento Dosis por Kg de Duosis por Kg de mg de extracto requerido
camaron alimento para preparar una racion
diaria de alimento (10%
de biomasa (0.3 g))
T I mg 20 mg 0.018 mg
T10 10 mg 200 mg 0.18 mg
T100 100 mg 2000mg 1.8 mg
T1000 1000 mg 2000 mg 18 mg

El bioensayo se desarrolld con 150 camarones juveniles L. vannamei de peso promedio
de 300 mg que fueron distribumidos aleatoriamente (10 camarones por acuario, tres
replicados por tratamiento) en esferas de vidrio conteniendo 1.5 L de agua marina sintética
con un recambio manual diario del 100 %, aireacion continua y condiciones naturales de
fotoperiodo. Para mantener una temperatura constante las esferas fueron instaladas al
interior de un tanque de 500L llenado con agua marina y conectado al sistema de
recirculacion de la sala (Fig.8). La temperatura promedio del agua de las esferas y la
calidad del agua. El alimento fue preparado diariamente como se menciond previamente,
Los camarones fueron alimentados con una racion equivalente al 10% de la biomasa
divida en tres horarios al dia. Se registrd mortalidad v consumo a las 0, 12 y cada 24 h,
hasta cumplir las 72 h del ensayo. La concentracion letal media o LDso fue calculada

mediante una prueba Probit usando el software SPSS (Version 20 para Windows).



Fig 8.- Sistema de acuarios de esfera de vidrio para bioensayo 1 de consumo y toxicidad del extracto crudo

6.4.2.3.-Bioensayo 2: efecto en crecimiento (28 dias).

Una vez finalizado el ensayo de consumo y toxicidad. los mismos camarones fueron
seleccionados, pesados y transferidos a tanques de 60 L de capacidad para realizar un
bioensayo de crecimiento de 4 semanas evaluando las mismas dietas con 0,1,10,100, 1000
mg de EC/kg de biomasa. El alimento fue preparado diariamente como se menciona en
bioensayo 1. Se trabajo con 10 camarones juveniles L. vannamei por acuario con un peso
promedio de 316 mg. Los tratamientos fueron evaluados por triplicado y asignados al azar
en 3 bloques de 5 acuarios. Los camarones fueron alimentados a saciedad iniciando con
un 10% de la biomasa presente en cada acuario. La tasa de alimentacion fue ajustada hasta
encontrar la menor cantidad de restos de alimento. Se calculé dianamente el porcentaje
de restos de alimento conforme a los residuos y se regisiro el nimero de camarones por

acuario. Se registraron los siguientes parametros zootécnicos:

Peso individual: fue medido a los (), 14 y 28 dias del experimento. Los camarones fueron

pesados individualmente en una balanza digital con precision de un miligramo después de

haber sido ligeramente secados.

Biomasa del acuario: es la suma de los pesos individuales de los camarones presentes en

un acuario. Esta variable refleja los efectos en conjunto del crecimiento y de la

sobrevivencia.

Porcentaje de ganancia en peso individual (% ): es el incremento en peso con respecto al
peso individual promedio inicial. Esta variable fue calculada para cada acuario a partir del
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peso promedio inicial y del peso promedio final. Ganancia en peso individual = [(peso
individual promedio final - peso individual promedio inicial) / peso individual promedio
inicial] X 100,

Tasa de sobrevivencia: el nimero final de camarones en cada acuario en porcentaje del

numero inicial. Tasa de sobrevivencia = (Nimero final/Nimero inicial) X 100

Consumo: el consumo individual fue estimado cada dia a partir de la cantidad de alimento
suministrado en cada acuario, del porcentaje de restos de alimento estimado al dia
siguiente y del nimero de camarones presentes ese dia en el acuario. Para cada acuario el
consumo reportado fue la suma del consumo individual diario estimado a lo largo de los
28 dias de bioensayo. Consumo individual = (consumo en el acuarnio al dia / nimero de

camarones al dia).

Tasa de conversion alimenticia (TCA): es el alimento consumido por unidad de peso

ganado. TCA= consumo individual estimado/incremento en peso individual promedio.

Para validar la homogeneidad en los replicados de cada tratamiento, el peso individual
inicial y el peso promedio de cada replicado fue analizado mediante un andlisis de
varianza. Los parimetros evaluados por acuario (biomasa final, tasa de crecimiento,
sobrevivencia, consumo y tasa de conversion alimenticia) fueron sometidos a un andlisis
de varianza de una via y un andlisis de medias por el método de Tukey para establecer

diferencias entre los tratamientos.

6.4.2.4.- Bioensayo }: preliminar a bioensayo de desafio, efecto histologico de dosis
alta (1000mg de EC/ Kg de biomasa de camarén)

Este ensayo se llevd a cabo en las instalaciones del CIAD unidad Mazatlin con la
intencion de realizar un desafio, camarones ( L.vanammei) fueron proporcionados por la
empresa FITMAR, estos fueron distribuidos en 4 tanques de 600 L inmediatamente
después del arribo, y alimentados durante 3 dias ad libitum con una dieta comercial con
35 % de proteina y 9% de lipidos (Bumper crop) para completar el proceso de aclimatacion
o adaptacion a la sala. Después del periodo de aclimatacion, los organismos fueron
distribuidos nuevamente en 3 tanques (tanques de alimentacion) de 600 L con 240

organismos cada uno, donde fueron alimentados durante 5 dias con las dosis de 0,1,10,100
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y 100 mg de EC/Kg de camardn. Al sexto dia se seleccionaron 20 organismos por replica
de cada tratamiento de un rango de peso entre 1.1 y 1.9 gr y fueron transferidos a las UE
donde fueron alimentados durante 2 dias mas con los objetivos de completar el periodo de
7 dias de alimentacion y de aclimatar a los organismos a las UE. Posteriormente al 8vo
dia se llevo a cabo la infeccién, cada tratamiento contaba con 4 réplicas c¢/u con 7
camarones de un peso promedio de 12.1 g. Al terminar el ensayo se comprobé mediante
histologia que el estado de salud inicial de los camarones no era apto, ya que estos
camarones presentaban dafios histoldgicos producidos por una infeccidn previa, por lo que
el ensayo fue anulado. Pero, se puedo determinar el efecto del consumo de 6 camarones
analizados mediante histologia, al consumir durante 7 dias el alimento con la dosis mis
alta de EC (1000 mg de EC/ Kg de biomasa de camardn).

La sala de bioensayos del CIAD unidad Mazatldn (Fig.9) cuenta con 4 tanques de 600 L
(tanques de alimentacion), 20 acuarios para desafio circulares de capacidad 60 L (UE),
ademis cuenta con sistema de circulacion de flujo abierto y aireacion individual, el agua
marina es tratada mediante una serie de filtros mecinicos, pasando inicialmente por un
filtro de arena silica, posteriormente por un filtro de cartucho de tamafio de poro de 10 pm
seguido de uno de tamario de 5 pm. Las UE son llenadas con 40 L vy tienen un recambio

de 7 veces su volumen (280 L/dia). el agua de estas unidades es tratada con limpara de

luz ultravioleta (UV) para mantenerla libre de microorganismos.

Fig 9.- Instalaciones de la sala de desafios pertenecientes al CIAD unidad Mazatlin,

El procesamiento de las muestras v el diagnostico fue realizado en el Laboratorio de
Bacteriologia-CIAD-Mazatlin por el MVZ. Rodolfo Lozano Olvera. Todos los
organismos se inyectaron y se mantuvieron en solucién Davidson durante 36 h, posterior

a este tiempo se sustituyé la solucién por alcohol al 70 %. Cada organismo se cortd
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longitudinalmente por la linea media para su deshidratacién e inclusion en parafina
siguiendo lo recomendado por Bell y Lightner (1988). De cada muestra se obtuvieron
cortes de 5 um, los cuales fueron tefidos con la tincién de hematoxilina-eosina-floxina
segin lo recomendado por Luna (1968). Los cortes histologicos de cada camardn se
observaron en un microscopio compuesto Olympus CX31 para identificar y describir los

danos patoldgicos presentes en los tejidos.

6.4.2.5.- Bioensayo 4: desafio dosis de 100 mg EC de E. arborea /Kg de biomasa de
camaron

Este ensayo de desafio por bafio con Vp M0904 AHPND+ se llevd a cabo en las
instalaciones del CIAD unidad Mazatlin siguiendo la metodologia de Soto-Rodriguez et
al. 2015. Durante el desafio se evalu6 el efecto del extracto crudo (EC) de E. arborea a la
dosis de 100 mg EC /Kg de biomasa de camaron en términos de sobrevivencia. Los
camarones juveniles de L. vanammei para este experimento fueron proporcionados por la
empresa FITMAR transportados via terrestre y a su llegada al CIAD fueron distribuidos
en 4 tanques de 600 L y alimentados durante 3 dias ad libitum con el alimento comercial
Bumper crop (35 % de proteina y 9% de lipidos) para completar el proceso de aclimatacion
o adaptacion. Posteriormente los organismos fueron redistribuidos en 3 tanques (tanques
de alimentacién) de 600 L a razén de 240 organismos por tanque. Cada grupo fue
alimentado con los alimentos experimentales del bioensayo | y con alimento Bumper crop

usado como alimento testigo en experimentos del CIAD (tabla 7) durante 5 dias.

Tabla 7.- Descripcion de dietas experimentales.

Tratamiento Descripcion
Ti Alimento LECS 742 + dosis 100 mg extracto (EC) /Kg de
biomasa de camardn
Conirol Alimento LECS 742
Testigo Alimento Bumper crop

Al sexto dia, se seleccionaron 20 organismos por réplica de cada tratamiento, de un rango
de peso de 1.1 a 1.9 g, se distribuyeron en las UE de acuerdo al disefio experimental

mostrado en la tabla 8 y se alimentaron con la misma dieta durante 2 dias mds, con los
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objetivos de completar el periodo de 7 dias de alimentacién y aclimatar los organismos a
las UE.

Tabla 8.- Disefio experimental de tratamientos para evaloacion en desafio

Tratamiento Réplicas/ No. De organismos Infeccion
T1+ 4,20 +
Ti- 4,20 -
C+ 4/20 +
C- 4/20 -
Test + 4/20 +

En la etapa de infeccidn (dia 8), la inoculacidn de las unidades experimentales asignadas
con tratamientos infectados se llevd a cabo vertiendo 3 mL (medidos con una micropipeta
de 1000 pL utilizando puntillas estériles) de biomasa del indculo (6.5x107 UFC/mL)
obtenido (como se explica abajo) después de 15.5 h de incubacién. Los tratamientos
control negativo se inocularon con caldo estéril (sin bacteria). Los organismos fueron
monitoreados después de la infeccion durante 7 dias, registrando tiempo y nimero de
organismos muertos o moribundos, desarrollo de signos clinicos propios de la enfermedad
(letargia, palidez, nado erritico etc.), consumo de alimento (se alimentaba a los
organismos sobrevivientes a una relacion de 2 pellets por organismo en dos raciones), y

presencia de mudas y heces.

Los danos histoldgicos fueron determinados mediante andlisis de tejidos de camarones
por lo que se tomaron muestras de camarones que fueron alimentados con el tratamiento
(100mg EC/Kg de biomasa de camar6n) después de 7 dias alimentacidn (12 organismos
por tratamiento) y durante la infeccion se fijaron los hepatopdincreas de camarones
moribundos. Al finalizar el desafio (102 horas post-infeccidn (h. p. i.)) se colectaron todos

los organismos sobrevivientes de cada tratamiento.

Los pardmetros de calidad de agua (amonio, nitritos, nitratos, pH, alcalinidad v dureza)
fueron monitoreados durante los periodos de alimentacion, en los tanques de 600 L y en
las unidades experimentales antes y después de la infeccidn, mediante colorimetria con un

kit de tiras reactivas (Instanttest).
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Se analizaron los pesos de los organismos distribuidos al inicio del ensayo mediante un
analisis de comparacion de medias, realizando una prueba de Anova de una via seguido
de una prueba Tukey, utilizando el paquete estadistico SPSS Version 20; adicionalmente
se realizaron pruebas no paramétricas post-infeccidn con el objetivo de realizar un andlisis
de la sobrevivencia mediante la prueba de Kaplan-Meier, y para la comparacion entre
tratamientos se realizé una prueba de Holm-Sidak utilizando el paquete estadistico

Statistica 8.

Preparacion del inéculo. La activacion de la cepa Vp M0904 AHPND+ se realizd como
se indica en el punto 6.3.1.2. Una vez obtenido el indculo con crecimiento, se adicionaron
100uL de la cepa a un matraz con 60 ml de caldo de soya tripticasa (TSB) al 2 % de NaCl,
posteriormente se incubd a 30°C con una agitacién de 150 rpm durante 15 horas y 30 min.
Adicionalmente se tom6 muestra | mL para determinar la cantidad de células contenidas
en el indculo mediante gPCR. Se realizd una cuenta viable realizando diluciones seriadas
1:10, para ello, 100 pl de la cepa (biomasa) se adicionaron a un tubo eppendorf con 900
ul de solucion salina estéril, se agité durante 5s (Vortex) y se continué con las demis
diluciones hasta llegar a la octava dilucion como se muestra en la Figura 10. De las dos
tltimas diluciones se tomaron 100 pl y se realizé una siembra por extension en agar TCBS
realizando movimientos circulares constantes para asegurar la correcta dispersion de las
colonias en el medio. Finalmente se incubd a 30 °C durante 24 h y se realizd el conteo de

colonias para obtener la concentracion de bacterias viables

T T = g~
100 pl ‘l; -H '{ J;l E .U H U
Cepa M0904 TCBS

Tubos eppendorf con 900 pl de solucidn salina

Fig 10.- Representacidn de diluciones seriadas 1:10

6.5.-Caracterizacion de compuestos del EC del alga seleccionada (E. arborea)

6.5.1.- Analisis fitoquimico preliminar del EC de E. arborea
El EC del alga seleccionada se analizé para detectar la presencia de: insaturaciones, icidos

carboxilicos, carbohidratos totales, funcionalidad carbonilo de la cetona o aldehido,
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esteroides y triterpenos, cumarinas, lactonas, saponinas, alcaloides, taninos, flavonoides y
quinonas mediante los procedimientos estindares (Kadam et al. 2012; Nanna et al. 2013:

Rodriguez-Garza et al. 2011).

6.5.2.-Analisis proximal y contenido de compuestos fendlicos totales en el EC del alga
seleccionada (E. arborea)

El contenido total de lipidos del alga fue determinado por el método Bligh and Dyer
descrito por de Zhang et al. (2014). El contenido de carbohidratos se determiné mediante
el método de antrona como lo describe Yemm y Willis (1954). El contenido total de
proteina v minerales (ceniza) fue medido usando métodos establecidos por AOAC 930.03
y 930.15 respectivamente y el contenido de fendlicos totales fue determinado usando el

método de Folin-Ciocalteu. Todos los andlisis fueron realizados por triplicado.

6.5.3.- Identificacion y cuantificacion de compuestos del EC de E. arborea

Este procedimiento fue llevado a cabo en el Centro de Biotecnologia-FEMSA, del
Tecnoldgico de Monterrey. La cuantificacion de los compuestos principales en el EC de
E. arborea se realizd mediante la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC-DAD). El equipo se acopld con un detector de rayos UV / VIS (serie Agilent
Technologies 1200, Santa Clara, CA, EE. UU.). El analisis se llevo a cabo usando una
columna Luna C18 (250 mm x 4.6 mm, tamano de particula de 5 pm, Phenomenex,
Macclesfield, Reino Unido) a un flujo de | ml/min (volumen de inyeccion de 10 ul). La
fase mdvil consistid en (A) agua (acidificada con 1% de dcido fdrmico) y (B) 100% de
metanol. La elucion se realizd de la siguiente manera: 0-20 min 100% A, 20-30 min 70%
A, 20-35 min 40% A y 35-40 min 100% A, a 40 °C. Los datos espectrales de todos los
picos se acumularon en el rango de 230-550 nm y los cromatogramas se registraron a 270
nm, Los datos cromatogrificos se recopilaron utilizando el software HP-Agilent para LC
(Copyright Agilent Technologies, 1990-2003). Se utilizé fluoroglucinol como estindar
para cuantificar los compuestos bioactivos mediante regresion lineal. La concentracion de
compuestos bioactivos (n = 3) se expreso como pg de equivalentes de floroglucinol por g
de extracto, utilizando la siguiente curva de calibracion: y = 1.7075x + 0.9881 (R2 =
0.9994).
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Las mismas condiciones cromatograficas descritas anteriormente se utilizaron para
identificar compuestos bioactivos en HPLC-MS-TOF (Agilent Technologies 1100, Santa
Clara, CA, EE. UlU.). Los espectros de masas se recogieron usando una fuente de
electropulverizacidn en modo positivo (ESI +) en las siguientes condiciones: rango 100 a
1500 m/z, gas nitrégeno, temperatura del gas 300 °C, con un flujo de gas de secado de 8
L/min, presion del nebulizador 20 psi, capilar el voltaje 4000 V y el voltaje del
fragmentador 70 V. Los cromatogramas de iones extraidos se obtuvieron utilizando el
software Analyst QS 1.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EE. UU.) y considerando
la masa precisa de cada uno de los compuestos bioactivos o sus aductos con Na o K con
un rango de error de 0.01 unidades. Los espectros de masas se utilizaron para identificar
los diferentes compuestos en funcién de sus patrones de fragmentacion y posteriormente
se compararon y verificaron con estudios previos (Tierney et al. 2013; Isaza y Torres
2013).

6.5.4.-Obtencién de fraccién soluble en Acetato de etilo del EC de E. arborea

Con la finalidad de aumentar la actividad antibacteriana, debido a que no se observi una
mejora en la sobrevivencia en el desafio con el EC de E. arborea, el EC (1.22 g) se
resuspendid en 100 ml de metanol al 80% y se particiond dos veces con 100 ml de hexano
(1: 1, v/ v) a temperatura ambiente. La fraccion de metanol se recuperd y se evapord al
vacio. El residuo obtenido se suspendid en acetato de etilo y se particiond tres veces con
agua destilada (3: |, v/ v). La fase superior (fraccion de acetato de etilo) fue recuperada
en cada momento y posteriormente fue agrupada. Esta fraccion se llevd a sequedad al
vacio a 40 °C en un evaporador EZ-2 plus Evaporador (GeneVac Ltd., Ipswich, Reino
Unido). El extracto concentrado obtenido fue identificado como fraccion soluble en
acetato de etilo (FAE). La figura 11 muestra una representacion grifica de la preparacion
del extracto concentrado (FAE). Se determiné el porcentaje del rendimiento tomando en
cuenta el promedio del peso himedo de las dos extracciones para las fracciones de hexano,
FAE vy agua. La actividad antibacteriana de las fracciones extraidas con hexano, agua y
acetato de etilo fue evaluada mediante la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y la concentracidn minima bactericida (CMB) siguiendo la metodologia

previamente descrita en el punto 6.3.1.5.
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acetato de etilo
(FAE) agua

Fig 11.- Obtencidn de fraccién soluble en acetato de etilo a partir del EC

6.6.- Evaluacion de la fraccion extraida en acetato de etilo (FAE) de E. arborea
6.6.1.- Evaluacion de toxicidad en Artemia de FAE de E. arborea

La evaluacion de la toxicidad de la fraccion acetato de etilo (FAE) obtenida del
fraccionamiento del EC, se llevd a cabo mediante la determinacion de la LCso en Artemia
sp, el ensayo se realizo siguiendo la metodologia previamente descrita en bioensayo |
(6.4.1). Se realizaron dos ensayos independientes (ensayo | v 2) con 4 réplicas cada uno,

y usando como control negativo el solvente en donde se disolvid la FAE (metanol al 5 9%).

6.6.2.- Bioensayos en camardén con dieta adicionada con FAE de E. arborea

Debido a que la fraccién del EC soluble en acetato de etilo (FAE) presenté una mayor
actividad antibacteriana con respecto al EC y una toxicidad baja en pruebas con Artemia,
se continud con su evaluacion en dietas para camardn a diferentes dosis. Los experimentos
en camardn fueron disenados con la finalidad de evaluar el efecto de diferentes dosis del
extracto en términos de toxicidad (Bioensayo 5), y sobrevivencia de camarones desafiados
(Bioensayo 6). La dieta comercial control denominada SI35 R-621 fue utilizada para
preparar el alimento suplementado para las posteriores pruebas. El anilisis bromatoldgico
del alimento se realizd como se describié previamente en el punto (6.5.2). El alimento
medicado se preparé adicionando el extracto de FAE a la superficie del alimento mediante
aspersion, La Tabla 9 describe la cantidad de extracto requerida para preparar la dosis de
prueba. El extracto se disolvié en 50 pl de metanol y se aford a 5 ml de una solucién de

gelatina al 4%, la cual fue afiadida por aspersion sobre la superficie del alimento control,
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(se tomd en cuenta un 10 % de pérdida por manejo y la humedad del extracto del 29
% ).Una vez que se homogenizo el alimento se secd a 37 °C durante 45 min y se almaceno

en bolsas herméticas en refrigeracion a 4 “C hasta su uso.

Tabla 9- Descripcion de la cantidad de FAE de E. arborea requerida para preparar las distintas dosis de

prueha
‘Dosisenmg/  Dosis en mg de extracto
Kg de mg/Kg de requerido para
camaron alimento preparar 100 g de
alimento
0.5 10 1.5
Ensayo 1 20 il
' 2 40 6.2

6.6.2.1.-Bioensayo 5: evaluacion de toxicidad en camarones de alimento con FAE del
alga E. arborea

Ensayo preliminar:segiin las recomendaciones mencionadas en el punto 6.4.2.2 se
evaluaron los tratamientos con dosis de 0,1.10,100 v 100 mg de extracto FAE/Kg de
camaroén, los camarones fueron alimentados a una tasa del 5 % de la biomasa, dividida en
tres raciones al dia (9:00 am, 12:00 pm y 3:pm), durante 6 dias, se registrd mortalidad vy

consumo cada 24 h hasta el término del ensayo

Ensayo 1: el bioensayo se llevo a cabo en acuarios de 60 L de la sala de bioensayos del
programa Maricultura. Se evaluaron los tratamientos de 0, 0.5, 1 y 2 mg de FAE/kg de
biomasa de camardn. Para ello, 10 camarones de peso promedio de 729 = 0.06 mg fueron
alimentados durante 7 dias, iniciando con una tasa del 10 % de la biomasa. La evaluacion
consistio en alimentar con una racion de alimento medicado dividida en tres raciones al
dia (9:00 am, 12:00 pm y 3:pm), a 10 camarones con 3 réplicas por tratamiento,
registrando mortalidad y consumo cada 24 h hasta el término del ensayo. La sobrevivencia
fue calculada y se realizaron comparaciones entre tratamientos y control mediante un
andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguidos por una prueba LSD post-hoc
(software STATISTICA, Versidn 5.0).



6.6.2.2.- Bioensayos de desafio en camardn con dietas suplementadas con FAE
En base a la experiencia obtenida en estancias en el CIAD de Mazatldn, se implementaron

ensayos de desafios en las instalaciones del Programa Maricultura.

6.6.2.2.1.-Sala de desafios del Programa Maricultura

La sala de desafios (Figura 12) del Programa Maricultura es una habitacion aislada de la
sala de bioensayos especialmente diseriada para llevar a cabo estos ensayos; la sala cuenta
con aislamiento térmico y estd equipada con un mini Split y calentadores eléctricos, para
mantener la temperatura a 32 + 3°C. Se mantiene un fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas
oscuridad, ademds cuenta con un drea aislada para toma de muestras. Estd equipada con
acuarios de plistico con capacidad de 30 L y acuarios de fibra de vidrio de capacidad de

15 L los cuales cuentan con un sistema de aireadores independientes.

Fig. 12 .- Instalaciones de la sala de desafios del programa Maricultura

6.6.2.2.2.-Determinacion de dosis de biomasa infectiva (volumen de inéculo) para
desafio por baio en Programa Maricultura

Con el objetivo de reproducir la enfermedad de AHPND en camardn en las instalaciones
del Programa Maricultura, se llevaron a cabo una serie de ensayos preliminares, hasta
obtener mortalidades causadas por Vp M0904 y observar el desarrollo caracteristico de la
enfermedad. Uno de los ensayos consistio en evaluar diferentes dosis de biomasa de
bacteria con el objetivo de definir la concentracion de bacterias necesarias para producir
mortalidades, tratando de obtener resultados similares a los obtenidos en ensayos

realizados en CIAD, Mazatlin.
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Camarones provenientes de la sala de bioensayos, fueron transferidos a las UE de la sala
de desafios donde se instalaron un total de 12 acuarios con 30 L de agua marina, aireacion
individual, flujo cerrado y recambio manual del 50%:; el agua marina usada fue
proveniente de la sala de bioensayos donde fue tratada con un filtro biolégico de perlas y
limpara de UV. Se distribuyeron 10 organismos por acuario, de un peso promedio de 1.4

g, mismos que fueron aclimatados a las condiciones de prueba durante un 1 dia.

Los tratamientos evaluados consistieron en tres dosis diferentes de indculo de la cepa de
Vp M0904 (ver tabla 10)

Tabla .- Disefio experimental del desafio de seleccion de dosis infectiva

Tratamiento Descripcion Replicas Infeccion
Ti+ Dosis 0.1 mL/L 3 +
Tl- Dasis 0.1 mL/L |
T5+ Dosis 0.5 mL/L 3 +
T5- Dosis 0.5 mL/L 1 -
T10+ Dosis 1 mL/L 3 +
T10- Dosis | mL/L 1 -

La infeccidn se llevd a cabo inoculando 3, 15 y 30 mL de biomasa (producida como se
indica abajo después de 12 h de incubacion) en los 30 L de agua marina de cada UE,
usando una micropipeta de 1000 pL y una probeta de 50 mL estéril. agitando la biomasa
entre cada toma. Los controles negativos se inocularon con caldo TSB al 2.5 % de NaCl
estéril (sin bacteria). Los organismos fueron monitoreados después de la infeccién durante
7 dias, registrando tiempo, nimero de organismos muertos o moribundos, desarrollo de
signos clinicos propios de la enfermedad (letargia, palidez, nado erritico etc.). consumo
de alimento, asi como presencia de mudas y heces. Los datos obtenidos de los pesos
promedios de los camarones y la sobrevivencia con los distintos tratamientos fueron

analizados como se menciond previamente en el bioensayo 4.

Preparacion del indculo. En este ensayo la activacidn se llevé a cabo como se menciona
en el punto (6.2.2), modificando la temperatura a 29°C, con agitacion constante a 180 rpm
(Unimax 1010, Heidolph, Schwabach, Germany) durante 12 h. Una vez obtenido el

indculo con crecimiento, se adicionaron 200uL. de la cepa a tres matraces de 250 mL de
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capacidad, conteniendo 60 ml de TSB al 2 % de NaCl cada uno y perlas de ebullicion, se
incubd a 30°C con agitacion constante a 180 rpm durante 12 h, posteriormente se agrupo
¢l indculo de los tres matraces y se homogenizo con agitacion durante 5 minutos, seguido
se tomo | mL para determinar la cantidad de células contenidas en el inéculo mediante el

método de cuenta viable.

6.6.2.2.3.-Bioensayo 6: desafio en camarones alimentados con FAE a dosis de 0.5, 1
2 mg de extracto FAE/ Kg de biomasa de camardn

El alimento suplementado fue preparado como se menciond previamente, los primeros 5
dias los alimentos fueron administrados en los tanques de 120 L y posteriormente en las
UE, por lo que se tomd en cuenta la biomasa, para los cdlculos de la racidn diaria, la
alimentacion fue dada al 7 % de la biomasa, dividida en tres raciones al dia (9:30 am, 1:30
pm y 4:30 pm). Al sexto dia, se pesaron los organismos de manera individual, se
seleccionaron 15 camarones con peso homogéneo para cada replica de cada tratamiento y
se distribuyeron en las UE (acuarios de fibra de vidrio de 20 L que fueron llenados a un
volumen de 15 L) de acuerdo al disefio experimental mostrado en la tabla 9, y se
alimentaron durante 1 dia mdis con el objetivo de completar el periodo de 7 dias de

alimentacion y aclimatar a los organismos en las UE.

Ensayo 1: Camarones de peso promedio (0.663 + 0.36 g, fueron alimentados durante 7
dias con los tratamientos de 0.5, 1 y 2 mg de FAE/ Kg de biomasa de camardn y

posteriormente fueron desafiados.

Ensayo 2: Los tratamientos evaluados consistieron en el tratamiento 1 (T1) con extracto
de FAE a una dosis de 1 mg/kg de biomasa de camardn y un tratamiento control (C) que
consistid en la dieta control sin extracto (Tabla 11). Camarones en un rango de peso de
(0.5- 1 g fueron distribuidos en 2 tanques de 120 L con 130 organismos cada uno, donde

fueron alimentados durante 6 dias,

Tabla 11.- Descripeidn de los tratamientos de la evaluacion de extracto FAE en desafidé

Tratamiento Descripcion Replicas/No. de | Infeccion
organismos
T1+ Dosis Img de extracto FAE/Kg 4/ 15 +
de biomasa de camardn
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T1- Dosis Img de extracto FAE'Kg 2/15 -
de biomasa de camaron
C+ Alimento control 4/15 +
C- Alimento control 2/15 -

La infeccidn por inmersion se llevd a cabo al Bavo dia inoculando 17 mL de la biomasa
(producida como se indica abajo) en las UE. que contenian 15L de agua marina, usando
una probeta de 50 mL estéril, agitando la biomasa entre cada toma, en los tratamientos
negativos se inoculd la misma cantidad de caldo TSB al 2.5 % de NaCl esténil (sin

bactena).

Se determind la cuenta viable del patdgeno al momento de la infeccion, recolectando
muestras de agua de un acuvario por cada tratamiento Durante el desafio se realizo el
monitoreo de los organismos, registrando tiempo y nimero de organismos muertos o
moribundos. La sobrevivencia fue calculada para cada tratamiento y los datos fueron
analizados como se menciona en bioensayo 4. Los parametros de calidad del agua fueron
monitoreados antes del ensayo y a las 24 h post-infeccion como fue descrito en el punto
6.4.2.1.2,

Preparacion del indculo. La activacion de la cepa para este ensayo fue modificada, la
cepa Vp. M09-04 fue sembrada en agar TSA al 2.5 % de NaCl, dispersando el contenido
liguido y la cuenta de vidrio por todo el agar, con el objetivo de lograr un crecimiento
bacteriano uniforme por toda la caja. Se incubd a 30 °C durante 24 h. Una vez observado
el crecimiento bacteriano en la caja con agar TSA fue dividida en 4 partes y con la ayuda
de un asa bacteriolégica estéril se tomd la biomasa de una % y posteriormente fue
transferida a un tubo con 3 ml de TSB al 2.5 % de NaCl, se incubé por 45 min con el fin
de obtener un pre-indculo, seguido se tomd 1 ml y se adiciondé a un matraz con 150 ml de
caldo TSB al 2.5 % de NaCl, que contenia perlas de vidrio para ayudar al proceso de
agitacion, posteriormente se incub6 a 29°C a 150 rpm (Unimax 1010,Heidolph), durante
9 h y 30 min, posteriormente se determind la absorbancia a una longitud de onda 610 nm
en el espectrofotometro (Beckman Du 650), y se realizo la técnica de cuenta viable para

conocer la concentracion de bacterias.

48



6.7.- Caracterizacion quimica de la FAE

6.7.1.-Cuantificacion de florotaninos en FAE de E. arborea mediante cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC)

La cuantificacion se llevd a cabo como se menciona en el punto 6.5.3, con modificaciones
en el flujo; 0.8 mL / min, y en el modo de elucion: 0-10 min 0% B, 10-20 min 30% B, 20-
30 min 60% B y 30-35 min 60% B, 35-40 min 0% B (tiempo post) a 40 ° C. De igual
manera se utilizo un estandar de HPLC de floroglucinol (Sigma-Aldrich, St. Lous, MO).
Los florotaninos se cuantificaron en miligramos (mg) equivalentes de floroglucinol por
gramo de extracto, usando la siguiente curva de calibracion: y =2.4249 x + 3.1347 (R2 =

0.9994).

6.7.2.-Identificacion de florotaninos en FAE de E. arborea por cromatografia liquida
acoplada con espectrometria de masas de tiempo de vuelo (LC / MS-TOF)

La identificacidn de los principales compuestos se realizd como se menciona en el punto
6.5.3 con variaciones en las condiciones de: rango 150 a 1500 m / z, gas nitrégeno,
temperatura del gas 350 °C, velocidad de flujo del gas de secado 11 L / min, presién del

nebulizador 50 psi, capilar voltaje 3500 V y voltaje del fragmentador 50 V.

6.7.3.-Aislamiento de florotaninos por cromatografia de particion centrifuga
preparativa (FCPC)

6.7.3.1.-Seleccion del sistema solvente bifisico para cromatografia de particion
centrifuga (FCPC)

Para lograr una separacion eficiente de florotaninos de E. arborea en FCPC, dos sistemas
de solventes bifidsicos fueron probados: Sistema A (A), que consistio en n-hexano/acetato
de etilo/etanol/agua (1:6:1:6 v/v/v/v), mientras que el sistema B (B) constituido por n-
hexano/acetato de etilo/metanol/agua (2:7:3:7 v/v/v/v). Los valores de Ka de eckol,
dieckol, fucofuroeckol e isémeros de fucofuroeckol en los diferentes solventes se
calcularon de acuerdo con el siguiente procedimiento: 0.5, 1.0 y 2.0 mg de la fraccién
FAE fueron pesados en tubos eppendorf (1.8mL) y se adicioné a 0.6 mL de cada fase del
sistema de dos fases pre-equilibrado. Posteriormente, para asegurar la completa
separacion los tubos fueron agitados durante 20s y se permitié la separacion de fases

durante 10 min. Cada fase (superior e inferior) se evapord por separado a sequedad bajo
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vacio (Evaporador EZ-2 plus, GeneVac Ltd., Reino Unido). El residuo se disolvié en | mi
de metanol 100% vy se analizé por HPLC. El valor de Ki fue expresado como el drea del
pico del compuesto de interés en la fase superior dividido entre el drea de la fase inferior
(Weietal 2011).

6.7.3.2.- Equipo

La cromatografia de particién centrifuga preparativa se realizé usando un instrumento de
cromatografia centrifuga de particién rapida (FCPC) (Kromaton, Angers, Francia) con un
volumen total de celda de 1000 ml. El sistema estaba equipado con una bomba binaria. El

equipo FCPC fue operado en modo descendente.

6.7.3.3- Preparacion del sistema solvente bifisico y la solucion muestra

Las fase superior e inferior del sistema de disolvente seleccionado se equilibraron por
separado a temperatura ambiente y luego se mezclaron vigorosamente. Las fases se
desgasificaron mediante sonicacion (Bransonic Ultrasonic Co., USA) durante 30 minutos
poco antes de su uso. La solucién de muestra para FCPC se preparo disolviendo 1.05 g de

extracto FEA en 100 ml de fase superior del sistema de solventes seleccionado.

6.7.3.4.-Procedimiento de separacion por cromatografia de particion centrifuga
(FCPC)

La separacion analitica de FCPC se realizdé en modo descendente de la siguiente manera:
la columna fue llenada por completo con la fase superior del sistema de disolvente y la
temperatura fue ajustada a 25 °"C. Posteriormente, la fase inferior fue bombeada a la
columna a una velocidad de flujo de 2.5 mL / min, mientras el aparato giraba a 850 rpm.
Una vez que se establecio el equilibrio hidrostitico la solucion de muestra fue inyectada.
El efluente de la salida de FCPC fue monitoreado a 270 nm y se acopiaron fracciones de
5 mL. En total se colectaron ciento veinte fracciones y se agruparon en grupos de 10
fracciones, de acuerdo con la similitud de sus valores de coeficiente de particion (Kd) para
facilitar su andlisis. Un total de 12 pools se concentraron a sequedad a 40 °C bajo vacio

utilizando el Evaporador EZ-2 y fueron almacenados a -20 °C. Las muestras para el
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anilisis por HPLC se prepararon disolviendo las mezclas secas en metanol al 100% a una

concentracion adecuada seguido de filtracion (membrana de filtro de 0.45 pm).

6.7.3.5.-Purificacion de eckol

La purificacion semipreparativa del eckol de E. arborea, se realizé mediante HPLC-UV
equipado con un detector ultravioleta (Agilent, Santa Clara, CA). Los cromatogramas se
obtuvieron a 270 nm, después de la inyeccidén de 20 pL de muestra, los datos fueron
generados por el software Agilent ChemStation, La separacion se realizd en una columna
semi-preparativa Zorbax SB-C18 (9.4 x 250 mm, 5 pm) a 40 °C con un flujo de 2 ml /
min. La fase movil utilizada fue (A) agua con dcido férmico al 0.1% (Sigma, St. Louis,
MO) y (B) metanol al 80%. La separacién se logré comenzando con el 40% de B,
aumentando hasta el 100% de B hasta los 6 min, se mantuvo el 100% de B hasta los 10
min ¥ luego disminuyendo hasta el 40% de B durante los siguientes 2 min. El pico de

eckol se colectd v se concentrd en nitrogeno.

6.7.4.-Actividad antibacteriana de los distintos compuestos obtenidos

Se determind la concentracion minima bactericida (MBC) contra Vp AHPND+ de los 12
pools obtenidos a partir de fraccionamiento mediante FCPC del compuesto eckol,
purificado mediante HPLC, y adicionalmente del extracto comercial rico en dieckol ( AG
Dieckol®, Aqua Green Tech Co. Jeju, Korea), siguiendo la metodologia previamente
descrita (6.3.3), las muestras fueron disueltas en metanol al 5 % v éste fue usado como

control negativo. Se evaluaron concentraciones de 50-750 pg/mL para todas las muestras.

6.8.- Mecanismo de accion de FAE de E. arborea

6.8.1.-Inhibicion de quérum- sensing

La cepa reportera C. violaceum CV026 se incubo durante la noche se depositaron 100 pl.
de indculo en caldo lunia o LB, posteriormente el cultivo fue anadido sobre la superficie
de placas de agar LB. Se realizaron pozos utilizando un sacabocados estéril (0,6 mm de
didmetro) sobre placas de agar, seguido se adicionaron 10 pL del extracto FAE (1mg/mL)
y se incubaron durante 36-48 h. Las placas fueron monitoreadas para observar la

formacién de color pirpura en la cepa reportera CV026 como indicador de quorum-
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sensing. La formacion de un halo sin el pigmento indicador se considerd un resultado

positivo que indica la presencia de un inhibidor (Chang et al.2017).

6.8.2.- Actividad antibiofilm mediante microscopia laser confocal

Para visualizar el efecto del extracto FAE en la capacidad de formacion de biofilm de Vp
MO9(M4, la cepa fue activada como se ha descrito anteriormente, posteriormente se tomo
una alicuota y se adiciond a cubreobjetos sumergidos en caldo TSB 2 % NaCl que contenia
las 3 concentraciones del extracto (1000, 500 y 250 ug / mL), se incubé a 30 © C durante
24 h. El medio sin extracto y metanol actuaron como controles. Los cubreobjetos se
lavaron con Buffer de fosfatos, se tineron con acridina naranja al 0,1% y se observaron

con microscopia de barrido liser confocal
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7.- RESULTADOS

7.1.-Actividad anti V. parahaemolyticus (M0904) de extractos crudos obtenidos con
diferentes solventes de algas

De los treinta extractos evaluados (obtenidos a partir de las 6 especies de algas extraidas
con los 5 diferentes solventes) solamente presentaron actividad contra V.
parahaemolyticus AHPND+ (M0904) 4 extractos de 3 especies de algas obtenidos con 2
solventes que fueron los siguientes: extractos acetdnicos de Ecklonia arborea, Silvetia
compressa y Cystoseira osmundacea y el extracto en acetato de etilo de Ecklonia arborea.
Las zonas de inhibicion observadas con los 4 extractos (con el método de difusién en
disco) fueron relativamente similares: 8.3+0.25, 7.1=0.05, 7.3+0.24 mm y 7.2+0.20 mm
(Tabla 12). No se observd inhibicion con los extractos de ningtin alga obtenidos en frio
con diclorometano / metanol 1:1 (DCM/ M), etanol (E) o con éter de petrdleo (PE). Con
esta prueba se reconocid la acetona como el mejor solvente para extraer los compuestos
anti Vp AHPND-+ de las algas y se selecciond como el solvente a utilizar para la obtencidn

de ECs en las siguientes fases de investigacion.

Tabla 12.-Diimetro de la zona de inhibicion de crecimiento de Vp M0904 de extractos fabricados
con diferentes solventes de seis algas pardas (Ensayo de difusién en agar con discos). (-) sin halo
de inhibicion, AE: acetato de etilo A: acetona, DCM / M: diclorometano / metanol 1: 1. E: etanol,

PE: éter de petroleo. (p={.03)

Didmetro zona de inhibicidn (mm)

Alga AE A DCM/M E EP
E. arborea 7.2+02 8.3+03" = a =
E. menziesii & = = - =
C. osmundacea - 7.3+0.2° - - =

P. californica - - % " =
S. compressa - 700" - - -
M. pyvrifera - . s i B
Control (+) 24.1£0.5
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7.2.- Actividad anti V. parahaemolyticus (M0904) de extractos aceténicos de las algas
obtenidos con extraccion en frio (temperatura ambiente) y con calor evaluados
mediante ensayos en discos y en pozos.

En las tablas 13 y 14 se presentan los didmetros de las zonas de inhibicidn de los extractos
acetonicos de las 6 algas, y de la enrofloxacina obtenidos con extracciones en temperatura
ambiente y en caliente en ensayos con discos y en pozo. De manera general, la actividad
antibacteriana medida en pozos fue significativamente mayor que la medida con discos,
asi mismo los extractos fueron significativamente mds activos cuando la extracion se
realizo en caliente. Las figuras 13y 14 muestran fotos de los halos de inhibicién en pozos

de los extractos obtenidos mediante extraccion caliente.

En los dos experimentos, los extractos de E. arborea se confirmaron como los miis activos
(p=0.001) presentando una zona de inhibicién en pozos 15.5% mayor (16.5 mm) cuando
la extraccion fue con calor con respecto a la extraccion en frio (12,4 mm) y 15.5 % mayor
con el ensayo en caliente en pozo con respecto a ensayo en disco (9.2 mm). El extracto
acetonico de E. arborea presentd una actividad equivalente al 70% de la actividad del
antibidtico usado como control positivo, la enrofloxacina (30 pg/mL). La mezcla de
solventes (DMSO al 5% adicionado con 0.75 % de Tween 20) usada en los ensayos en

pozos no produjo halos de inhibicion.

En orden descendente, la actividad de los extractos en caliente medida en pozos fue la
siguiente: E. arborea =M. pyrifera = §. compressa > E. menziesii > C. osmundacea. Los
extractos de P. califernica fueron los tnicos que en todos los ensayos no presentaron
actividad. Se confirmd que el alga con mayor potencial antibacteriano contra Vp
AHPND+ fue E. arborea; el mejor método de extraccion de los compuestos activos fue el
método sohxlet con calor y el ensayo mds sensible fue el método de difusion en pozos.
Esta alga y estas condiciones de evaluacidn y de extraccion se seleccionaron como

estindar para las siguientes etapas de la investigacion



Tabla 13. - Actividad antimicrobiana (didmetros de halos de inhibicidn en mm) de extractos aceténicos de algas mexicanas contra Vibrio parafiaemolyticus MO9-

(4 AHPND + determinado mediante el ensayo de difusion en discos.

Especie de alga ANOVA
Método de
extraccion E. E. €: P. S, M.
arborea  menziesii  osmundacea californica compressa  pyrifera Alga Metddo  Interacién

Fria 8.1+05° 0° 7.7+ 04" 0" 77:00% 0" p<0001  p=0615  p<0.001
Caliente 9.2+08" 0* 71+01" 0* 0° 69+0.1"
Control positivo
Enrofloxacina 19.7£0.3

Las letras diferentes representan valores con diferencias significativas (P =0.01). La mezcla de solventes usada para diluir los extractos no produjo halos de

inhibicidn,

Tabla 14. - Actividad antimicrobiana (didimetros de halos de inhibicidn en mm) de extractos acetdnicos de algas mexicanas contra Vibrio parahaemolyticus MO9-

4 AHPND + determinado mediante el ensayo de difusion en pozos,

Especie de alga ANOVA
Método de . - = » . v
extraccion ; 2 : Ll : A,
arborea  menziesii  osmundacea californica compressa  pyrifera Alga Metodo  Interacion

Fria 124+05 92+04" 9.1+01" 0 87+01" 92+07" p<000l  p<0.001  p<0.001
Caliente 16509 9.6+02° 9.1+0.1" 0" 135:02° 150£05°
Control positivo
Enrofloxacina #1203

Las letras diferentes representan valores con diferencias significativas (P =0.01). La mezcla de solventes usada para diluir los extractos no produjo halos de

inhibicion.
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Fig. 13.- Halos de inhibicién determinados mediante ensayo de difusién en pozos de extractos obtenidos
con extraccion caliente. 1: E. arborea, 2:E. menziessi, 3: C. osmundacea, 4: P. californica, 5: S.compressa,
6: M. pyrifera

Fig. 14.- Halos de inhibicién determinados mediante ensayos de difusion con discos de extractos obtenidos
con extraccion caliente. 1: E. arborea, 2: E. menziessi, 3: C. osmundacea, 4: P. californica, 5: S.compressa,
6: M. pyrifera

7.3.- Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida
(CMB) del extracto acetonico de E. arborea

El EC de E. arborea obtenido con acetona mediante extraccidn con calor, presenté una
concentraciéon minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) de 3500 pg/mL contra Vp
AHPND+ y un rendimiento de 2.44 % (1220.0+141.42 mg).
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7.4.-Evaluaciones del EC de Ecklonia arborea
7.4.1.-Ensayo de toxicidad en nauplios de Artemia EC de Ecklonia arborea

La tabla 15 muestra el porcentaje de sobrevivencia con las distintas dosis evaluadas del
EC de E.arborea, adicionalmente se determind la toxicidad del extracto EC mediante la
determinacién de LCso en ensayos con Artemia sp., dando como resultado una toxicidad
baja, con valores de LCso de 744.9 pg/mL (y = -0.1153x + 135.89, R*:0.95) para el ensayo
I y de 747.2.6 pg/mL (y = 0.1076x + 130.4.93, R*: 0.87) en el ensayo 2.En base a estos

resultados se continud con la evaluacidn del EC en dietas para camardn.

Tahla 15.- Porcentaje de sobrevivencia de Artemia sp, a diferentes concentraciones de EC de E. arborea.

Los datos en el ensayo 1 v 2 son representados como la media = la desviacion estdndar

cnnte:gt;r:lcll‘un - Ensayo 1 Ensayo 2
Sobrevivencia en %
900 31.1 o T 43.3 + 6.7
810 35.6 E- 38 42.2 + 7.7
720 57.8 & 10,2 433 + 39
630 71.1 + 3.8 51.7 + 3.3
540 733 + 6.7 77.8 + ik
450 82.2 * 7.3 BR.9 + 38
36l 91.7 & 6.4 91.1 + 3.8
control 98.3 + 0.5 975 = 0.1

7.4.2.- Bioensayos en camaron con dieta adicionada con EC de Ecklonia arborea

El andlisis proximal de la dieta control LECS 742, dio como resultado la siguiente
composicion en base seca: proteina 44.2+0.5] %, fibra cruda 5.08+0.46%, cenizas
12.16+0.05%, lipidos 8.07+0.12%, los datos estin expresados como el promedio de tres

replicados.
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7.4.2.1.- Bioensayo 1: Prueba de consumo y toxicidad de alimento con extracto EC
del alga E. arborea (72 horas)

El peso promedio de los camarones para los distintos tratamientos fue de 0.303£0.007 g.
Los camarones alimentados con los tratamientos: (0, 1, 10, 100 y 1000 mg de extracto EC/
Kg de biomasa de camaron, presentaron un 100 % de consumo para todos los tratamientos,
asi mismo. en las 72 h de alimentacion no se observd un efecto toxico, obteniéndose un
100% de sobrevivencia para todos los tratamientos, La calidad de agua de los tratamientos
fue monitoreada durante el tiempo de experimentacion, presentando valores de: pH
8.43+0.01, amonio 3.49+1.37 ppm, nitratos 15.89+0.91 ppm, nitritos 0.30+0.02 ppm.

7.4.3.- Bioensayo 2: crecimiento en camarones alimentados con el extracto EC de E.
arborea (28 dias)

El sistema fue monitoreado registrando diariamente; temperatura (31.5°C = 1.3), salinidad
(36.25 g/1 = 0.88) vy semanalmente pH (8.2 + (.0), amonio (0.85ppm = 0.74), nitritos (1.25
ppm = 0.05) y nitratos ((.56ppm + (.50). A los 15 dias (P= 0.027) el peso promedio de
los organismos que consumieron las dosis de 1 y 10mg de EC/Kg de camardn fue
significativamente mayor al peso de los camarones tratados con la dosis de 1000 mg de
EC/Kg de camaron. A los 28 dias de alimentacion, el tratamiento T1000 continué

presentando el peso promedio mis bajo (Figura 15).
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Fig 15.- Peso promedio de L. varramed a 15 y 28 dias de alimentacion con diferentes concentraciones de

7.4.3.1.-Biomasa

EC de E. arborea

A los 15 dias de alimentacion, se encontraron diferencias significativas (P= 0.027) en la

biomasa promedio de camarones por acuario, sin embargo, a los 28 dias estas diferencias

se perdieron (P=0.962) observindose una gran desviacion estindar en los tratamientos
T100 y TI000 (Fig. 16). A los 15 dias, la biomasa producida con T1000 fue

significativamente menor con respecto a T1 y T10, pero igual al control.

25.00
20.00

15.00

g)

~ 10,00
5.00

0.00

P=0.027

BIOMASA

Tiempo en dias

P=0.962

nC
=TI
ETIO
=TI100
T1000

Fig 16.- Biomasa de L. vannamei a 15 v 28 dias de alimentacién con diferentes concentraciones de EC de

E. arborea
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7.4.3.2.-Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento presentd diferencias significativas entre los tratamientos tanto a los
15 (p= 0.017) como a los 28 (P=0.031) dias de experimentacion. A los 15 dias este
parimetro presento diferencias significativas solo entre las dosis altas y las bajas. (Fig.
17). A los 28 dias, solo el T1000 produjo una TC significativamente menor a T10 y T100

pero sin ser diferente al tratamiento control.

TASA DE CRECIMIENTO

700.00 P=0.017 P=0.031
600.00
= 500.00
2 400.00 BC
g =Tl
: 300.00 = o
AN — = T100
= T1000

w I
0.00
15

Tiempo en dias

Fig 17 .- Tasa de crecimiento de L. vannamei a 15 v 28 dias de alimentacidn con diferenies
concentraciones de EC de E. arborea

7.4.3.3.-Sobrevivencia

Durante los primeros 15 dias de alimentacion se observd un 100 % de sobrevivencia con
todos los tratamientos, a los 28 dias la sobrevivencia se mantuvo sin diferencias

significativas con valores superiores del 90 % con todos los tratamientos.
7.4.3.4.-Consumo de alimento

El consumo individual de alimento no presenté diferencias significativas a los 15 dias
(P=0.477) pero si a los 28 dias (P=0.007) (Fig. 18), siendo T1 y T10 significativamente
mds consumidos con respecto al control (2.03+0.14 y 2.04+0.11 g/camardn/dia

respectivamente) y T1000 el tratamiento menos consumido (1.55+0.14 g).
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Fig 18.- Consumo de L. vannamei a 15 y 28 dias de alimentacidn con diferentes concentraciones EC de E.
arborea

7.4.3.5.-Tasa de conversion alimenticia (TCA)

La tasa de conversién alimenticia a los 14 dias (p=0.011) fue afectada significativamente
por los tratamientos evaluados, varié entre 1.83=0.18 y 2.35+0.21, siendo T1000 el
tratamiento que pesentd el valor mids elevado en comparacion a los demas tratamientos. A
los 28 dias, se observaron diferencias significativas (p=0.040) (Fig. 19), repitiéndose el
comportamiento anterior con T1000 produciendo el valor mis alto, pero sin ser diferente
a los tratamientos control, T1, T10. Por otro lado, el T100 mostro un menor valor de TCA

(1.35+0.08), sin presentar diferencias significativas con los tratamientos control, T1, T10.
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Fig 19.- TCA de L vannamei a 15 y 28 dias de alimentacidn con diferentes concentraciones de EC de £,
arborea.

7.4.4.-Evaluacion de dosis de EC de E. arborea para ensayos de desafio

7.4.4.1- Bioensayo 3: Efecto histoldgico de dosis alta (1000mg de EC/ Kg de biomasa
de camaraon)

De los organismos que consumieron la dosis de 1000mg de EC/Kg de biomasa de
camardn, el 33.3 % mostré alteraciones en los tejidos de intestino v glindula antenal. Y
solo el 16.6 % presento enteritis hemocitica, necrosis del epitelio de la glindula antenal e
infiltracion hemocitica y reduccion en el tamano de vacuolas en células R v B en la
mayoria de los tibulos. A consecuencia del consumo de esta dosis el 83.3% de los
organismos mostraron en hepatopincreas ligera reduccion en el tamaio de vacuolas en
células R (figura 20) y formacién de estructuras vermiformes en algunos tibulos.
Considerando estos resultados y los obtenidos en el ensayo de crecimiento, la dosis de
1000 mg de EC fue descartada en ensayos de desafio y la a dosis de 100 mg de EC/ Kg

camardn. Seleccionada para evaluar el efecto protector contra la enfermedad de AHPND.
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Fig 20.- Microfotografias de camarones L.
vannamei al dia 7 de alimentacion con dieta
experimental (1000 mg de EC). Donde se
muestra en tibulos de Hp con ligera
reduccion de vacuolas en células R y B.

7.4.5.- Bioensayo 4: Desafio bacteriano con Vp M0904 AHPND+ en camarones
alimentados con la dosis seleccionada (100 mg EC/Kg de biomasa de camardn) de
Ecklonia arborea

7.4.5.1.- Condicién de salud inicial de los camarones

Después de 3 dias de aclimatacion solo se presentd un organismo muerto en uno de los
estanques; en general, los organismos mostraron un comportamiento normal, actividad
natatoria normal, se observo la presencia de tracto lleno en todos los organismos
confirmando un proceso adecuado de alimentacion. El andlisis histopatolégico realizado
a los organismos colectados al inicio del ensayo (Dia 0), confirmé un buen estado de salud
para el 100 % de los organismos analizados, mostraron una estructura tubular normal en
hepatopidncreas sin evidencia de lesiones y una gran cantidad de vacuolas en células R y

B (Figura2l ayb).

3 . ‘-l-. #-r:';'.-. 1 "n'_ - " 1'.‘ ._ ‘r“-. ‘- ..1-": ;L
Fig 21.- Microfotografia del hepatopincreas (Hp) de camaron L. vannamei correspondientes al bioensayo
EC (100 mg de extracto’kg de biomasa), a y b Tibulos del Hp antes de la alimentacién con las dietas (Dia
.
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7.4.5.2.-Distribucion de los organismos
Los organismos fueron distribuidos homogéneamente en las UE sin diferencias
significativas entre los pesos de los tratamientos, obteniendo un peso promedio de

1.43+0.03 g, y una biomasa final en un rango de 27.6 y 29.4 g por acuario.

7.4.5.3.-Alimentacion con dietas experimentales

Los organismos presentaron una buena aceptacién de los tratamientos con un 100% del
consumo de cada racion, la racion fue modificado con respecto a los restos obtenidos y
fue oscilando entre un 5 y 6.5% de la biomasa. Adicionalmente no se observaron signos

de estrés aparentes y no se presentaron mudas durante el periodo de alimentacian.

7.4.5.4.-Medicion de pariametros fisicoquimicos de calidad de agua

Durante periodo de alimentacidn los parimetros fisicoquimicos de calidad de agua se
mantuvieron constantes para todos los tratamientos; la temperatura registrada fue entre 27
y 29 °C, el pH fue de 7.5, los valores de amonio, alcalinidad, dureza, nitritos y nitratos
fueron 1, 7.5, 120, 180, 0 y 0 ppm respectivamente; durante la aclimatacién en las UE, los
parimetros (para un acuario por tratamiento fueron: temperatura entre 29 y 31 °C, amonio
3.0 ppm, pH entre 7.0 y 7.5, alcalinidad entre 120 y 180 ppm, dureza 180 ppm, nitritos y
nitratos 0 ppm. Durante el desafio, la temperatura se mantuvo en los acuarios (2912 °C),
el valor de nitritos y nitratos registrado fue de 0 ppm. El pH, alcalinidad y dureza,
alcanzaron valores miximos de 8.5, 240 y 240 ppm, respectivamente, mientras que el

amonio paso de un valor de 3 ppm a un valor maximo de =6.0 de ppm.

7.4.5.5.-Cuenta viable (Preparacion de inoculo)

Después de 15.5 h de incubacién del indculo se obtuvo una concentracion de células
viables mediante conteo en placa de 6.5x10" UFC/mL; la concentracién determinada por
reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa o qPCR por sus siglas en inglés fue de
1.9 x10” UFC/mL, la concentracién final en las UE fue de 6.5 x 10° UFC/mL.

7.4.5.6.-Observaciones y mortalidades del desafio

Se registro la primera mortalidad a las 6 horas post infeccién (h.p.i), en los camarones
sometidos a los tratamientos T1+ y Test+. A las 7 h.p.i. los organismos de todos los
tratamientos excepto el T1- y C- presentaron en general, aletargamiento, nado erritico,

cromatdforos expandidos, intestino vacio y palidez en el hepatopincreas. Se ofrecié una
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racion de alimento a este tiempo, sin embargo, no se observé consumo. La mayor
frecuencia de mortalidad se presento entre las 7 y 10 h.p.i con los tratamientos, Test+, T1+
y C. De las 16 a las 22 h.p., se presentd nuevamente un aumento en la mortalidad,
disminuyendo a las 48 h.p.i. Después de este tiempo, se observd una notable recuperacidn
de los organismos sobrevivientes, presentando aumento de actividad natatoria y consumo

de alimento.

La figura 22 representa la mortalidad acumulada y el nimero de organismos muertos por
tratamiento y desviaciones estindar de los tratamientos infectados; las curvas de
mortalidad presentaron un comportamiento similar, el niimero de organismos muertos con
los tratamientos con 100 mg EC/Kg de biomasa Test+, T1+ y Control + fue de 45, 59 y
55, mientras que el % de mortalidad acumulada fue de 56, 74 y 69 respectivamente, siendo

el T1+ el tratamiento con mayor mortalidad.
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Fig 22.- Grificas de porcentaje de mortalidad acumulada ¥ nimero de organismos muertos por tratamiento

con respecto al tiempo después de infeccion con Vp AHPND+.(Test+=alimento testigo, T1+= alimento
experimental dosis 100mg EC/Kg de biomasa, C+= alimento experimental sin EC, + organismos infectados)
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La figura 23, muestra organismos sobrevivientes tomados al azar de cada tratamiento, en
donde se observan signos de melanizacion en cuticula y misculo en todos los organismos.
También se observa una notable diferencia en general entre los tratamientos infectados v
los no infectados. El organismo del tratamiento C- mostré un HP sano, en contraste, con
el HP del tratamiento Test +, donde se observo un notable daio, presentando una
reduccion de tamano, color pilido y estructura friable. Para el caso de organismos
alimentados con TI1, el tracto se encontrd completamente vacid v los organismos no

infectados adicionalmente mostraron una coloracidn verdosa en HP y puntos con necrosis.

Fig 23.- Organismos al término del ensayo (C= Control, TI1=1X) mgEC FEisenia arborea’Kg de biomasa,
Test= testigo, + infectado, - no infectado) (106 h.p.i.) a) organismos completos de cada tratamiento, b)
diseccion de estdmago, hepatopincreas ¢ intesting de cada tratamiento (las fotografios no representan al
total de los organismos de cada uno de los tratamientos).

7.4.5.7.-Anilisis estadistico.

La figura 24, muestra los resultados de sobrevivencia de los camarones sometidos a los
distintos tratamientos en funcion del tiempo después de infeccidn. Se presentaron
diferencias significativas entre el grupo no infectado vy los grupos infectados (P < 0.001).
Sin embargo, a pesar de que se observd una menor sobrevivencia para el Tl+. no se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos infectados T1+, Test+ y C+.
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Fig 24.- Grafica de sobrevivencia de los tratamientos (T1+, T1-, Test+ y C+, C-). Anilisis Kaplan-Meier
(n=4) comparacién de medias mediante Holm-Sidak (P< 0.05)

7.4.5.8.- Anilisis Histologico

7.4.5.8.1,- Analisis histolégico de camarones alimentados durante 7 dias con la dosis
de 100mg EC de E. arborea /| Kg de biomasa de camaroén.

Al dia 7 de alimentacion con el tratamiento (Test) se observé un ligero aumento en el
tamafio de las vacuolas en células R y B del hepatopincreas en todos los organismos
analizados, los cuales exhibieron también una estructura tubular normal sin evidencia de
lesiones (Figura 25 ¢). E1 83. 3 % de los camarones alimentados con el tratamiento control,
presentaron un hepatopdncreas con caracteristicas similares a las observadas en los
organismos al Dia 0, Y sélo un organismo mostré una ligera reduccién de vacuolas en
células R (figura 25d). Caso contrario a los organismos alimentados con el T1 mostrando
presencia de células picnoticas en el epitelio tubular de algunos tibulos y diferentes grados

de reduccion de vacuolas en células R v B (Figura 25 e y f).
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Fig 25.- Microfotografia del hepatopincreas (Hp) de camiaron L. vannamer comespondientes al bioensayo
con EC de E. arborea ¢) Tratamiento Test al dia 7 de alimentacion; d Tratamiento C al dia 7 de alimentacidn;
ey [ Tratamiento T1 (100 mg de EC /kg de biomasa) al dia 7, organismos sin infectar,

7.4.5.8.2.- Anilisis histologico de camarones alimentados con la dosis de 100mg EC
de E. arborea | Kg de biomasa de camardn e infectados con Vp. AHPND+

Los resultados obtenidos a partir de las muestras colectadas durante las mortalidades
registradas entre las 9 y 10 h.p.i., arrojaron que el 100 % de los organismos analizados de
los tratamientos control, testigo, T1, inoculados con Vp AHPND+ presentaron dafios en
el HP asociados a AHPND en fase aguda (Figura 26) caracterizados por la pérdida de la
estructura tubular debido a la necrosis del epitelio y acumulacién de células muertas en el
lumen de los tibulos. Todos los camarones de los tratamientos C+ (Figura 26a) y T1+
(Figura 26b) presentaron danos similares entre ellos, coincidiendo con las lesiones

observadas en los organismos del tratamiento Test + (Figura 26¢).



Fig 26.- Microfotografia de (Hp) de camarones L. vannamed moribundos entre las 9 y 10 h.p.i. en bioensayo
EC de E. arborea (100 mg EC/Kg de biomasa). a Control+ a las 10 h.p.i.; b TI( 10 mg EC/Kg de biomasa)
alas 9 h.pi; e Testigo a las 10 h.p.i..

La tabla 16 muestra el porcentaje de prevalencia de las lesiones presentadas por los
organismos después de 102 h.p.i, mientras que la figura 21 muestra las microfotografia de
las lesiones presentadas; se pueden observar lesiones similares para los tratamientos Test+
y T1+ con necrosis y melanizacion tubular, presencia de bacterias en el lumen de los
tibulos y ausencia de vacuolas en células R y B, reduccion de vacuolas en células R. A
diferencia de los organismos del tratamiento C+, donde no se observaron lesiones
necroticas en el tejido; sin embargo, estos organismos mostraron reduccion de vacuolas
en células R. Los organismos no infectados del T1- mostraron necrosis y melanizacion
tubular en G1-G3 en todos los organismos. Algunos tibulos de estos organismos
mostraron reduccidn severa de vacuolas en células R y presencia de bacterias en el llimen
tubular. En el caso de C- mostraron una reduccion de vacuolas en células R y de presencia

de células picnoticas (Fig. 27).
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Tabla 16.- Porcentaje de prevalencia de lesiones de organismos de distintos tratamientos desafiados contra

Vp. AHPND+ (Test=testigo, Tl=100mgEC/Kg biomasa, C= Control, + infectado, - no infectado)

= ;
Lesi Yo de prevalencia

Test Ti+ Til- C+ C-
Melanizacion tubular 50 50 100 0 0
Presencia de bacterias en limen de los tibulos 50 50 1000 0 0
Reduccidn en vacuolas de células R 50 50 0 50 66.7
Ausencia de vacuolas en células Ry B 50 S0 100 0 0
Necrosis 50 S0 100 0 0
Células picndticas {0 1] 0 0 66.7

P

Fig 27.- Microfotografia de (Hp) de camarones L. vannamei sobrevivientes a ins 102 fl.p_i. de bioe

< )
nsayo EC
E. arborea (100 mg EC/Kg de biomasa). a y b Tratamiento Test+: ¢ Tratamiento T1+; d Tratamiento C+; e
Tratamiento C-; f Tratamicnto T1-. Tincidn hematoxilina eosina-floxina.
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7.5.- Caracterizacion y fraccionamiento del extracto crudo (EC)

7.5.1.- Anilisis fitoquimico preliminar del EC de E. arborea

Los resultados del examen fitoquimico del EC de E. arborea se presentan en la tabla 17,
El andlisis fitoquimico reveldé la presencia de insaturaciones, dcido carboxilico,
carbohidratos, grupo funcional carbonilo de cetonas o aldehidos, esteroles y triterpenos,

taninos y flavonoides.

Tahla 17.- Andlisis fitoguimico preliminar del EC de E. arborea,

Prueha EC

Insaturaciones
Acido carboxilico
Carbohidratos totales

Grupo funcional carbonil de cetonas o aldehidos b
Esteroles v triterpenos +

Cumarinas

Lactonas

Saponinas

Alcaloides

Taninos +
Flavonodes -
12 Quinonas

e~ I R T O e 5

+: Presencia; - Ausencia

7.5.2.-Anilisis proximal del EC de E. arborea

Se determiné la composicion quimica en base seca del EC. Su composicion es
mayoritariamente de lipidos (64.34+1.94 %), seguido de compuestos fendlicos (31.06+0.5
%) y de proteinas (18.56 =0.42 %), y un contenido menor de carbohidratos (5.8+0.17 %)
y cenizas (2.7+0.05 %).

7.5.3.-Caracterizacion de compuestos en EC de E. arborea

7.5.3.1.-Identificacidn y cuantificacion

El cromatograma (Figura 28) obtenido por HPLC-DAD a 270 nm, muestra la presencia
de diez tipos diferentes de florotaninos. Utilizando el anilisis de modo de 16n positivo ES]
se identificaron diez componentes principales, los cuales estin descritos en la Tabla 18.
Bieckol fue el compuesto mayoritario (316.0 ppm) seguido de bifuhalol (211.7 ppm) y
eckol/fucofloretol (185.4 ppm). El anilisis de HPLC-MS-TOF evidencio la presencia de
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diez 1someros de florotaninos en el extracto EC en los 1ones moleculares seleccionados de
268.0998, 375.065, 743.0745, 497.0621, 371.2218 y 373.0492 m / z respectivamente.
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Fig 28.- a) cromatograma a 270 n de extracto crudo de £, arborea. DAD | Los picos marcados con niimeros
se idemtificaron mediante HPLC/MS-TOF, y se muestran en la Tabla 18.
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Tabla 18.- Caracterizacion de florotaninos mayoritarios en el extracto de acetona de E. arborea en HPLC-DAD-MS-TOF utilizando el modo de idn

positivo ES1

Pico
#

Compuesto bioactiva

A max
(i)

Masa
maolar
(M)

Fragmentacidn de aductos
(m/z)

. Equ R

de
flaroglucinol
ppm*

Bifuhalol

295

268.0998 (M+H), 269.1038 (M+H+1)

2177 £ 226 |

2

Fucophaorethol

230, 290

| 267.0925

374.0574

375.0652 (M+H), 376.0684 M+H+1, 377.0701 (M-+H+2) 397.0459
M+MNa, 398.0497 M+Na+1, 413.0194 M+K, 414.0259 M+K+1,
415.0273 M+K+2, 7711011 2M+Na, 772.1103 2M+Na+1

91.7+10.2

Bieckol

Bieckol

230,262,
310

742.067

T43.0745 M+H, 7440786 M+H+1, 745.0811 M+H+2, 746.0813
M+H+3, 765.0557 M+Na, 766.0606 M+Na+1, 767.0678 M+Na+2,
781.028 M+K

T42.0673

743.0745 M+H, 7440786 M+H+1, 745.0811 M+H+2, 765.0557
M+Na, 766.0606 M+Na+1, 767.0678 M+Na+2, 7680584
M+Na+3, 1485137 2M+H, 1486.141 2M+H+1, 1487141 2M+H+2

33.8+£50

Phloroeckol

232,
262, 305

496.0551

4970621 M+H, 498.0666 M+H+1, 499.0697 M+H+2, 519.0453
M+Na, 520.0491 M+Na+1

Dioxinodehydroeckol

Phloroeckol

Eckol

Fucophloretol

260, 310

230, 305
230, 3035

3702142

496.0556

372.0418

371.2218 M+H, 372.2262 M+H+1, 393.2033 M+Na, 394.2073
_MiiNal, 3952000 MiNa2, 3062190 M Naid, S09.17/2 MK
497.0629 M+H, 498 0662 M+H+1, 4990694 M+H+2, 500.0718
M-+H+3, 519.0451 M+Na, 520,047 M+Na+1, 535.0158 M+K.
336.0213 M+K+1, 1015.099 IM+Na, 1016.102 2M+Na+1.
1017.106 2M+Na+2
373.0492 M+H, 374.053 M+H+1, 375.055 M+H+2, 376.0568
M-+H-+3, 395.0308 M+Na, 396.0337 M+Na+1, 397.036] M+Na+2,
398.0408 M+Na+3, 411.0047 M+K, 412.0078 M+K+1, 767.071
2M+Na, 768.0742 2M+Na+1, 769.0734 2M+Na+2, 770.0757
2M-+Na+3, 7T71.0778 2M+Na+4

419+ 64

1854 + 16.1

| 374.0574

375.0652 M+H, 376.0684 M+H+1, 377.0701 M+H+2

10

Bieckol

230,
270, 310

742.0675

743.0749 M+H, 744.0785 M+H+1, 745,081 M+H+2, 746.0836
M+H+3, 747,0894 M+H+4, 765.0562 M+Na, 766.0604 M+Na+1,
T767.0629 M+Na+2, 768.0648 M+Na+3, 1485.14 ZM+H, 1486.145

2M+H+1, 1487.152, 2M+H+2, 1488.149, 2M+H+3

316.0+£11.3
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T.6.-Evaluacion de la FAE de E. arborea

7.6.1.- Rendimiento y actividad antibacteriana de las fracciones del EC de E. arborea
Con el objetivo de identificar y concentrar los compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana, el EC (1220.00 £141.42 mg (100%)) fue fraccionado por particion,
incrementando la polaridad de los solventes. El rendimiento de cada fraccién con respecto
al alga seca fue; hexano (0.62% ), acetato de etilo (1.19% ), agua (0.82% ). La FAE, exhibi6
la mayor actividad contra V. parahaemolyticus con un incremento del 4.66 % en
comparacion al EC, En contraste a las fracciones de agua y hexano no mostraron actividad
a las concentraciones evaluadas (Tabla 19).

Tabla 19.- Concentracion minima bactericida (CMB contra Vp M09-04 y rendimientos de extraccion de

fracciones obtenidas del alga Ecklonia arborea. Los resultados se muestran como promedio + desviacion
estandar (n = 2).

Extracto mg/g alga peso  Rendimient CMB

hiimedo 0 (%) (ug/mL)
Extracto crudo (EC) 122000 + 141.42° 2.44 3500
Fraccion n -hexano 31225+ 11.66° 0.62 =750
Extracto enriquecido de ) b
flototaninos (FAE) 20283 £ 6.86 s G
Fraccién agua 44078 = 15.25 ™ 0.82 =750

7.6.2.-Ensayo de toxicidad en Artemia de la FAE de Ecklonia arborea

El ensayo de toxicidad en Artemia sp. para la FAE obtenida a partir del fraccionamiento
del EC de E. arborea, arrojo valores de LCso de 697.08 pg/mL (y = -0.0959x + 116.85,
R": 0.96) para el ensayo 1 y de 690.27 pg/mL (v = -0.0946x + 115.3, R*: 0.87) para el
ensayo 2, correspondientes a una toxicidad baja. Debido a estos hallazgos se continud con

su evaluacion en dietas para camardn,

7.6.3.- Bioensayos en camarén con dieta adicionada con la FAE de E. arborea
7.6.3.1. -Andlisis bromatolégico del alimento control

El anilisis proximal de la dieta base SI35, dio como resultado la siguiente composicion
en base seca: proteina 35.65 £0.52 %, fibra 5.08 + 0.46%, cenizas 11.51+0.08%, lipidos

8.25+0.12%, los datos estin expresados como el promedio de tres réplicas.
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7.6.3.2.- Bioensayo 5: evaluacion de toxicidad en camarones de alimento con FAE del
alga E. arborea (7dias).

El ensayo preliminar nos mostré que el consumo de dosis altas de 20, 200, 2000 y 20, 000
mg/ Kg de biomasa de camardn, disminuye la sobrevivencia a través del tiempo, por lo
que se continué con la evaluacion de dosis mds bajas (ANEXO). Los organismos
alimentados con las dosis de (), 0.5, 1 y 2 mg de FAE/ Kg de biomasa de camarén durante
7 dias, mostraron una buena aceptacion del alimento medicado. no se observaron restos
durante el tiempo de alimentacion, asi mismo, no se observé un efecto toxico de la FAE
de E. arborea va que la sobrevivencia fue del 100 % para todos los tratamientos. La
calidad de agua en el tiempo de experimentacidn fue monitoreada presentando valores de:
pH de 8.43+0.01, amonio 3.49+1.37 ppm, nitratos 15.89+ 0.91 ppm. mtritos 0.30 + 0.02
ppm y una salinidad de 35 g / L.

7.6.4.- Determinacion de dosis infectiva para reproducir la enfermedad de AHPND
en las instalaciones del programa Maricultura

7.6.4.1.- Condiciones del ensayo

Se utilizaron organismos de un peso promedio de 1.43 + (0.5g sin presentar diferencias
significativas entre los pesos promedios de los tratamientos (P=0.005). La concentracién
del inéculo en las unidades experimentales fue 4, 7 y 10 x 10° UFC/mL para las dosis T1
(0. 1mL/L), T5 (0.5mL/L) y T10 (1 mL/L) respectivamente.

7.6.4.2.- Observaciones y mortalidades durante el desafio.

La primera mortalidad se registro a las 5 h.p.i. con la dosis T104+ presentindose la mayor
frecuencia de mortalidades ala 7 y 11 h.p.i, con las dosis T5+ y T10+ se observaron signos
clinicos propios de la enfermedad como aletargamiento, nado erritico, cromatdforos
expandidos, intestino vacio palidez en el cuerpo. No se observaron mortalidades después
de 24 h.p.i. con ninguna dosis. La mortalidad acumulada para las dosis T5 y T10 fue de
97 y 93 % respectivamente, con un total de organismos muertos de 29/30 y 28/30
respectivamente. La dosis T1 present6 9/30 organismos muertos y una mortalidad del 30

%. Ninguno de los controles presentd mortalidad.

La figura 29, muestra la sobrevivencia de los camarones sometidos a las distintas dosis en

funcion del iempo post-infeccion, observiandose diferencias significativas para el caso de
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los tratamientos no infectados en comparacion a los infectados. La dosis de 0.1 mL/L (T1)
promovié una sobrevivencia significativamente (P< 0.05) mayor con respecto a las demés
dosis, sin embargo, entre las dosis de 0.5 y 1 mL/L T5 y T10) no se observaron diferencias

significativas.

En base a estos resultados y a que el volumen de biomasa fue menor en la dosis de 0.5 mL
de in6culo/L de agua (15 mL en 30 L de agua) esta dosis fue seleccionada para los desafios

de infeccion.

Survival Analysis
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Fig. 29.-Seleccion de dosis para desafios de infeccion en Programa Maricultua. Andlisis de sobrevivencia
de camarones infectados con 3 dosis de Vp AHPND+ (T1= 0.1mL/L, T5=0.5mL/L, T10=1mL/L) y su
respectivo control (medio de cultivo esteril). Kaplan-Meier (n=3) comparacién de medias mediante Holm-
Sidak (P<0.05)
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7.6.5.Bioensayo 6: desafio bacteriano con Vp M0904 AHPND+ en camarones
alimentados a dosis de 0.5, 1 y 2 mg de extracto FAE/ Kg de biomasa de camarén
7.6.5.1.-Condiciones del ensayo

Los organismos con un peso promedio de 0.729 = 0.165 g. no presentaron diferencias
significativas en pesos promedios entre los tratamientos (P>0.05). Después de 9 h y 30
min de incubacion del indculo, se obtuvo una concentracion de células viables mediante

conteo en placa de 0.5 x 107 UFC/mL, con una concentracién final en los tratamientos
infectados de 1 x 10° UFC/mL.

7.6.5.2-Medicion de parametros fisicoquimicos de calidad de agua

Durante el periodo de aclimatacion en las UE (acuarios de fibra de vidrio de capacidad de
20 L) los parimetros fisicoquimicos de calidad de agua registrados fueron: temperatura
de 33 °C, pH 8.4= 0.4, los valores miximos de amonio, nitritos y nitratos fueron 3, 20 y
0.5 ppm respectivamente; durante el desafio (pos-infeccion) la temperatura bajo a 31°C,
el amonio registro un valor miaximo de 6 ppm, pH de 8.8, nitritos y nitratos de 40 y 5 ppm

respectivamente.

7.6.5.2.-Observaciones y mortalidad durante el desafio.

Ensayo 1: en este ensayo no se logré obtener mortalidades ocasionadas por el patdgeno,
debido a que la concentracion de bacterias, requeridas para el desarrollo de la enfermedad,
se encontrd por debajo de lo requerido (concentraciones de 5.5 x 10° UFC/mL en una

primera infeccién y en una segunda de 0.5 x 10° UFC/mL).

Debido a la falta de disponibilidad de camarones se implement6 otro ensayo donde solo

se evalud la dosis de | mg de extracto FAE /Kg de biomasa de camardn.

Ensayo 2:1a mortalidad inicié en los tratamientos infectados a las 10 h.p.i, en este tiempo
se observo que los organismos presentaban aletargamiento y caracteristicas tipicas de la
infeccidn, no consumicron alimento, mientras que en los acuarios no infectados los
camarones consumieron la racidn de alimento suministrada y no presentaron ningin
sintoma de enfermedad. La mayor frecuencia de mortalidad se presentd entre las 12 y 13
h.p.i en los organismos que recibieron los tratamientos C+ y T1+: de las 14 a las 50 h.p.i
los organismos de los tratamientos infectados mostraron mortalidades aisladas, sin

embargo, entre las 60 y 72 h.p.i se observé un segundo pico de mortalidad: posteriormente
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después de las 80 h.p.i. se observé una notable recuperacion de los organismos

sobrevivientes.

La figura 30 representa la mortalidad acumulada y el nimero de organismos muertos de
los tratamientos infectados, las curvas de mortalidad presentan un comportamiento similar
para los tratamientos infectados Control (C+) v con la FAE de E. arborea a | mg/Kg de
biomasa (T1+) con mortalidades de 44 y 51% respectivamente,y con un total de
organismos muertos de 29/60 y 34/60 respectivamente. Los controles no infectados no

presentaron mortalidad.
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Fig 30.- Grificas de mornalidad promedio acumulada y nimero de organismos muertos por tratamiento en
ensayo de infeccion donde T1 es dieta con Img de FAE de E. arborea /Kg de biomasa e camardn y C+ es

dieta control.
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7.6.4.3.4.- Analisis estadistico.

El anilisis de sobrevivencia Kaplan-Meier (Fig.31), muestra diferencias significativas
(P=0.001) entre los tratamientos infectados y no infectados, mientras que no se observaron
diferencias significativas (P=0.713) en la sobrevivencia obtenida con los tratamientos T1+
v control C+. Sin embargo, el tiempo medio de sobrevivencia para el T1+ (64.86 +5.36 h)

es ligerament menor en comparacion al control con un tiempo medio de 71.64 = 494 h.
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Fig 31.- Andlisis de sobrevivencia Kaplan-Meier in=4) de camarones infectados v no infectados con Vp
AHPND+ alimentados con dieta control (C) vy dieta suplementada con FAE de E. arborea a una dosis de |
mg FAE / Kg de biomasa , comparacidn de medias mediante Holm-Sidak (P= 0.05)

7.7.-Caracterizacion de la FAE de E. arborea

7.7.1.- Anilisis proximal

La grifica (Fig. 32) muestra la composicion de la FAE, los compuestos fendlicos (44% )
son los mds abundantes (con un incremento del 29.5% en comparacién al EC), seguidos
de lipidos (43 %) (decremento del 32.8% en comparacion al EC); en menor proporcion se
encontrd la proteina y otros compuestos con valores del 5 y 7 % respectivamente, asi

mismo en cantidades trazas carbohidratos y cenizas (Tabla 20).
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Tabla 20.- Comparacian de analisis proximal entre EC y FAE de E. arborea

Yo EC FAE
Proteina 18.56 + 042 5.14 + 04
Lipidos 64.34 + 194 43.18 + 195
Carbohidratos 5.8 = 0.17 .15 + 0.01
Ceniza 2.7 = 0.05 (0.43 + 0.02
Compuestos fendlicos totales 31.06 + 0.5 44 .08 + 0.5

St Composicion Quimica
M Proteina
i Lipidos L T% W 514+ 040, 5%
W Carbohidratos
 Cenizas

# Fenolicos totales

M Otros compuestos

43.18 = 1.95, 43%

44,08 +
0.50, 44%

0.15£0.17

0434002 0%

1%

Fig 32.- Representacion grifica de la composicidn quimica de la FAE de E. arborea.

7.7.2.-Identificacién y cuantificacion de los florotaninos de la FAE de E. arborea por
cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC)

Se identificaron diez diferentes florotaninos en la FAE (Fig.33). El pico 1 (kmax UV: 233,
287 nm) y el pico 2 (Amax UV: 231, 285 nm) presentaronunam /z 743 [M + H] +. Estos
compuestos se identificaron como isomeros bieckol (Fig.34). El pico 3 (Amax UV: 231,
292 nm) y el pico 5 (Amax UV: 231, 292 nm) presentaron una m / z 497 [M + H] + v se
identificaron como 1someros de phloroeckol, El pico 4 (Amax UV: 236, 292 nm) y el pico
6 (kmax UV: 232290 nm) se identificaron como eckol y dieckol que presentaban am / z
de 373 [M + H] + ym/z 743 [M + H]| +, respectivamente. El pico 7 (Amax UV: 232, 297
nm) que presentd una m / z de 371 [M + H] + se identificé como dioxinodehidroeckol.
Finalmente, los picos 8 (Amax UV: 229, 267, 303 nm), 9 (kmax UV: 229, 267, 303 nm) v
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10 (kmax UV: 215, 263, 296 nm) presentaron am / z de 479 [M + H] + y se identificaron

como 1someros de fucofuroeckol.
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Figd3.- Cromatogramas de HPLC-DAD registrados a 270 nm de la FAE de E. arborea. Los picos marcados
con nimeros se identificaron mediante HPL C/MS-TOF, se muestran en la Tabla 21
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Fig 34.-Estructura quimica, cromatograma de iones extraidos y patrdn de fragmentacion de (A) eckol y
(B) dieckol obtemdos mediante andlisis de HPLC/MS-TOF (ESI +). Na +: aducto de sodio.

El contenido de florotaninos de la FAE se incremento de 1.9 a 6.9 veces en comparacion

con el EC (Tabla 21). Fucofuroeckol y eckol fueron los compuestos mids abundantes

presentes en el EC y en la FAE. El contenido de eckol aumentd 3.7 veces en la FAE

(469.28 + 5.99 pg/g) en comparacién con su contenido en EC.
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Tahbla 21.- Florotaninos presentes en el EC v en la FAE del alga E. arborea

N Compuesto Masa precisa mle UV s Cancentencine o)
[M+H] {mm} EC FAE
1 Bieckol T42.07 743 133,237 m.d. 2803 = 09
2 Bieckol isomer 74207 T43 231,285 859 + 030 5357 = 89
3 Phloroeckol 496.06 497 231,292 675 =+ 2.10 3289 + 7.8¢
4 Eckol 372.04 373 236,292 1159 + 1640 4698 + 594
5 Phloroeckol isomer 49606 497 224, 290 it.el. i.d.
6 Dieckol 74207 T43 232, 290 48.10 + 310 1876 + 7T.3¢
7 Dioxinodehydroeckol 370.02 in 232, 297 69.16 =+ 207 1355 = 1.9¢
8 Fucofuroeckol 478.05 479  229,267.303 i.d. 1041 = 4.1*
9 Fucofuroeckol (1) 478.05 479 229,267,303 4737 + 600 3226 + 3213
10 Fucofuroeckol (1) 478.05 479 215,263,296 195.1 + 393 6742 + 611

*Diferencias significativas (prueba de t-student ; p<(,05) comparaciin con el extracto crudo (EC), .. no
determinado

7.7.3.-Seleccion del sistema de solventes de dos fases para separacion de florotaninos
de E. arborea utilizando la cromatografia de particion centrifuga rapida (FCPC)

Los valores del coeficiente de particion (Kd) para los cuatro florotaninos mas abundantes:
eckol (pico 4), dieckol (pico 6), fucofuroeckol (I) (pico 9) y fucofuroeckol (1) (pico 10)
en dos sistemas de solventes fueron determinados (Tabla 22). El sistema (A), que consistié
en n-hexano/acetato de etilo/etanol /agua (1:6:1:6 v/v/v), dio como resultado valores de
Kd superiores a 6 para la separacién de los compuestos de interés. El sistema (B) que
consistio en n-hexano /acetato de etilo /metanol /agua (2:7:3:7 v/v /v), mostro valores de
Kd que oscilaron entre (.56 vy 6 a la concentracidn de 0.5 mg/mL, el eckol vy el dieckol
mostraron valores de Kd de 0.56 y (.80, respectivamente; lo que indica que estos
compuestos son mis solubles en la fase inferior, mientras que el fucofuroeckol (1) vy el
fucofuroeckol (II) mostraron valores de Kd mayores que 1, lo que indica que estos
compuestos se distribuyeron principalmente en la fase superior. Cuando se aumentd la
concentracion de 1 mg/mL a 2 mg/mL, aumentaron los valores de Kd de todos los
compuestos. Particularmente, el Kd del eckol aumentd de (.56 a 0.91 a la concentracion

de 2mg/mL. De la misma manera, el valor de Kd de dieckol se incrementé de 0.80a 1.17.

El sistema de solventes B, permitié obtener los valores de Kd mds apropiados para el

aislamiento de los florotaninos, ya que, los compuestos mostraron factores de separacion

84



a (relacion del valor de Kd entre dos compuestos) mayores que 1.3, lo que indica una

separacion adecuada entre estos compuestos.

Tabla 22. Valores de coeficiente de particion (Kd) de los florotaninos: eckol, dieckol, fucofuroeckol (1), ¥
fucofurceckol (I1) en dos diferentes sistemas de solventes.

Sistema de  Concentracion

salventis (mg/mL) Eckol Dieckol Fucofuroeckol (I)  Fucoluroeckol (I1)

0.5 8.80 - - 18.40
A 1 8.50 11.73 19.94 11.46
2 6.59 6.31 8.35 9.02

0.5 0.56 0.80 3.14 4.11

B 1 (.84 1.25 3.72 4.40
2 0.91 .17 5.35 6.00

A: n-hexano: acetato de etilo: etanol: agua (1:6: 126, wwie/v); B: n-hexano: acetato de etlo: metanol: agua
(2:7:3:7, vivivlv),

7.7.4.-Separacion de los florotaninos del alga parda E. arborea mediante
cromatografia rapida de particiéon centrifuga (FCPC) y su actividad antibacteriana
contra V. parahaemolyticus AHPN+

La concentracion médxima de eckol y dieckol se detectd después de 80 minutos de elucidn
(pool 8) en modo descendente, recuperando 5.23 mg/g y 1.67 mg/g, respectivamente con
valores de Kd entre 0.75 y 1.25 (Fig.35). Los florotaninos fueron los Gnicos compuestos

detectados a 270 nm o con el detector ELSD en el pool 8 (Fig.36).
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Fig 35.- Coeficiente de particion (Kd) del eckol v dieckol durante el fraccionamiento FCPC de FAE de E.
arborea.
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Fig 36.- Cromatogramas de HPLC-DAD registrados a 270 nm (A), cromatogramas de ELSD (B) del pool
8 de FAE obtenido por FCPC.

Sorprendentemente, el pool 8 mostrd la mayor actividad antibacteriana contra Vp M0904
con una actividad de 10 veces mayor (350 pg/ml.) en comparacién con el EC. Estos
resultados coincidieron con los altos factores de purificacién obtenidos para el eckol
(45.17) y el dieckol (34.72) en esta fraccion. La actividad antibacteriana del pool 8 se
compard con la actividad antibacteriana del compuesto eckol purificado y con un extracto
comercial rico en dieckol (AG Dieckol®, Aqua Green Tech Co. Jeju, Corea) con un
contenido de dieckol (49.95mg/g) casi 30 veces mayor (Tabla 23 y Figura 37). El eckol
purificado no mostro actividad antibacteriana a la concentracion de 750 pg/mL. Sin
embargo, el AG Dieckol® mostré una MBC de 750 pg/mL contra Vp AHPND+ con una
MBC mis alta que el pool 8, pero comparable a la FAE.

86



Tabla 23.- Concentracion bactericida minima (MBC), contenido de eckol v dieckol ¢ incremento de
binactividad de los pools obtenidos por (FCPC) de 1a FAE de E. arborea.

MBC mg's Incremento de
Mucsins (ug/mL) Eckol Dieckol bloactividad *
Pool 1 >750 nd n.d. E
Pool 2 >750 n.d. n.d. -
Pool 3 >750 nd. n.d. 2
Pool4 >750 nd. n.d. -
Pool 5 >750 nd. nd. -
Pool6 450 0.84 0.29 1.8
Pool 7 450 4.54 1.66 7.8
Pool 8 350 5.3 1.67 10.0
Pool9 400 4.16 1.30 B.8
Pool 10 450 0.83 0.61 R
Pool 11 600 0.08 0.12 58
Pool 12 600 0.12 0.13 58
AG Dieckol® 750 7.16 49.96 47
Eckol =750 910.06 -

*Incremento de bioactividad en comparacion con el valor de MBC del EC (3500 pg/mL). nd; no detectad
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Fig 37.- Cromatogramas de HPLC-DAD registrados a 270 nm de (a) pool 8 obtenidos del fraccionamiento de la FAE por FCPC utilizando el sistema de solvente
constituido por n-hexano/acetato de etilo/metancl fagua (2:7: 3:7 vv viv) (b)) Eckol purificado por cromatografia semipreparativa v (c) AG dieckol®, producto

comercial rico en dieckol. Los picos marcados con los niimeros 4 v 6 fueron identificados tentativamente por HPLC/MS-TOF como eckol y dieckol, respectivamente
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7.8.- Algunos mecanismos de accion de la FAE de E. arborea

7.8.1.-Inhibicion de quérum- sensing

La figura 38 muestra la capacidad de la FAE, de inhibir el quorum-sensing de la cepa
reportera CV026, debido a la formacién de un halo sin el pigmento indicador {morado),
ademads de inhibir el crecimiento de la misma al producir un halo, indicando la actividad

antibacteriana del extracto.

Fig 38.- Actividad gquorum-sensing
de FAE y halo de inhibicidn de cepa
CV026

7.8.2.- Ensayos de inhibicion de biofilm

Las fotografias obtenidas de la microscopia confocal, muestran la capacidad de formacion
de biofilm de la cepa Vp M0904 (Fig. 39 a). Al adicionar la FAE de E. arborea a las
concentraciones de 500-1000 pg/ml (Fig. 39 b y d) se observé una reduccién notable de
biofilm en comparacién al control. Sin embargo, el metanol al 100% (solvente usado para
disolver el extracto) también presenté un efecto inhibidor sobre la formacién de biofilm
(Fig. 39 ¢), por lo que, es necesario restar la actividad del solvente a la actividad reportada
con la FAE.
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a) Control b) Dosis 500pg/mL

¢) Metanol 100% d) Dosis 1000ue/mL

Fig 39.- Imigenes de microscopia liser confocal de biofilm de Vibrio parahaemolyiicus AHPND+, a)
control, ¢) metanol 100 %, by d ) extracto FAE a concentraciones de 3000y 1000 pg / ml., respectivamente.
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8.-DISCUSION

A consecuencia del uso inapropiado de antibidticos, la resistencia a los antibiGticos es un
problema generalizado que no solo afecta a la salud piblica sino también a diferentes
sectores de la produccion animal causando pérdidas econdmicas sustanciales. Se han
realizado muchos esfuerzos para descubrir agentes terapéuticos alternativos para el
tratamiento de enfermedades bacterianas del camarén como la AHPND. En la literatura
hay numerosos informes acerca de actividad antimicrobiana, contra una amplia gama de
bacterias, de extractos de algas de todo el mundo (Eom and Kim, 2012; Lee et al. 2014;
Nagayama et al. 2002), incluyendo algas de aguas mexicanas (Mufioz-Ochoa, 2010;
Aguilar- Ramirez et al. 2012). Sin embargo, en esta investigacion, se analizé por primera
vez, la capacidad antimicrobiana de extractos de 6 algas mexicanas recolectadas en Baja
California (México) para inhibir el crecimiento de una cepa de Vp AHPND-+.

Se sabe que las algas marinas son una fuente existente de metabolitos con actividad
antibacteriana (Dashtiannasab y Yeganeh 2017; Pérez et al. 2016). Por ejemplo, extractos
de algas pardas recolectadas de paises como Marruecos, Korea y Japén han demostrado
capacidad de inhibir distintos patdgenos entre los que se encuentran: 8. aureus, P.
aeruginosa y V. parahaemolyticus (Abourriche et al. 1999; Lee et al. 2014; Nagayama et
al. 2002). El efecto antibacteriano de extractos de algas contra vibrios de importancia en
acuacultura fue revisado por Vatsos y Rebours (2014); ellos reportan que los tres grupos
de algas (rojo, verde y pardas) exhiben propiedades antimicrobianas, pero hay géneros
que parecen exhibir un rango mas amplio de actividad son Asparagopsis spp. (roja) y
Sargassum spp. (parda). Sin embargo, la comparacion de la efectividad entre especies es
dificil, ya que hay muchos factores pueden afectar las propiedades antimicrobianas; una
misma especie de alga puede exhibir diferentes propiedades dependiendo de la estacién o
el drea geogrifica. El método de extraccidn también es un factor importante que puede
afectar la eficacia de los extractos producidos. Estos autores también reportan que los

solventes orgdnicos son mas eficaces en la extraccion de antimicrobianos que el agua,

En las costas de México, se ha confirmado el potencial antibacteriano (contra bacterias de
importancia medica) de extractos etandlicos de especies pardas como Macrocystis

pyrifera, Eisenia arborea, Egregia menziesii, Cystoseira osmundacea (Villarreal-Gémez
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et al. 2010; Mufioz-Ochoa 2010; Tenorio-Rodriguez 2018). Sin embargo, este es el primer
estudio en el que se evalia el potencial antibacteriano de extractos de algas pardas contra
Vp AHPND+ en este caso especificamente de extractos de E. arborea, C. osmundacea,

P. californica, P. compressa, E. menziesi v M. pyrifera, colectadas en Baja California.

En el presente estudio, aunque todas las especies evaluadas excepto P. californica
presentaron actividad, el alga E. arborea fue la que presenté la mayor actividad
antiVpAHPND+. Esto concuerda con los reportes de otras especies del género Ecklonia
distribuidas en Asia como: E. kurome, E. bicvelis, E. cava, E. stolonifera que presentan
importante actividad antibacteriana atribuida principalmente a sus florotaninos
(Nagayama et al. 2002; Li et al. 2011; Eom et al. 2011; Eom et al. 2012; Choi et al. 2014;
Lee et al. 2014; Kim et al.2018)

Los extractos acetdnicos de E. arborea presentaron los inhibidores mds activos contra Vp
AHPND+ con CMI y CMB de 3.5 mg/mL. La acetona ha sido reportada como un buen
solvente para la extraccion de antibacterianos (particularmente ricos en florotaninos) de
diferentes algas marinas (Wefky y Ghobnal, 2008; Fareed y Khairy, 2008; Elanwar et al.
2010; Qiao 2010, Rosaline et al. 2012; Oumaskour et al. 2012; Thirunavukkarasu et al.
2014; Moorthi y Balasubramanian, 2015). Se cree que la acetona inhibe las interacciones
entre florotaninos y proteinas durante la extraccion (rompe los puentes de hidrdgeno en
complejos florotanino-proteina) incrementando el rendimiento total de la extraccidn

(Lopes et al 2012, Lopes 2014).

Se observo un aumento significativo (p <0.05) en la actividad antibacteriana de los
extractos de algas cuando la acetona se usé como solvente de extraccion, la composicion
del EC muestra que, la acetona extrae una mezcla de componentes antimicrobianos de
naturaleza fendlica y lipofilica. Cox et al. (2010) reportan florotaninos, dcidos grasos y

fucoxantina como antimicrobianos en otras especies de algas.

También se ha encontrado que los extractos con solventes orgdnicos presentan una
actividad antimicrobiana mas consistente que los extractos acuosos (Parekh et al. 2005).
Los solventes de polaridad media a baja son mis selectivos que el metanol acuoso para
extraer los compuestos antimicrobianos mas potentes de las algas (Tan et al. 2012). La

polaridad del solvente de extraccion afecta profundamente la manera en que el extracto va
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a interactuar con los grupos funcionales en superficies bacterianas. Por ejemplo,
dependiendo de la polaridad del solvente utilizado, los grupos funcionales extraidos
pueden ser hidrdfilos polares o lipdfilos no polares. Esto influye en la capacidad del
extracto de algas para actuar sobre la membrana celular y otros componentes de bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas (Shanon v Abu-Ghannam 2016).

En otras investigaciones, los extractos con cloroformo/metanol, etanol y metanol de
algunas algas fueron mds activos en inhibir el crecimiento de bacterias patGgenas
incluyendo Vibrio (Bansemir et al. 2006; Munioz-Ochoa 2010; Thirunavukkarasu et al.
2014). Sin embargo, para el caso de nuestra cepa de Vp AHPND+ los compuestos solubles
en diclorometano/metanol, éter de petréleo y etanol, no inhibieron su crecimiento; se sabe
que la estructora y la solubilidad de los compuestos antibacterianos de las algas, asi como

la sensibilidad de las bacterias, varian de especie a especie.

La extraccion caliente realizada mediante soxhlet fue el método mds eficiente de
extraccion. Este resultado puede deberse a que la temperatura de extraccion aumenta la
permeabilidad de la membrana celular v facilita el paso del solvente, lo que aumenta la
cantidad de los compuestos extraidos (Mendes et al. 2013). Un aumento en la temperatura
de extraccion produce una disminucion en la viscosidad y en la tension superficial de los
solventes de extraccion: la tasa de extraccion es mejor al aumentar tanto la tasa de

transferencia de masa como la solubilidad del analito (Naczk and Shahidi 2006).

El ensayo en pozos fue mds sensible (p < 0,001) para detectar actividad antibacteriana,
que el ensayo en discos de papel filtro. Ramirez-Aristizabal y Marin (2012) atribuyen este
resultado a la capacidad limitada de difusién que tienen los compuestos activos en el papel.
“La técnica con sensidiscos presenta varias desventajas: una de ellas es la composicidn
del papel filtro Whatman el cual se compone de celulosa (uniones b-(1-4) de monémeros
de glucosa), los cuales tienen muchos grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa,
haciendo que la superficie del disco sea hidrofilica, interviniendo directamente con
algunos compuestos catidnicos de los productos naturales absorbiéndolos en la superficie
del disco e impidiendo la difusion de estos en el agar; los compuestos apolares pueden no
ser influenciados por dichos grupos hidroxilos y difundir ficilmente en el agar. Esto puede

explicar en parte la mayor sensibilidad detectada cuando el método se utiliza directamente
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en pozo” (Ramirez y Marin Castaiio 2009). A pesar de que los ensayos de difusion en agar
no permiten determinar la concentracion minima inhibitoria o bactericida (CM1 o CMB)
(Balouiri et al. 2016; Klanénik et al. 2010), estis técnicas son ampliamente utilizadas para
tamizaje preliminar de extractos con actividad antibacteriana (Ncube et al 2008; Selvin et

al. 2004; Vatsos y Rebours 2015)

Los EC obtenidos con acetona presentaron un valor de CMI y CMB de 3500 pg/mL que,
de acuerdo a lo establecido, seria catalogado como inhibidor débil (extractos naturales con
CMI por encima de 1000 pg/mL) (Kanjana et al. 2011). Existen antecedentes de CMI de
1400-1600 pg/mL de un extracto crudo del alga verde Acrosiphonia orientalis contra
patogenos del género Vibrio como V. harvey y V. parahaemolyticus (Manilal et al. 2012),
Cabe senalar que los valores de CMI y CMB pueden ser afectados por diferencias en la
estructura de las bacterias, ya que una mayor CMI es requerida para penetrar en las
especies gram-negativas comparado con gram-positivas (Shannon y Abu Ghannam 2016).
Otra variante es el tipo de cepa de V. parahaemolyvticus utilizada; por ejemplo, en la
investigacion reahizada por Taguni et al. (2004), al comparar la actividad antibacteriana de
extractos naturales contra diferentes cepas del género de Vibrio, las cepas patogenas

presentaron una menor susceptibilidad o una mayor resistencia.

Debido a la naturaleza no especifica de los métodos de extraccion y / o solventes, los
extractos crudos estin generalmente compuestos de una mezcla de algunas sustancias no
deseadas como azicares, dcidos orgdnicos, pigmentos de clorofila y otros componentes
de la pared celular. Ademis, los compuestos extraidos también pueden existir como
complejos con carbohidratos, proteinas y otros componentes de la planta, lo que resulta
en una posible interferencia con la bioactividad de los compuestos objetivo (Shahidi y
Naczk, 1995, 2003). Con la acetona se extraen compuestos lipofilicos, dcidos grasos,
polifenoles, florotaninos y carotenoides, en algas hay reportes de actividad antibacteriana

en todos estos compuestos.

Debido a la variedad de compuestos que contienen los extractos crudos, se requiere
realizar ensayos que demuestren la inocuidad del extracto para el modelo animal. El
ensayo en Arfemia sp ha sido ampliamente utilizado como un ensayo preliminar confiable

indicador de toxicidad en extractos de algas marinas (Ayesha et al. 2010; Kanjana et al.
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2011). El EC de E. arborea mostré una toxicidad baja con una LCspde 746.05 pg/mL. De
Lara-Isassi et al 2000, evaluaron la toxicidad de extractos fabricados con acetona y etanol,
v el 72 % de las especies de algas marinas mexicanas evaluadas presentd un efecto toxico
de moderado a letal. Ara et al. 1999, reportan que la mayorna de los extractos orgdnicos

de algas pardas que evaluaron presentaron toxicidad en Artemia salina.

En nuestro estudio el EC de E. arborea al ser adicionado en dietas para camaron a dosis
de 1000 mg Kg' de biomasa de camardn, en el ensayo de crecimiento de 28 dias, produjo
una disminucion significativa en el peso promedio, en la tasa de crecimiento y en el
consumo. Este efecto podria deberse a la presencia en exceso de compuestos deterrentes
como los terpenoides y florotaninos que son producidos por las algas pardas como un
mecanismo de defensa contra los herbivoros (Haavisto, et al. 2010; Smit 2004). Este
efecto repelente también lo reportaron Manilal y colaboradores en el 2012, al alimentar
durante 21 dias a juveniles de P. monodon con alimento suplementado con extracto de
Asparagopsis en dosis de 1450 y 1750 mg Kg'' camarén. En contraste, Omont et al, 2019
al evaluar el efecto de la inclusion de extractos metanélicos de Eisenia sp en dietas para
camarén L. vanammei a niveles de 50-150 ¢/ Kg™' de alimento reportan un efecto positivo
en peso final, ganancia de peso, tasa de crecimiento especifico, consumo de alimento y
sobrevivencia. Estas diferencias pueden asociarse entre otros al solvente usado en la

extraccion, la forma de aplicacion en el alimento y a la estacionalidad del alga.

En nuestro estudio, la dosis 100 mg de EC /kg”' de camarén que no mostré toxicidad fue
usada en desafio con Vp AHPND+, esta dosis no produjo una mejora significativa en la
sobrevivencia con respecto al control. Este resultado contrasta con estudios previos donde
se demostro el potencial de extractos crudos de algas marinas, como Gracilaria fisheri,
Ulva fasiacta y Laurencia snyderiae, como agentes terapéuticos en dietas para camarones
capaces de controlar las infecciones causadas por distintas especies patdgenas de Vibrios
(Dashtiannabs and Yeganeh, 2017: Kanjana et al. 2011: Krishnamoorthy et al. 2014;
Manilal et al 2012). Aunque el EC fue adicionado a las dietas siguiendo las
recomendaciones usadas exitosamente por el Dr. Selvin, es posible que los compuestos
activos del EC de E. arborea hayan perdido su actividad al adicionarse en las dietas por

causas como oxidacion o por interferencia con algun ingrediente del alimento, por
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lixiviacion o durante la digestion. Con la idea de eliminar compuestos téxicos y aumentar
la actividad de los extractos para observar actividad protectora en los bioensayos de
desafio, se dio prioridad a la estrategia de la purificacion de los compuestos activos y
desafortunadamente no se comprobd antes de realizar los desafios la presencia de

actividad antibacteriana en los pellets suplementados con los extractos.

Poe otro lado el efecto negativo observado en el andlisis histologico de hepatopincreas de
camarones alimentados durante 7 dias con el tratamiento con EC a la dosis 1000 mg Kg!
de biomasa de camardn, es una prueba de que algunos compuestos del extracto si fueron
consumidos. Cabe mencionar que los esteroles, triterpenos, taninos y flavonoides
presentes en extractos de algas han sido reportados por poseer actividades citotoxicas
como anticancerigenas, antilumorales y antiproliferativas (Vinayak et al. 2010),. Asi
mismo, los terpenoides extraidos con acetona de algas pardas mexicanas, han sido
reportados como ictiotéxicos ademis de alguicidas, fungicidas e insecticidas (De Lara-
Isassi et al. 2000). Estos compuestos, presentes en el EC de E. arborea, podrian ser los
causantes de la toxicidad observada en nuestro estudio. Por ello, fraccionacion del EC, se
utilizé como estrategia para avanzar en la identificacion de los compuestos activos y en el

desarrollo del nutracéutico.

La caracterizacion la FAE de E. arborea demostré la presencia de florotaninos, siendo los
mis abundantes el bieckol, bifuhalol, eckol y fucofloretol. Estos compuestos han sido
previamente reportados como antibacterianos contra una gama amplia de patégenos entre

ellos Vibrio parahaemolyticus (Choi et al. 2014; Nagayama et al. 2002),

La FAE fue la tnica fraccién obtemida del EC de E. arborea que presentd actividad
antibacteriana contra V.p. AHPND+ (MBC 750 pg/mL). Esta actividad fue 4.6 veces
mayor a la encontrada en el EC, indicando que los compuestos activos se concentran en
ese solvente. Esto coincide con los resultados obtenidos por Choi et al. (2010), quienes al
fraccionar un EC de Ecklonia cava con hexano, cloroformo, acetato de etilo, butanol, agua
solo encuentran actividad en la FAE. Asi mismo, la FAE obtenida del extracto crudo de
Eisenia bicvelis fue reportada con actividad antibacteriana contra S. awrens y V.

parahaemolyticus (Choi et al. 2014).
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Por otro lado, Nagayama et al. (2002) también han reportado que la FAE de Ecklonia
kurome tiene actividad antibacteriana contra V. parahaemolyticus con un valor de MBC
de 200 pg mL"'. Las diferencias entre los valores de MBC en estos diferentes estudios
pueden deberse al tipo de cepa de V. parahaemolyticus utilizados. La cepa causante de
AHPND M09-04 usada en nuestro estudio es clasificada como altamente virulenta y

resistente (Soto et al, 2015; Peng et al. 2017).

En términos de toxicidad la FAE de E, arborea en nuestro estudio mostro una toxicidad
baja en nauplios de Artemia sp con una ICsode 693 pg/mL, por lo que el extracto de FAE

fue seleccionado para continuar con su evaluacion in vivo.

La dosis de 1 mg de FAE/ Kg de camardn, evaluada en desafié por inmersion contra V.p
AHPND+ a la concentracién de 10° UFC/mL no mejoré significativamente la
sobrevivencia con respecto al control. Esto contrasta con estudios en donde el extracto de
té verde adicionado a los tanques de camardén una dosis de 1 mL/ L'(Kongchum et al,
2016) y el extracto de proteina del alga Gracilaria fisheri administrado en Artemias a
dosis de 10 a 100 pg mL seguido de usarse como alimento para camarén (Boonsr et al.
2016) mostraron ser fuentes naturales de productos suplementarios en dietas para camardn
capaces de controlar la enfermedad AHPND aumentando la sobrevivencia en camarones

que fueron alimentados

Un factor importante al evaluar el efecto protector de extractos de algas marinas en
camarones contra distintos patdgenos es el modo de aplicacion ya los compuestos activos
se pueden degradar, lixiviar o se pueden neutralizar con otros compuestos presentes en el
alimento. Los florotaninos se pueden oxidar y pueden requerir ser encapsulados para
protegerlos y conservar su actividad. Cabe mencionar que la naturaleza y consistencia de

nuestro extracto no se disuelve en agua haciendo dificil su manejo.

Los principales compuestos antibacterianos presentes en la FAE de E. arborea son
compuestos medio-altamente polares. Los compuestos solubles en acetato de etilo en algas
pardas son predominantemente polifenoles del tipo florotaninos (Lee et al. 2008; Choi et
al. 2010) y especificamente la actividad antibacteriana de las algas pardas se relaciona con
su contenido de florotaninos (Eom et al. 2012). La FAE posee la mayor concentracion de

florotaninos, principalmente eckol con 469.28 + 5.99 pg g, seguido por fucofuroeckoles
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y dieckol. Teniendo en cuenta los resultados anteriores, la fraccién de acetato de etilo o

FAE se selecciond para realizar el fraccionamiento preparativo utilizando el FCPC.

La seleccion del sistema de solventes fue basada en determinar el coeficiente de particidn
(Kd) del extracto FAE, probando los sistemas: Sistema A (A), que constd de n-hexano /
acetato de etilo / etanol / agua (1:6: 1: 6 v / v / v), mientras que el sistema B (B) estaba
constituido por n-hexano / acetato de etilo / metanol / agua (2: 7: 3: 7 v / v / v). Estos
sistemas de solventes, en investigaciones previas, han mostrado elevados rangos de
separacion v purificaciéon de florotaninos (Lee et al. 2013) El sistema de solventes
compuesto por n-hexano/acetato de etilo/metanol /agua (2:7:3:7, v/v/v/v) mostré la
separacion mads eficiente de los florotaninos, principalmente eckol y dieckol. La
concentracion también fue un factor importante a considerar, ya que al modificar la
concentracion de la FAE en el sistema A y B, modifico los valores de Kd y el porcentaje

de recuperacién de los compuestos de interés en cada fase.

Después del fraccionamiento preparativo por FCPC, se analizé el perfil fitoquimico de
doce pools (constituidos por diez fracciones cada uno), asi como su actividad
antibacteriana contra V. parahaemolyticus. El andlisis (HPLC) detecto que los compuestos
principales eran eckol y dieckol, y estos compuestos se detectaron desde el pool 6 al pool
12. Es interesante destacar la correlacidn entre el contenido de eckol y dieckol presente en
el pool y su actividad antibacteriana, resultando el pool 8 con 5.23 mg/g de eckol y 1.67
mg/g de dieckol. con la mayor actividad antibacteriana (MBC 350pg/mL), aumentando
su actividad 10 veces con respecto a el extracto crudo. Los florotaninos como el eckol, el
dieckol y el 8 8-bieckol ya se han sido reportados como compuestos antibacterianos
(Nagayama et al. 2002; Lee et al. 2008; Choi et al. 2010). Se ha reportado que el Dieckol
es 4 veces mis activo como agente antibacteriano contra V. parahaemolyticus que el eckol
(Nagayama et al. 2002), mientras que el valor de CMI de florotaninos de bajo peso (LMP)

contra V. parahaemolyticus se ha determinado en 900 pg/ml (Wei et al. 2015).

Con el fin de determinar si el contenido de eckol o dieckol eran los responsables de
elevada actividad antibacteriana observada en el pool 8, se evalué la actividad
antibacteriana del eckol purificado y un extracto comercial rico en dieckol (AG

Dieckol®), Sorprendentemente, el eckol purificado no presentd actividad bactericida
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contra V. parahaemolyticus, solo se observd una ligera reduccion en su crecimiento. En
contraste a lo reportado por Nagayama et al. (2002), quienes informaron que el valor de
MBC del dieckol y bieckol contra V. parahaemolvticus fue cuatro veces mayor que el
valor de eckol purificado. A pesar de que la concentracion de eckol en el pool 8 fue mayor
que la del dieckol, la actividad bactericida mostrd una mejor correlacion con el aumento
del contenido de dieckol. Esto puede ser atribuido al grado de polimerizacion, ya que los
efectos bactericidas de los florotaninos tienden a aumentar con la polimerizacion del
floroglucinol, siendo mis activos aquellos florotaninos con estructuras complejas que
varian tanto en el nimero de monomeros como en las posiciones en las que estan unidos

{(Heffernan et al. 2015).

De acuerdo con estas consideraciones, en este estudio, la actividad bactericida del pool 8
puede atribuirse al contenido de dieckol, un hexdmero de fluoroglucinol, mis que al
contenido eckol (compuesto mayoritario) un trimero de floroglucinol. En la investigacidn
realizada por Hermund et al. (2018) se demostrd que la bioactividad de los florotaninos
depende mds del mimero de grupos hidroxilo disponibles que de su grado de
polimerizacion, lo que indica que la actividad bactericida observada en el pool 8 puede
atribuirse a la molécula con mayor niimero de grupos hidroxilo disponibles, siendo en este
caso el dieckol. En contraste con lo esperado, el extracto rico en dieckol (AG Dieckol®)
mostré una actividad bactericida mis baja que el pool 8, pero comparable con la actividad
de la FAE. Este comportamiento podria explicarse por la interaccién con otros
compuestos, principalmente a través de reacciones de oxidacion que causan la formacién
de enlaces intermoleculares e intramoleculares, limitando el ndmero de grupos

funcionales disponibles (Kirke et al. 2017; Poncet-Legrand et al. 2010).

En cuanto a los posibles mecanismos de accion estudiados, la expresion del pigmento
morado (violacein) de C. violaceum CV026 esta regulado por N-hexanoil-L. (HSL) y las
homoserina lactonas aciladas (acil HSL), involucradas en la formacidn de la biopelicula
(Borchardt et al. 2001). La FAE del alga E. arborea presenta inhibidores del quorum
sensing y a su vez produce la inhibicion del crecimiento de la cepa reportera y tiene un
efecto inhibidor en la formacidn de la biopelicula de V.p AHPND + . Estos efectos ya se

han reportado con otros extractos de macroalgas (Carvalho et al.2016; Bhavanath et al.
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2013). Por ejemplo, se ha atribuido a las furanonas halogenadas producidas por el alga
roja marina Delisea pulchra por interferir en el sistema regulador de la homoserina lactona
N-acilada (AHL) en varias bacterias gramnegativas (Kjellebergl et al. 1997). Furanonas
sintéticas y naturales han sido correlacionadas al producir un efecto negativo al producir
la inhibicidn de quorum de la cepa reportera C. vielacewm CV026 ademis de inhibir el
crecimiento de la misma, esté efecto podria ser asociado a la toxicidad general; y se debe
tener en cuenta que los compuestos activos del quérum-sensing tienen un efecto no lineal,
los inductores pueden actuar como inhibidores y los inhibidores pueden ser capaces de
activar o mejorar quorum-sensing, en funcion de la estructura gquimica y niveles de
concentracién (Chong-Lek et al. 2013). En otro estudio con el alga parda Laminaria
digitata, se demostro que los antimicrobianos halégenos oxidados reaccionan rdapidamente
con las 3-oxo-acil HSL en concentraciones diluidas, y la presencia de bromoperoxidasa
en una reaccion redox da como resultado la formacion de dcido hipobromoso (HOBr),
compuesto altamente (6xico para los microorganismos, producido por las algas como un
mecanismo de defensa que controla la formacién de la biopeliculas mediante un
mecanismo biocida o por oxidacién, también desactiva la senalizacién de 3-
oxohexanoilhomoserina lactona por oxidacion, afectando la capacidad de comunicacion
de célula a célula (Borchardt et al. 2001). La capacidad de inhibir la formacién de biofilm
y de quorum sensing de Vp AHPND+ encontrada en la FAE de E. arborea refuerza la
probabilidd de poder obtener un nutracéutico protector contra la enfermedad, pero se

requieren mas estudios para comprobarlo.
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9.- CONCLUSIONES

De las 6 algas pardas evaluadas, el extracto crudo (EC) de Ecklonia arborea
obtenido con acetona y el método soxhlet resultd tener la mayor actividad
antibacteriana contra Vp. M0904 AHPND+

El EC de la muestra de E. arborea evaluada presenta insaturaciones, dcido
carboxilico, carbohidratos, grupo funcional carbonilo de cetonas o aldehidos,
esteroles y triterpenos, taninos y flavonoides. y estd constituido principalmente por
compuestos fendlicos, lipidicos, y proteicos. Se identificaron diez tipos diferentes
de florotaninos

El EC de la muestra de E. arborea evaluada contiene compuestos toxicos y
deterrentes que disminuyen el consumo, el crecimiento, y la sobrevivencia de los
camarones a dosis de 1000 mg de EC/Kg de biomasa ademis producen dafios en
el hepatopédncreas a nivel celular.

En las condiciones experimentales usadas, la dosis no téxica de 100 mg de EC de
E. arborea /Kg de camarén no presentd efecto nutracéutico o protector contra
AHPND, va que el EC no mejoré la sobrevivencia de los camarones desafiados
con respecto al control.

La FAE obtenida por particion del EC concentrd los compuestos fendlicos y los
florotaninos ¥y aumento la actividad ant Vp MO904 AHPND+ 4.6 mids con
respecto al extracto EC.

A la dosis de 1 mg / Kg de biomasa de camaron, la FAE no afectd el consumo y
la sobrevivencia, pero tampoco aumento la sobrevivencia en camarones
desafiados.

Al ser fraccionada la FAE mediante cromatografia de particion centrifuga (FCPC)
se obtuvo una fraccidn que presento una actividad antibacteriana (MBC) 10 veces
mayor que el EC, identificando al eckol y dieckol como compuestos mayoritarios.
El compuesto mayoritario eckol purificado mediante HPLC, present6é una menor
actividad antibacteriana; por lo que la actividad antibacteriana del extracto de E.

arborea puede estar relacionada al contenido de dieckol.
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e Los efectos inhibidores de biofilm y de quorum sensing de los compuestos anti Vp
MO0904 encontrados con la FAE del alga E. arborea refuerzan la posibilidad de
encontrar un extracto con efecto protector contra AHPND.

e Laevaluacion del efecto nutracéutico de FAE y de los florotaninos de E. arborea
contra AHPND en camarones requiere de mis estudios principalmente a nivel de

estabilidad y biodisponibilidad al ser adicionada en el alimento.
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PERSPECTIVAS

A partir de los resultados y discusiones presentados en esta tesis, seria de sumo interés
para poder terminar ¢l desarrollo de un posible nutracéutico para el control de la AHPND
en camarones cultivados a partir del alga E. arborea, realizar estudios complementarios
sobre la estabilidad de los compuestos de la FAE vy de su actividad al ser adicionados al
alimento. En caso de ser necesario implementar una técnica parar proteger el extracto para
aumentar su biodisponibilidad y la estabilidad de los compuestos activos y entonces
evaluar diferentes dosis del extracto FAE ademds de tomar muestras histolégicas para

descartar un dano en tejido a causa del consumo del extracto durante la infeccién.

Otro punto relevante, es que esta investigacion sustenta la premisa del potencial de los
compuestos extraidos de algas marinas cosechadas en las costas de México, ademis de
promover el aprovechamiento de los recursos disponibles. Sin embargo, la extraccién de
compuestos puros de algas marinas con actividad antibacteriana a partir de las técnicas
presentadas, es una actividad poco sustentable; por lo tanto se requieren tecnologias de
cultivo rentables, de procesamiento previo de la biomasa para aumentar la
bivaccesibilidad y de tecnologias de extraccion mis ecoldgicas y respetuosas con el medio
ambiente para recuperar estas moléculas activas de la biomasa de algas y estudiar la

posibilidad de sintetizar las moléculas activas.

Seria interesante evaluar el efecto nutracéutico contra AHPND de f[lorotaninos

comerciales como el Dieckol®

Se observa la citotoxidad del pool 8 en Artemia sp v en la linea celular HepG2 (resultados
no mostrados), por lo gue seria interesante evaluar los florotaninos presentes en el pool 8
como compuestos con actividad anticancerigena, ya que son metabolitos secundarios
producidos por el alga y existen antecedentes de esta actividad en extractos de algas de

este género.
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Los ensayos exhaustivos en camarones y los estudios de intervencién nutricional son
requisitos previos para declarar al alga Ecklonia arborea como una excelente materia

prima para usos nutracéuticos.

Es necesario disefiar mds estudios para explorar la bivaccesibilidad y biodisponibilidad de
estos compuestos bioactivos al adicionarlos en el alimento para obtener efectos

beneficiosos a largo plazo.

Seria interesante evaluar la FAE rica en florotaninos y el pool 8 para otras actividades
reportadas para estos compuestos (antioxidante, inmunoestimulante, desinflamatoria,
antidiabética), v contra otras bacterias de interés veterinario, médico y alimenticio. Y
también evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos lipidicos de la FAE que son

los segundos mds presentes en la fraccion,
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ANEXO

Evaluacion de toxicidad en camarones de alimento con FAE del alga E. arborea
Ensayo 1:

La elaboracion de alimento medicado consistié en preparar tres soluciones madres del
extracto seco FAE a una concentracion de 1, 10 y 100 mg/mL, de las cuales se tomd una
alicuota (extracto requerido para racion diaria) para preparar la concentracion
correspondiente a cada tratamiento (Tabla 1), posteriormente se ajustd el volumen a 3 ml
de una solucién de gelatina al 4 % (gelatin, Sigma), y se adiciond a la superficie del
alimento control, se llevd a secar en una plancha de calentamiento a 50 °C. La racién de
alimento fue preparada diaramente.

Tabla 1- Descripciton de la cantidad de exiracio FAE requerido para preparar las distinias dosis de prueba
del ensayo 1.

Dosis por  Dosis en mg por  Racidn diaria Extracto requerido
kg de Kg de alimento

e para racion diaria
Ensayo | 20 1.56¢g 36 pl de una solucidn de
10 200 1.54 g 37 pl de una solucidn de
10 mg/mL
100 2000 1.55¢g 37.5 pl de una solucidn
de 100 mg/mL
1000 20,000 1.53 g 366 pl de una solucidn de
100 mg/mL

Los camarones presentaron un consumo de 95% con los tratamientos de dosis de 1, 10,
100 mg/ Kg de biomasa de camardn, sin embargo, el consumao disminuyé con la dosis de
1000 mg/ Kg de biomasa de camardén a un consumo del B5 %. El porcentaje de
sobrevivencia fue de 93,90,90 y 86.6 para las dosis de 1, 10,100y 1000 mg/ Kg de biomasa
de camardn respectivamente, después de 6 dias de alimentacion, el extracto FAE en la
dosis de 1000 mg / Kg de biomasa de camar6n redujo significativamente (p = 0.06) la
sobrevivencia a través del tiempo; por esta razon se recomendaron dosis mds bajas. Los
parametros de calidad de agua fueron: temperatura de 30 a 32 7 C, pH 8.1, amonio, NO2,
NO3 de (.88, 0.23, 83.92 mg / L respectivamente y la salinidad se mantuvoen 35 g/L

120



100.0 a2 ¢ d
338.0
96.0
E 940
= & & ap —*C
o 3.0
= ——T1
&G T ia
Ca g - b —u—T10
C 880
= =T 100
2 gs0
C T 1000
B4.0
g0
T: P=0.060
BO.D
] 1 2 3 4 5 &

TIEMPO (DIAS)

Fig. 1.-Grifica de sobrevivencia de la evaluacidn de toxicidad del extracto de FAE de E
arboreaen camaron L vannamei de las dosis de 1(T1), 10 (T10), 100 (T100), 1000 (T1000) mg/
Kg de biomasa de camarén dosisT1=
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